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DESCRIPCION

Sistema de administracion doble para antigenos heterélogos que comprende una cepa de Listeria recombinante
atenuada por la mutacion de dal/dat y la delecion de ActA que comprende una molécula de acido nucleico que codifica
una proteina de fusion de listeriolisina O - antigeno prostatico especifico

Campo de la invencion

En la presente memoria se proporcionan cepas de Listeria recombinantes que expresan un polipéptido antigénico
especifico de tumor y, opcionalmente, un polipéptido angiogénico en el que una molécula de acido nucleico que
codifica al menos uno de los polipéptidos se integra de forma operable en el genoma de Listeria en un marco de lectura
abierto con una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que contiene PEST, métodos para preparar
el mismo y métodos para inducir una respuesta inmune, y para tratar, inhibir o suprimir el cancer o los tumores, que
comprenden administrar el mismo.

Antecedentes de la invencion

Una gran cantidad de evidencia preclinica y datos de ensayos clinicos preliminares sugieren que las capacidades
antitumorales del sistema inmunitario pueden aprovecharse para tratar a pacientes con canceres establecidos. La
estrategia de vacunas aprovecha los antigenos tumorales asociados con varios tipos de canceres. La inmunizacion
con vacunas vivas, como los vectores virales o bacterianos que expresan un antigeno asociado a un tumor, es una
estrategia para provocar respuestas de CTL fuertes contra tumores.

Listeria monocytogenes (Lm) es una bacteria intracelular facultativa grampositiva que tiene acceso directo al
citoplasma de las células presentadoras de antigenos, como macréfagos y células dendriticas, en gran parte debido
a la actividad de formacién de poros de la listeriolisina-O (LLO). La LLO es secretada por Lm después de que las
células la fagociten, y perfora la membrana fagolisosémica, lo que permite que la bacteria escape de la vacuola y entre
en el citoplasma. La LLO se presenta de manera muy eficiente al sistema inmunitario a través de moléculas MHC de
clase |. Ademas, los péptidos derivados de Lm también tienen acceso a la presentacién de MHC de clase |l a través
del fagolisosoma. El documento WO 2006/017856 describe cepas de vacuna de Listeria que expresan un antigeno
heterélogo y una enzima metabdlica, y métodos para su generacion.

El cancer es una enfermedad compleja, y es mas probable que los enfoques terapéuticos combinados tengan éxito.
No solo las células tumorales, sino también el microambiente que soporta el crecimiento tumoral, deben ser
seleccionados como objetivo para maximizar la eficacia terapéutica. La mayoria de las inmunoterapias se centran en
antigenos individuales para atacar a las células tumorales y, por lo tanto, han demostrado un éxito limitado contra los
canceres humanos. Un Unico agente terapéutico capaz de dirigirse a las células tumorales y al microentorno del tumor
simultaneamente tendria una ventaja sobre otros enfoques inmunoterapéuticos, especialmente si produce un efecto
antitumoral sinérgico.

Compendio de la invencion

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas, y cualquier otro aspecto o realizacion expuesta en la presente
memoria que no esté dentro del alcance de las reivindicaciones es solo a titulo informativo.

En un aspecto, en la presente memoria se proporciona una cepa de Listeria recombinante que comprende una primera
y una segunda molécula de acido nucleico, y cada una de dichas moléculas de acido nucleico codifica un polipéptido
antigénico heterdlogo o un fragmento del mismo, en donde dicha primera molécula de acido nucleico se integra de
forma operable en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un gen que contiene PEST endégeno. En
otro aspecto, la presente descripcién proporciona una vacuna que comprende tal cepa de Listeria recombinante.

En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para inducir una respuesta inmune a un antigeno
en un sujeto, que comprende administrar una cepa de Listeria recombinante a dicho sujeto, en donde dicha cepa de
Listeria recombinante comprende una primera y una segunda molécula de acido nucleico, y cada una de dichas
moléculas de acido nucleico codifican un polipéptido antigénico heterélogo o fragmento del mismo, en el que dicha
primera molécula de acido nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria en un marco de lectura
abierto con un gen que contiene PEST enddgeno.

En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para tratar, suprimir o inhibir un cancer en un
sujeto que comprende administrar una cepa de Listeria recombinante que comprende una primera y una segunda
molécula de acido nucleico, y cada una de dichas moléculas de acido nucleico codifican un polipéptido antigénico
heterdlogo o un fragmento del mismo, en donde dicha primera molécula de acido nucleico se integra de forma operable
en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un gen que contiene PEST endégeno.

En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para tratar, suprimir o inhibir al menos un tumor
en un sujeto que comprende administrar una cepa de Listeria recombinante que comprende una primera y una
segunda molécula de acido nucleico, y cada una de dichas moléculas de acido nucleico codifican un polipéptido o
fragmento antigénico heterélogo del mismo, en donde dicha primera molécula de acido nucleico se integra de forma
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operable en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un gen que contiene PEST enddgeno.

En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona una cepa de Listeria recombinante que comprende una
molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido antigénico heterélogo o un fragmento del mismo, en donde
dicha molécula de acido nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto
con un gen que contiene PEST enddgeno.

En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para producir una cepa de Listeria recombinante
que expresa dos antigenos, y el método comprende fusionar genéticamente un primer acido nucleico que codifica un
primer antigeno y un segundo acido nucleico que codifica un segundo antigeno en el genoma de Listeria en un marco
de lectura abierto con un gen que contiene PEST enddgeno; y expresar dichos primer y segundo antigenos en
condiciones conducentes a la expresion antigénica en dicha cepa de Listeria recombinante.

En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para producir una cepa de Listeria recombinante
que expresa dos antigenos. En un aspecto, el método comprende fusionar genéticamente un primer acido nucleico
que codifica un primer antigeno en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un gen que contiene
PEST enddgeno; transformar dicha Listeria recombinante con un vector de expresion episomal que comprende un
segundo acido nucleico que codifica un segundo antigeno; y expresar dichos primer y segundo antigenos en
condiciones conducentes a la expresion antigénica en dicha cepa de Listeria recombinante.

La presente invencién proporciona una cepa de Listeria recombinante que comprende una molécula de acido nucleico
que codifica un polipéptido de fusion antigénico de listeriolisina O (LLO) - antigeno prostatico especifico (PSA), en el
que dicha Listeria recombinante es un mutante dal/dat auxotréfico atenuado, que comprende un vector de expresion
episomal que comprende una enzima metabolica que complementa la auxotrofia de dicho mutante auxotrdéfico, y en
el que dicha Listeria recombinante comprende ademas una delecion del gen ActA enddgeno. La presente invencion
proporciona ademas:

= una composicion inmunogénica que comprende la cepa de Listeria recombinante de la invencion, y un
adyuvante;

= una cepa de Listeria recombinante de la invencién, para uso como un medicamento;

= una cepa de Listeria recombinante de la invencién, para uso en la induccién de una respuesta inmune al PSA
en un sujeto;

= unacepa de Listeria recombinante de la invencién, para uso en un método para prevenir o retrasar la aparicion
de un cancer en un sujeto; y

= una cepa de Listeria recombinante de la invencion, para uso en el tratamiento, supresion o inhibicién de un
cancer o tumor en un sujeto.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. (A) Representacion esquematica de la region cromosomica de Lmdd-143 y LmddA-143 después de la
integracion de klk3 y la delecion de actA; (B) El gen klk3 esta integrado en los cromosomas Lmdd 'y LmddA. La PCR
de la preparacion de ADN cromosdmico de cada construccion utilizando cebadores especificos de klk3 amplifica una
banda de 714 pb correspondiente al gen kik3, que carece de la secuencia sefial de secrecion de la proteina de tipo
natural.

Figura 2. (A) Mapa del plasmido pADV134. (B) Las proteinas del sobrenadante de cultivo de LmddA-134 se
precipitaron, se separaron en una SDS-PAGE vy la proteina LLO-E7 se detecté mediante transferencia de Western
utilizando un anticuerpo monoclonal anti-E7. El casete de expresion del antigeno consiste en un promotor hly, un ORF
para LLO truncado y un gen de PSA humano (klk3). (C) Mapa del plasmido pADV142. (D) La transferencia de Western
mostré la expresion de la proteina de fusion LLO-PSA utilizando anticuerpos anti-PSA y anti-LLO.

FIGURA 3. (A) Estabilidad del plasmido in vitro de LmddA-LLO-PSA si se cultiva con y sin presion selectiva (D-alanina).
Las condiciones de la cepa y del cultivo se enumeran primero, y las placas utilizadas para la determinacion de UFC
se enumeran después. (B) Eliminacion de LmddA-LLO-PSA in vivo y evaluacion de la pérdida potencial de plasmidos
durante este tiempo. Las bacterias se inyectaron i.v. y se aislaron del bazo en el momento indicado. Las UFCs se
determinaron en placas de BHI y BHI + D-alanina.

FIGURA 4. (A) Aclaramiento in vivo de la cepa LmddA-LLO-PSA después de la administracion de 108 UFC en ratones
C57BL/6. El numero de UFC se determiné colocando en placas BHI/str. El limite de deteccion de este método fue de
100 UFC. (B) Ensayo de infeccion celular de células J774 con 10403S, LmddA-LLO-PSA y cepas XFL7.

FIGURA 5. (A) Células especificas de tetramero de PSA en los esplenocitos de ratones sin tratamiento e inmunizados
con LmddA-LLO-PSA en el dia 6 después de la dosis de refuerzo. (B) La tincion intracelular de citoquinas para IFN-y
en los esplenocitos de ratones sin tratamiento e inmunizados con LmddA-LLO-PSA estimulados con péptido de PSA
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durante 5 h. Lisis especifica de células EL4 pulsadas con péptido de PSA con células T efectoras estimuladas in vitro
de ratones inmunizados con LmddA-LLO-PSA y ratones sin tratamiento con una proporcion efector/objetivo diferente
utilizando un ensayo basado en caspasa (C) y un ensayo basado en europio (D). Nimero de puntos de IFNy en
esplenocitos sin tratamiento e inmunizados obtenidos después de la estimulacion durante 24 h en presencia de péptido
de PSA o sin péptido (E).

FIGURA 6. La inmunizacion con LmddA-142 induce la regresion de los tumores Tramp-C1-PSA (TPSA). Los ratones
se dejaron sin tratar (n = 8) (A) o se inmunizaron i.p. con LmddA-142 (1x108 UFC/raton) (n = 8) (B) o Lm-LLO-PSA (n
= 8) (C) en dias 7, 14 y 21. Los tamafos de los tumores se midieron para cada tumor individual y los valores se
expresaron como el diametro medio en milimetros. Cada linea representa un ratén individual.

FIGURA 7. (A) Analisis de las células T tetramero de PSA*CD8" en los bazos y la infiltracion de tumores T-PSA-23 de
los ratones sin tratar y los ratones inmunizados con una cepa de Lm de control o Lm-ddA-LLO-PSA (LmddA-142). (B)
Analisis de las células reguladoras T CD4*, que se definieron como CD25"FoxP3*, en los bazos e infiltradas en tumores
T-PSA-23 de los ratones sin tratar y los ratones inmunizados con una cepa de Lm de control o Lm-ddA-LLO-PSA.

FIGURA 8. (A) Representacion esquematica de la region cromosémica de Lmdd-143 y LmddA-143 después de la
integracion de klk3 y la delecion de actA; (B) El gen klk3 esta integrado en los cromosomas de Lmdd y LmddA. La
PCR de la preparacion de ADN cromosémico de cada construccion utilizando cebadores especificos de klk3 amplifica
una banda de 760 pb correspondiente al gen klk3.

Figura 9. (A) Lmdd-143 y LmddA-143 secretan la proteina LLO-PSA. Las proteinas de los sobrenadantes de cultivo
bacteriano se precipitaron, se separaron en una SDS-PAGE y las proteinas LLO y LLO-PSA se detectaron mediante
transferencia de Western utilizando anticuerpos anti-LLO y anti-PSA; (B) La LLO producida por Lmdd-143 y LmddA-
143 retiene la actividad hemolitica. Se incubaron glébulos rojos de ovejas con diluciones en serie de sobrenadantes
de cultivos bacterianos, y se midio la actividad hemolitica mediante absorbancia a 590 nm; (C) Lmdd-143 y LmddA-
143 crecen dentro de las células J774 de tipo macroéfago. Las células J774 se incubaron con bacterias durante 1 hora,
seguido de un tratamiento con gentamicina para destruir las bacterias extracelulares. El crecimiento intracelular se
midié colocando en placas diluciones en serie de lisados de J774 obtenidos en los momentos indicados. Se utilizé Lm
10403S como control en estos experimentos.

Figura 10. La inmunizacion de ratones con Lmdd-143 y LmddA-143 induce una respuesta inmune especifica de PSA.
Se inmunizaron ratones C57BL/6 dos veces a intervalos de 1 semana con 1x108 UFC de Lmdd-143, LmddA-143 o
LmddA-142, y 7 dias mas tarde se recogieron los bazos. Los esplenocitos se estimularon durante 5 horas en presencia
de monensina con 1 uM del péptido PSAss.7s. Las células se tifieron para detectar CD8, CD3, CD62L e IFN-r
intracelular, y se analizaron en un citometro FACS Calibur.

Figura 11. Se disefiaron tres vacunas basadas en Lm que expresaban distintos fragmentos de HMW-MAA segun la
posicion de los epitopos de HLA-A2 previamente cartografiados y predichos (A). La cepa Lm-tLLO-HMW-MMA2160-2258
(también denominada Lm-LLO-HMW-MAA-C) secreta una banda de ~ 62 kDa correspondiente a la proteina de fusion
tLLO-HMW-MAA160-2258 (B). A ratones C57BL/6 (n = 15) se les inocularon s.c. células B16F10 y se inmunizaron i.p.
en los dias 3, 10 y 17 con Lm-tLLO-HMW-MAAz160-2258 (N = 8) 0 se dejaron sin tratamiento (n = 7). Se inocularon
ratones BALB/c (n = 16) s.c. con células RENCA y se inmunizaron i.p. los dias 3, 10 y 17 con Lm-HMW-MAA-C (n =
8) o una dosis equivalente de una vacuna de Lm de control. Los ratones inmunizados con Lm-LLO-HMW-MAA-C
impidieron el crecimiento de tumores establecidos (C). Se inocularon a ratones FVB/N (n = 13) s.c. células tumorales
NT-2 y se inmunizaron i.p. los dias 7, 14 y 21 con Lm-HMW-MAA-C (n = 5) o una dosis equivalente de una vacuna de
Lm de control (n = 8). La inmunizaciéon de los ratones con Lm-LLO-HMW-MAA-C perjudicé significativamente el
crecimiento de los tumores sin modificar para expresar HMW-MAA, como B16F10, RENCA y NT-2 (D). Los tamarios
de los tumores se midieron para cada tumor individual, y los valores se expresaron como el diametro medio en
milimetros + EEM. *, P < 0,05, prueba de Mann-Whitney.

Figura 12. La inmunizacion con Lm-HMW-MAA-C estimula la infiltracion del tumor con las células T CD8" y disminuye
el numero de pericitos en los vasos sanguineos. (A) Se extrajeron los tumores NT-2 y se cortaron para determinar la
inmunofluorescencia. Los grupos de tincién estan numerados (1-3), y cada tincién se indica a la derecha. Los tejidos
secuenciales se tifieron con el marcador general de vasos anti-CD31 o el anticuerpo anti-NG2 para el homdlogo de
raton de HMW-MAA, AN2, junto con anti-CD8a para los posibles TILs. El grupo 3 muestra controles de isotipo para
los anticuerpos anteriores y la tincion DAPI utilizada como marcador nuclear. Se analizaron un total de 5 tumores, y
se muestra una uUnica imagen representativa de cada grupo. Las células CD8* alrededor de los vasos sanguineos
estan indicadas por flechas. (B) Los cortes secuenciales se tifieron para detectar pericitos utilizando los anticuerpos
anti-NG2 y anti-actina de células musculares lisas alfa (a-SMA). La doble tincién/colocalizacion de estos dos
anticuerpos (amarillo en la imagen mixta) es indicativa de la tincion de pericitos (parte superior). La colocalizacién de
pericitos se cuantificd utilizando el programa informatico Image Pro y el nimero de objetos colocalizados se muestra
en el grafico (parte inferior). Se analizaron un total de 3 tumores, y se muestra una Unica imagen representativa de
cada grupo. *, P < 0,05, prueba de Mann-Whitney. El grafico muestra la media + EEM.
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Descripcion detallada de la invencién

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas, y cualquier otro aspecto o realizacion expuesta en la presente
memoria que no esté dentro del alcance de las reivindicaciones es solo a titulo informativo.

Un aspecto descrito en la presente memoria se refiere a una cepa de Listeria recombinante que expresa un polipéptido
antigénico en el que el acido nucleico que codifica el polipéptido se integra de forma operable en el genoma de Listeria
en un marco de lectura abierto con un gen que contiene PEST enddgeno, que, en un aspecto, es LLO. En un aspecto,
la Listeria expresa dos polipéptidos, uno de los cuales es un antigeno asociado a un tumor, y uno de los cuales es un
polipéptido angiogénico.

Un aspecto descrito en la presente memoria proporciona una cepa de Listeria recombinante que comprende una
primera y una segunda molécula de acido nucleico, y cada una de dichas moléculas de acido nucleico codifican un
polipéptido antigénico heterdélogo o un fragmento del mismo, en donde la primera molécula de acido nucleico se integra
en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un gen LLO enddgeno, y en donde la segunda molécula
de acido nucleico esta presente en un vector de expresion episomal dentro de la cepa de Listeria recombinante. En
un aspecto, la primera molécula de acido nucleico codifica una proteina KLK3 y la segunda molécula de acido nucleico
codifica un péptido HMW-MAA, y, en un aspecto, esta en un marco de lectura abierto con un acido nucleico que
codifica una LLO no hemolitica, ActA truncado, o secuencia PEST.

Un aspecto descrito en la presente memoria proporciona una cepa de Listeria recombinante que comprende una
primera y una segunda molécula de acido nucleico, y cada una de dichas moléculas de acido nucleico codifican un
polipéptido antigénico heterdélogo.

En un aspecto, la primera molécula de acido nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria como un
marco de lectura abierto con una secuencia de acido nucleico endégena que codifica un polipéptido que comprende
una secuencia PEST. En un aspecto, la primera molécula de acido nucleico se integra de forma operable en el genoma
de Listeria como un marco de lectura abierto con una secuencia de acido nucleico que codifica LLO. En otro aspecto,
la primera molécula de acido nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria como un marco de lectura
abierto con una secuencia de acido nucleico que codifica ActA.

En un aspecto, la primera molécula de acido nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria en un
marco de lectura abierto con una secuencia de acido nucleico endégena que codifica LLO. En un aspecto, la
integracion no elimina la funcionalidad de LLO. En otro aspecto, la integracion no elimina la funcionalidad de ActA. En
un aspecto, la funcionalidad de LLO o Acta es su funcionalidad nativa. En un aspecto, la funcionalidad de LLO es
permitir que el organismo escape del fagolisosoma, mientras que en otro aspecto, la funcionalidad de LLO es mejorar
la inmunogenicidad de un polipéptido con el que esta fusionada. En un aspecto, una Listeria recombinante descrita en
la presente memoria retiene la funcion de LLO, que en un aspecto es una funcién hemolitica y en otro aspecto es una
funcién antigénica. En la técnica se conocen otras funciones de LLO, como los métodos y ensayos para evaluar la
funcionalidad de LLO. En un aspecto, una Listeria recombinante descrita en la presente memoria tiene una virulencia
de tipo natural, mientras que en otro aspecto, una Listeria recombinante descrita en la presente memoria tiene una
virulencia atenuada. En otro aspecto, una Listeria recombinante de la presente invencién es avirulenta. En un aspecto,
una Listeria recombinante de la presente invencion es suficientemente virulenta para escapar del fagolisosoma y entrar
en el citosol. La Listeria recombinante de la presente invencidn expresa una proteina antigeno-LLO fusionada. Asi, en
un aspecto, la integracion de la primera molécula de acido nucleico en el genoma de Listeria no altera la estructura
del gen que contiene PEST enddgeno, mientras que en otro aspecto, no altera la funcion del gen que contiene PEST
enddgeno. En un aspecto, la integracion de la primera molécula de acido nucleico en el genoma de Listeria no altera
la capacidad de dicha Listeria de escapar del fagolisosoma.

En otro aspecto, la segunda molécula de acido nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria con
dicha primera molécula de acido nucleico en un marco de lectura abierto con un polipéptido endégeno que comprende
una secuencia PEST. Por lo tanto, en un aspecto, la primera y segunda moléculas de acido nucleico se integran en el
marco de lectura con una secuencia de acido nucleico que codifica LLO, mientras que en otro aspecto, se integran en
el marco de lectura con una secuencia de acido nucleico que codifica ActA. En otro aspecto, la segunda molécula de
acido nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con una secuencia
de acido nucleico que codifica un polipéptido que comprende una secuencia PEST en un sitio que es distinto del sitio
de integracion de la primera molécula de acido nucleico. En un aspecto, la primera molécula de acido nucleico se
integra en el marco de lectura con una secuencia de acido nucleico que codifica LLO, mientras que la segunda
molécula de acido nucleico se integra en el marco de lectura con una secuencia de acido nucleico que codifica ActA,
mientras que en otro aspecto, la primera molécula de acido nucleico se integra en el marco de lectura con una
secuencia de acido nucleico que codifica ActA, mientras que la segunda molécula de acido nucleico se integra en el
marco de lectura con una secuencia de acido nucleico que codifica LLO.

Otro aspecto descrito en la presente memoria proporciona una cepa de Listeria recombinante que comprende una
primera molécula de acido nucleico que codifica un primer polipéptido antigénico heterélogo o un fragmento del mismo
y una segunda molécula de acido nucleico que codifica un segundo polipéptido antigénico heterélogo o un fragmento
del mismo, en donde dicha primera molécula de acido nucleico se integra en el genoma de Listeria de forma que el
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primer polipéptido antigénico heterélogo y un polipéptido que contiene PEST enddgeno se expresan como una
proteina de fusion. En un aspecto, el primer polipéptido antigénico heterdlogo y el polipéptido que contiene PEST
enddgeno se traducen en un Unico marco de lectura abierto, mientras que en otro aspecto, el primer polipéptido
antigénico heterdlogo y el polipéptido que contiene PEST enddgeno se fusionan después de traducirse por separado.

En un aspecto, el genoma de Listeria comprende una delecion del gen ActA enddégeno, que en un aspecto es un factor
de virulencia. En un aspecto, dicha delecién proporciona una cepa de Listeria mas atenuada y, por lo tanto, mas segura
para uso humano. De acuerdo con este aspecto, el polipéptido antigénico esta integrado en el marco de lectura con
LLO en el cromosoma de Listeria. En otro aspecto, la molécula de acido nucleico integrada se integra en el locus ActA.
En otro aspecto, el acido nucleico cromosémico que codifica ActA se reemplaza por una molécula de acido nucleico
que codifica un antigeno.

En otro aspecto, la molécula de acido nucleico integrada se integra en el cromosoma de Listeria.

En un aspecto, dicha primera molécula de acido nucleico es un vector disefiado para la recombinacion homdloga
especifica de sitio en el genoma de Listeria. En otro aspecto, la construccion o gen heterélogo se integra en el
cromosoma de Listeria utilizando la recombinacién homologa.

Las técnicas para la recombinaciéon homdéloga son muy conocidas en la técnica y se describen, por ejemplo, en Frankel,
FR, Hegde, S, Lieberman, J e Y Paterson. Induction of a cell-mediated immune response to HIV gag using Listeria
monocytogenes as a live vaccine vector. J. Immunol. 155: 4766 - 4774. 1995; Mata, M, Yao, Z, Zubair, A, Syres, Ky
Y Paterson, Evaluation of a recombinant Listeria monocytogenes expressing an HIV protein that protects mice against
viral challenge. Vaccine 19: 1435-45, 2001; Boyer, JD, Robinson, TM, Maciag, PC, Peng, X, Johnson, RS, Pavlakis,
G, Lewis, MG, Shen, A, Siliciano, R, Brown, CR, Weiner, D y Y Paterson. DNA prime Listeria boost induces a cellular
immune response to SIV antigens in the Rhesus Macaque model that is capable of limited suppression of SIV239 viral
replication. Virology. 333: 88-101, 2005. En otro aspecto, la recombinacion homdloga se realiza como se describe en
la Patente de Estados Unidos N° 6.855.320. En otro aspecto, se usa un plasmido sensible a la temperatura para
seleccionar los recombinantes. Cada técnica representa un aspecto distinto de los métodos y composiciones como se
proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la construccion o gen heterélogo se integra en el cromosoma de Listeria mediante la insercion de
transposones. Las técnicas para la insercion de transposones son muy conocidas en la técnica y se describen, entre
otros, por Sun et al. (Infection and Immunity 1990, 58: 3770-3778) en la construccion de DP-L967. La mutagénesis por
transposones tiene la ventaja, en un aspecto, de que se puede formar un mutante de insercion gendémica estable. En
otro aspecto, se desconoce la posicion en el genoma donde el gen exdgeno se ha insertado por la mutagénesis por
transposones.

En otro aspecto, la construccion o gen heterdlogo se integra en el cromosoma de Listeria utilizando sitios de integracion
de fagos (Lauer P, Chow MY et al, Construction, characterization, and use of two LM site-specific phage integration
vectors. J Bacteriol 2002; 184 (15): 4177-86). En otro aspecto, se utiliza un gen de integrasa y un sitio de unién de un
bacteriéfago (por ejemplo, listeriéfago U153 o PSA) para insertar el gen heterdlogo en el sitio de unién correspondiente,
que puede ser cualquier sitio apropiado en el genoma (por ejemplo, comK o el extremo 3' del gen arg tRNA). En otro
aspecto, los profagos enddgenos se eliminan del sitio de unién utilizado antes de la integracion de la construccion o
gen heterdlogo. En otro aspecto, este método da como resultado integrantes de copia Unica. Cada posibilidad
representa un aspecto distinto como se proporciona en la presente memoria.

En otro aspecto, la primera secuencia de acido nucleico de los métodos y las composiciones que se proporcionan en
la presente memoria esta unida de forma operable a una secuencia promotora/reguladora. En otro aspecto, la segunda
secuencia de acido nucleico esta unida de forma operable a una secuencia promotora/reguladora. En otro aspecto,
cada una de las secuencias de acido nucleico esta unida de forma operable a una secuencia promotora/reguladora.
En un aspecto, la secuencia promotora/reguladora esta presente en un plasmido episomal que comprende dicha
secuencia de acido nucleico. En un aspecto, la secuencia promotora/reguladora de Listeria endégena controla la
expresion de una secuencia de acido nucleico de los métodos y composiciones descritos en la presente memoria.
Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la
presente memoria.

En otro aspecto, una secuencia de acido nucleico como se proporciona en la presente memoria esta unida de forma
operable a un promotor, secuencia reguladora o combinacion de los mismos que controla la expresion del péptido
codificado en la cepa de Listeria. El promotor, las secuencias reguladoras y sus combinaciones utiles para controlar
la expresion constitutiva de un gen son muy conocidos en la técnica e incluyen, entre otros, los promotores de Listeria
Priya, Pacta, hly, ActA 'y p60, el promotor bac de Streptococcus, el promotor de Streptomyces griseus sgiA y el promotor
phaZ de B. thuringiensis. En otro aspecto, la expresion inducible y especifica de tejido del acido nucleico que codifica
un péptido como se proporciona en la presente memoria se logra colocando el acido nucleico que codifica el péptido
bajo control de una secuencia reguladora/promotora inducible o especifica de tejido. Los ejemplos de secuencias
reguladoras, promotoras y combinaciones de las mismas especificas de tejido que son Utiles para este propdsito
incluyen, pero sin limitacion, el promotor inducible por LTR de MMTV vy el potenciador/promotor tardio de SV40. En
otro aspecto, se utiliza un promotor que se induce en respuesta a agentes inductores tales como metales,
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glucocorticoides y similares. Por lo tanto, se apreciara que la invencion incluye el uso de cualquier promotor o
secuencia reguladora, que sea conocida o desconocida, y que sea capaz de controlar la expresion de la proteina
deseada unida de forma operable a la misma. En un aspecto, una secuencia reguladora es un promotor, mientras que
en otro aspecto, una secuencia reguladora es un potenciador, mientras que en otro aspecto, una secuencia reguladora
€s un supresor, mientras que en otro aspecto, una secuencia reguladora es un represor, mientras que en otro aspecto,
una secuencia reguladora es un silenciador.

En un aspecto, la construccion de acido nucleico utilizada para la integracion en el genoma de Listeria contiene un
sitio de integracion. En un aspecto, el sitio es un sitio de integracion attPP' de PhSA (fago de Scott A). PhSA es, en
otro aspecto, el profago de la cepa ScottA de L. monocytogenes (Loessner, MJ, IB Krause, T. Henle y S. Scherer).
1994. Structural proteins and DNA characteristics of 14 Listeria typing bacteriophages. J. Gen. Virol. 75: 701-710), una
cepa de serotipo 4b que se aislé durante una epidemia de listeriosis humana. En otro aspecto, el sitio es cualquier otro
sitio de integracion conocido en la técnica. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la construccion de acido nucleico contiene un gen de integrasa. En otro aspecto, el gen de la integrasa
es un gen de la integrasa PhSA. En otro aspecto, el gen de la integrasa es cualquier otro gen de la integrasa conocido
en la técnica. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan
en la presente memoria.

En un aspecto, la construccion de acido nucleico es un plasmido. En otro aspecto, la construccién de acido nucleico
es un plasmido lanzadera. En otro aspecto, la construccion de acido nucleico es un vector de integracion. En otro
aspecto, la construccién de acido nucleico es un vector de integracion especifico de sitio. En otro aspecto, la
construccion de acido nucleico es cualquier otro tipo de construccion de acido nucleico conocido en la técnica. Cada
posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente
memoria.

El vector de integracion de los métodos y las composiciones que se proporciona en la presente memoria es, en otro
aspecto, un vector de fago. En otro aspecto, el vector de integracion es un vector de integracién especifico de sitio.
En otro aspecto, el vector comprende ademas un sitio attPP'. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los
métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, el vector de integracion es un vector U153. En otro aspecto, el vector de integraciéon es un vector
A118. En otro aspecto, el vector de integracion es un vector PhSA.

En otro aspecto, el vector es un vector A511 (por ejemplo, n° de acceso de GenBank: X91069). En otro aspecto, el
vector es un vector AOO6. En otro aspecto, el vector es un vector B545. En otro aspecto, el vector es un vector B053.
En otro aspecto, el vector es un vector A020. En otro aspecto, el vector es un vector A500 (por ejemplo, n° de acceso
de GenBank: X85009). En otro aspecto, el vector es un vector BO51. En otro aspecto, el vector es un vector B052. En
otro aspecto, el vector es un vector B054. En otro aspecto, el vector es un vector B055. En otro aspecto, el vector es
un vector B056. En otro aspecto, el vector es un vector B101. En otro aspecto, el vector es un vector B110. En otro
aspecto, el vector es un vector Bill. En otro aspecto, el vector es un vector A153. En otro aspecto, el vector es un
vector D441. En otro aspecto, el vector es un vector A538. En otro aspecto, el vector es un vector B653. En otro
aspecto, el vector es un vector A513. En otro aspecto, el vector es un vector A507. En otro aspecto, el vector es un
vector A502. En otro aspecto, el vector es un vector A505. En otro aspecto, el vector es un vector A519. En otro
aspecto, el vector es un vector B604. En otro aspecto, el vector es un vector C703. En otro aspecto, el vector es un
vector B025. En otro aspecto, el vector es un vector A528. En otro aspecto, el vector es un vector B024. En otro
aspecto, el vector es un vector B012. En otro aspecto, el vector es un vector B035. En otro aspecto, el vector es un
vector C707.

En otro aspecto, el vector es un vector A005. En otro aspecto, el vector es un vector A620. En otro aspecto, el vector
es un vector A640. En otro aspecto, el vector es un vector B021. En otro aspecto, el vector es un vector HSO47. En
otro aspecto, el vector es un vector H10G. En otro aspecto, el vector es un vector H8/73. En otro aspecto, el vector es
un vector H19. En otro aspecto, el vector es un vector H21. En otro aspecto, el vector es un vector H43. En otro
aspecto, el vector es un vector H46. En otro aspecto, el vector es un vector H107. En otro aspecto, el vector es un
vector H108. En otro aspecto, el vector es un vector H110. En otro aspecto, el vector es un vector H163/84. En otro
aspecto, el vector es un vector H312. En otro aspecto, el vector es un vector H340. En otro aspecto, el vector es un
vector H387. En otro aspecto, el vector es un vector H391/73. En otro aspecto, el vector es un vector H684/74. En otro
aspecto, el vector es un vector H924A. En otro aspecto, el vector es un vector fMLUP5. En otro aspecto, el vector es
un vector syn (= P35). En otro aspecto, el vector es un vector 00241. En otro aspecto, el vector es un vector 00611.
En otro aspecto, el vector es un vector 02971A. En otro aspecto, el vector es un vector 02971C. En otro aspecto, el
vector es un vector 5/476. En otro aspecto, el vector es un vector 5/911. En otro aspecto, el vector es un vector 5/939.
En otro aspecto, el vector es un vector 5/11302. En otro aspecto, el vector es un vector 5/11605. En otro aspecto, el
vector es un vector 5/11704. En otro aspecto, el vector es un vector 184. En otro aspecto, el vector es un vector 575.
En otro aspecto, el vector es un vector 633. En otro aspecto, el vector es un vector 699/694. En otro aspecto, el vector
es un vector 744. En otro aspecto, el vector es un vector 900. En otro aspecto, el vector es un vector 1090. En otro
aspecto, el vector es un vector 1317. En otro aspecto, el vector es un vector 1444. En otro aspecto, el vector es un
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vector 1652. En otro aspecto, el vector es un vector 1806. En otro aspecto, el vector es un vector 1807. En otro aspecto,
el vector es un vector 1921/959. En otro aspecto, el vector es un vector 1921/11367. En otro aspecto, el vector es un
vector 1921/11500. En otro aspecto, el vector es un vector 1921/11566. En otro aspecto, el vector es un vector
1921/12460. En otro aspecto, el vector es un vector 1921/12582. En otro aspecto, el vector es un vector 1967. En otro
aspecto, el vector es un vector 2389. En otro aspecto, el vector es un vector 2425. En otro aspecto, el vector es un
vector 2671. En otro aspecto, el vector es un vector 2685. En otro aspecto, el vector es un vector 3274. En otro aspecto,
el vector es un vector 3550. En otro aspecto, el vector es un vector 3551. En otro aspecto, el vector es un vector 3552.
En otro aspecto, el vector es un vector 4276. En otro aspecto, el vector es un vector 4277. En otro aspecto, el vector
es un vector 4292. En otro aspecto, el vector es un vector 4477. En otro aspecto, el vector es un vector 5337. En otro
aspecto, el vector es un vector 5348/11363. En otro aspecto, el vector es un vector 5348/11646. En otro aspecto, el
vector es un vector 5348/12430. En otro aspecto, el vector es un vector 5348/12434. En otro aspecto, el vector es un
vector 10072. En otro aspecto, el vector es un vector 11355C. En otro aspecto, el vector es un vector 11711A. En otro
aspecto, el vector es un vector 12029. En otro aspecto, el vector es un vector 12981. En otro aspecto, el vector es un
vector 13441. En otro aspecto, el vector es un vector 90666. En otro aspecto, el vector es un vector 90816. En otro
aspecto, el vector es un vector 93253. En otro aspecto, el vector es un vector 907515. En otro aspecto, el vector es
un vector 910716. En otro aspecto, el vector es un vector NN-Listeria. En otro aspecto, el vector es un vector O1761.
En otro aspecto, el vector es un vector 4211. En otro aspecto, el vector es un vector 4286.

En otro aspecto, el vector de integracion es cualquier otro vector de integracion especifico de sitio conocido en la
técnica que sea capaz de infectar Listeria. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria. En otro aspecto, el vector de integracion o plasmido de
los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria no confiere resistencia a antibiéticos a
la cepa de vacuna de Listeria. En otro aspecto, el vector de integracion o plasmido no contiene un gen de resistencia
a antibidticos. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se
proporcionan en la presente memoria.

Otro aspecto descrito en la presente memoria proporciona un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido
recombinante. En un aspecto, el acido nucleico aislado comprende una secuencia que comparte al menos un 85% de
homologia con un acido nucleico que codifica un polipéptido recombinante como se proporciona en la presente
memoria. En otro aspecto, el acido nucleico aislado comprende una secuencia que comparte al menos un 90% de
homologia con un acido nucleico que codifica un polipéptido recombinante como se proporciona en la presente
memoria. En otro aspecto, el acido nucleico aislado comprende una secuencia que comparte al menos un 95% de
homologia con un acido nucleico que codifica un polipéptido recombinante como se proporciona en la presente
memoria. En otro aspecto, el acido nucleico aislado comprende una secuencia que comparte al menos un 97% de
homologia con un acido nucleico que codifica un polipéptido recombinante como se proporciona en la presente
memoria. En otro aspecto, el acido nucleico aislado comprende una secuencia que comparte al menos un 99% de
homologia con un acido nucleico que codifica un polipéptido recombinante como se proporciona en la presente
memoria.

En un aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para producir una cepa de Listeria recombinante
que expresa dos antigenos heterdlogos distintos. En otro aspecto, la Listeria recombinante expresa al menos 3 o mas
antigenos heterdlogos distintos. En otro aspecto, la Listeria recombinante expresa 4 o mas antigenos heterélogos
distintos. En otro aspecto, la Listeria recombinante expresa 5 o mas antigenos heterdlogos distintos.

En otro aspecto, el método comprende fusionar genéticamente un primer acido nucleico que codifica un primer
antigeno en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un polipéptido endégeno que comprende una
secuencia PEST. En otro aspecto, el método comprende fusionar genéticamente al menos 2 acidos nucleicos que
codifican dos antigenos heterdlogos distintos en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un
polipéptido enddégeno que comprende una secuencia PEST. En otro aspecto, el método comprende fusionar
genéticamente al menos 3 acidos nucleicos que codifican dos antigenos heterdlogos distintos en el genoma de Listeria
en un marco de lectura abierto con un polipéptido endégeno que comprende una secuencia PEST. En otro aspecto,
el método comprende fusionar genéticamente al menos 4 acidos nucleicos que codifican dos antigenos heterélogos
distintos en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un polipéptido endégeno que comprende una
secuencia PEST. En otro aspecto, el método comprende fusionar genéticamente al menos 5 acidos nucleicos que
codifican dos antigenos heterdlogos distintos en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un
polipéptido enddégeno que comprende una secuencia PEST.

En otro aspecto, el método comprende transformar dicha Listeria recombinante con un vector de expresion episomal
que comprende un segundo acido nucleico que codifica un segundo antigeno. En otro aspecto, el método comprende
transformar dicha Listeria recombinante con un vector de expresion episomal que comprende al menos 2 acidos
nucleicos que codifican al menos dos antigenos heterdlogos distintos. En otro aspecto, el método comprende
transformar dicha Listeria recombinante con un vector de expresion episomal que comprende al menos 3 acidos
nucleicos que codifican al menos tres antigenos heterdlogos distintos. En otro aspecto, el método comprende
transformar dicha Listeria recombinante con un vector de expresion episomal que comprende al menos 4 acidos
nucleicos que codifican al menos cuatro antigenos heterélogos distintos. En otro aspecto, el método comprende
transformar dicha Listeria recombinante con un vector de expresion episomal que comprende al menos 5 acidos
nucleicos que codifican al menos cinco antigenos heterélogos distintos.
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En otro aspecto mas, el método comprende expresar dichos primer y segundo antigenos en condiciones conducentes
a la expresion antigénica, que se conocen en la técnica, en dicha cepa de Listeria recombinante.

En otro aspecto, el método comprende transformar dicha Listeria recombinante con al menos 1 vector de expresion
episomal que comprende los antigenos heterdlogos como se describieron anteriormente en la presente memoria. En
otro aspecto, el método comprende transformar dicha Listeria recombinante con al menos 2 vectores de expresion
episomal que comprenden los antigenos heterélogos como se describieron anteriormente en la presente memoria.
En otro aspecto, el método comprende transformar dicha Listeria recombinante con al menos 3 vectores de expresion
episomal que comprenden los antigenos heterdlogos como se describieron anteriormente en la presente memoria. En
otro aspecto, el método comprende transformar dicha Listeria recombinante con al menos 4 vectores de expresion
episomal que comprenden los antigenos heterélogos como se describieron anteriormente en la presente memoria.

En otro aspecto, la cepa de Listeria recombinante puede expresar mas de dos antigenos, algunos de los cuales se
expresan a partir de una o mas moléculas de acido nucleico integradas en el cromosoma de Listeria, y algunos de los
cuales se expresan a través de uno o mas vectores de expresion episomal presentes en la cepa de Listeria
recombinante. Por lo tanto, como se describié anteriormente en la presente memoria, en un aspecto, una cepa de
Listeria recombinante como se proporciona en la presente memoria comprende dos 0 mas vectores de expresion
episomal, cada uno de los cuales expresa un polipéptido antigénico distinto, en un aspecto. En un aspecto, uno o mas
de los antigenos se expresan como una proteina de fusiéon con LLO, que, en un aspecto, es LLO no hemolitica y, en
otro aspecto, LLO truncada. En un aspecto, una cepa de Listeria recombinante como se proporciona en la presente
memoria selecciona como objetivo los tumores provocando respuestas inmunes a dos antigenos distintos, que se
expresan mediante dos tipos de células diferentes, que en un aspecto son un antigeno de superficie celular y un
polipéptido anti-angiogénico, mientras que, en otro aspecto, una cepa de Listeria recombinante como se proporciona
en la presente memoria selecciona como objetivo los tumores provocando una respuesta inmune a dos antigenos
diferentes expresados por el mismo tipo de célula, que en un aspecto son el antigeno prostatico especifico (PSA) y el
antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA), que en un aspecto es FOLH1. En otro aspecto, una cepa de
Listeria recombinante, como se proporciona en la presente memoria, se dirige a los tumores provocando una respuesta
inmune a dos antigenos diferentes como se describe a continuacién o como se conoce en la técnica.

En un aspecto, un primer antigeno de las composiciones y métodos descritos en la presente memoria se dirige contra
un antigeno de superficie celular especifico o un objetivo tumoral, y un segundo antigeno se dirige contra un antigeno
angiogénico o un microentorno tumoral. En otro aspecto, el primer y segundo antigenos de las composiciones y
métodos del presente documento son polipéptidos expresados por células tumorales, o, en otro aspecto, polipéptidos
expresados en un microentorno tumoral. En otro aspecto, el primer antigeno de las composiciones y métodos descritos
en la presente memoria es un polipéptido expresado por un tumor y el segundo antigeno de las composiciones y
métodos descritos en la presente memoria es un receptor objetivo, la NO sintetasa, Arg-1 u otra enzima conocida en
la técnica.

En un aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para producir una cepa de Listeria recombinante
que expresa dos antigenos, y el método comprende, en un aspecto, fusionar genéticamente un primer acido nucleico
que codifica un primer antigeno y un segundo acido nucleico que codifica un segundo antigeno en el genoma de
Listeria en un marco de lectura abierto con un polipéptido nativo que comprende una secuencia PEST. En otro aspecto,
la expresion de dichos primer y segundo antigenos se produce en condiciones conducentes a la expresion antigénica
en dicha cepa de Listeria recombinante.

En un aspecto, la cepa de Listeria recombinante de la composicién y los métodos que se proporcionan en la presente
memoria comprende un vector de expresion episomal que comprende la segunda molécula de acido nucleico que
codifica un antigeno heterélogo. En otro aspecto, la segunda molécula de acido nucleico que codifica un antigeno
heterélogo esta presente en dicho vector de expresion episomal en un marco de lectura abierto con un polipéptido que
comprende una secuencia PEST.

En otro aspecto, un vector de expresion episomal de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la
presente memoria comprende un antigeno fusionado en el marco de lectura a una secuencia de acido nucleico que
codifica una secuencia AA de tipo PEST. En un aspecto, el antigeno es HMW-MAA, y en otro aspecto, un fragmento
de HMW-MAA. En otro aspecto, la secuencia AA de tipo PEST es KENSISS-MAPPASPPASPKTPIEKKHADEIDK
(SEQ ID N°: 1). En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST es KENSISSMAP-PASPPASPK (SEQ ID N°: 2). En otro
aspecto, la fusidon de un antigeno a cualquier secuencia de LLO que incluya una de las secuencias AA de tipo PEST
enumeradas en la presente memoria puede mejorar la inmunidad mediada por células contra HMW-MAA.

En otro aspecto, la secuencia AA de tipo PEST es una secuencia de tipo PEST de una proteina ActA de Listeria. En
otro aspecto, la secuencia de tipo PEST es KTEEQPSEVNTGPR (SEQ ID N° 3), KASVTDTSEGDLD
SSMQSADESTPQPLK (SEQ ID N° 4), KNEEVNASDFPPPPTDEELR (SEQ ID N° 5), o RGGIPTSEEFSSLNSG
DFTDDENSETTEEEIDR (SEQ ID N°: 6). En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST es de la citolisina de Listeria
seeligeri, codificada por el gen Iso. En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST es RSEVTISPAETPESPPATP (SEQ
ID N°: 7). En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST es de la proteina estreptolisina O de Streptococcus sp. En otro
aspecto, la secuencia de tipo PEST es de estreptolisina O de Streptococcus pyogenes, por ejemplo,
KQNTASTETTTTNEQPK (SEQ ID N°: 8) en AA 35-51. En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST es de estreptolisina
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O de Streptococcus equisimilis, por ejemplo, KQNTANTETTTTNEQPK (SEQ ID N°: 9) en AA 38-54. En otro aspecto,
la secuencia de tipo PEST tiene una secuencia seleccionada de las SEQ ID N°: 3-9. En otro aspecto, la secuencia
de tipo PEST tiene una secuencia seleccionada de las SEQ ID N°s: 1-9. En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST
es ofra secuencia AA de tipo PEST derivada de un organismo procariético.

La identificacion de secuencias de tipo PEST es muy conocida en la técnica, y se describe, por ejemplo, en Rogers S
et al (Amino acid sequences common to rapidly degraded proteins: the PEST hypothesis. Science 1986; 234 (4774):
364-8) y Rechsteiner M et al. (PEST sequences and regulation by proteolysis. Trends Biochem Sci 1996; 21 (7): 267-
71). "Secuencia de tipo PEST" se refiere, en otro aspecto, a una region rica en prolina (P), acido glutamico (E), serina
(S) y treonina (T). En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST esta flanqueada por una o mas agrupaciones que
contienen varios aminoacidos cargados positivamente. En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST media en la
degradacion intracelular rapida de las proteinas que la contienen. En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST se ajusta
a un algoritmo descrito en Rogers et al. En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST se ajusta a un algoritmo descrito
en Rechsteiner et al. En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST contiene uno o mas sitios de fosforilacion interna, y
la fosforilacion en estos sitios precede a la degradacion de proteinas. En un aspecto, una secuencia a la que se hace
referencia en la presente memoria como una secuencia de tipo PEST es una secuencia PEST.

En un aspecto, las secuencias de tipo PEST de organismos procariéticos se identifican de acuerdo con métodos como
los descritos, por ejemplo, por Rechsteiner y Rogers (1996, Trends Biochem. Sci. 21: 267-271) para LM y en Rogers
S et al. (Science 1986; 234 (4774): 364-8). Alternativamente, las secuencias AA de tipo PEST de otros organismos
procariéticos también se pueden identificar en base a este método. Otros organismos procariéticos en los que se
esperarian las secuencias AA de tipo PEST incluyen, pero sin limitacion, otras especies de Listeria. En un aspecto, la
secuencia de tipo PEST se ajusta a un algoritmo descrito en Rogers et al. En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST
se ajusta a un algoritmo descrito en Rechsteiner et al. En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST se identifica mediante
el programa PEST-find.

En otro aspecto, la identificacion de los motivos PEST se logra mediante un escaneo inicial en busca de aminoacidos
R, Hy K cargados positivamente dentro de la secuencia de la proteina especificada. Se cuentan todos los aminoacidos
entre los flancos cargados positivamente, y solo se consideran adicionalmente los motivos que contienen una cantidad
de aminoacidos igual o superior al parametro del tamafio de la ventana. En otro aspecto, una secuencia de tipo PEST
debe contener almenos 1 P, 1DoE,yalmenos1SoT.

En otro aspecto, la calidad de un motivo PEST se refina por medio de un parametro de puntuaciéon basado en el
enriguecimiento local en aminoacidos criticos, asi como la hidrofobicidad de los motivos. El enriquecimiento en D, E,
P, Sy T se expresa en porcentaje de masas (p/p) y se corrige para 1 equivalente de DoE,1dePy1deSoT. En
otro aspecto, el calculo de la hidrofobicidad sigue en principio el método de J. Kyte y RF Doolittle (Kyte, J y Dooatlittle,
RF. J. Mol. Biol. 157, 105 (1982). Para calculos simplificados, los indices de hidrofobicidad de Kyte-Doolittle, que
originalmente oscilaban entre -4,5 para la arginina y +4,5 para la isoleucina, se convierten en enteros positivos,
utilizando la siguiente transformacion lineal, que produjo valores de 0 para la arginina a 90 para la isoleucina.

indice de hidrofobicidad = 10 * indice de hidrofobicidad de Kyte-Doolittle + 45

En otro aspecto, la hidrofobicidad de un motivo PEST potencial se calcula como la suma sobre los productos del
porcentaje molar y el indice de hidrofobicidad para cada especie de aminoacido. La puntuacién PEST deseada se
obtiene como una combinacion del término de enriquecimiento local y el término de hidrofobicidad expresados por la
siguiente ecuacion:

Puntuacion PEST = 0,55 * DEPST - 0,5 * indice de hidrofobicidad.

En otro aspecto, "secuencia PEST", "secuencia de tipo PEST" o "péptido de secuencia de tipo PEST" se refiere a un
péptido que tiene una puntuacion de al menos +5, utilizando el algoritmo anterior. En otro aspecto, el término se refiere
a un péptido que tiene una puntuacién de al menos 6. En otro aspecto, el péptido tiene una puntuaciéon de al menos
7. En otro aspecto, la puntuacién es de al menos 8. En otro aspecto, la puntuaciéon es de al menos 9. En otro aspecto,
la puntuacién es de al menos 10. En otro aspecto, la puntuacién es de al menos 11. En otro aspecto, la puntuacién es
de al menos 12. En otro aspecto, la puntuacion es de al menos 13. En otro aspecto, la puntuaciéon es de al menos 14.
En otro aspecto, la puntuacién es de al menos 15. En otro aspecto, la puntuacion es de al menos 16. En otro aspecto,
la puntuacién es de al menos 17. En otro aspecto, la puntuacién es de al menos 18. En otro aspecto, la puntuacién es
de al menos 19. En otro aspecto, la puntuacion es de al menos 20. En otro aspecto, la puntuacion es de al menos 21.
En otro aspecto, la puntuacién es de al menos 22. En otro aspecto, la puntuacién es de al menos 22. En otro aspecto,
la puntuacién es de al menos 24. En otro aspecto, la puntuacién es de al menos 24. En otro aspecto, la puntuacién es
de al menos 25. En otro aspecto, la puntuacion es de al menos 26. En otro aspecto, la puntuacion es de al menos 27.
En otro aspecto, la puntuacién es de al menos 28. En otro aspecto, la puntuacién es de al menos 29. En otro aspecto,
la puntuacién es de al menos 30. En otro aspecto, la puntuacién es de al menos 32. En otro aspecto, la puntuacién es
de al menos 35. En otro aspecto, la puntuacion es de al menos 38. En otro aspecto, la puntuaciéon es de al menos 40.
En otro aspecto, la puntuacion es de al menos 45. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y
las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2741730 T3

En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST se identifica utilizando cualquier otro método o algoritmo conocido en la
técnica, por ejemplo, el CaSPredictor (Garay-Malpartida HM, Occhiucci JM, Alves J, Belizario JE. Bioinformatics. junio
de 2005; 21 Supl. 1: i1169-76). En otro aspecto, se utiliza el siguiente método:

Se calcula un indice PEST para cada tramo de longitud apropiada (por ejemplo, un tramo de 30-35 aminoacidos)
asignando un valor de 1 a los aminoacidos Ser, Thr, Pro, Glu, Asp, Asn o GIn. El valor del coeficiente (CV) para cada
uno de los residuos PEST es 1y para cada uno de los otros aminoacidos (no PEST) es 0.

Cada método para identificar una secuencia de tipo PEST representa un aspecto distinto como se proporciona en la
presente memoria.

En otro aspecto, la secuencia de tipo PEST es cualquier otra secuencia de tipo PEST conocida en la técnica. Cada
secuencia de tipo PEST y su tipo representan un aspecto distinto como se proporciona en la presente memoria.

Un aspecto descrito en la presente memoria proporciona proteinas de fusion, que en un aspecto se expresan mediante
Listeria. En un aspecto, tales proteinas de fusion se fusionan con una secuencia de tipo PEST que, en un aspecto, se
refiere a la fusidon con un fragmento de proteina que comprende una secuencia de tipo PEST. En otro aspecto, el
término incluye casos en los que el fragmento de proteina comprende una secuencia circundante distinta de la
secuencia de tipo PEST. En otro aspecto, el fragmento de proteina consiste en la secuencia de tipo PEST. Por lo
tanto, en otro aspecto, "fusion" se refiere a dos péptidos o fragmentos de proteinas, ya sea unidos entre si en sus
respectivos extremos o incrustados uno dentro del otro. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos
y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, una cepa de Listeria recombinante de las composiciones y los métodos que se proporcionan en la
presente memoria comprende un polipéptido LLO de longitud completa, que en un aspecto, es hemolitico.

En otro aspecto, la cepa de Listeria recombinante comprende un polipéptido LLO no hemolitico. En otro aspecto, el
polipéptido es un fragmento de LLO. En otro aspecto, el oligopéptido es una proteina LLO completa. En otro aspecto,
el polipéptido es cualquier proteina LLO o fragmento de la misma conocido en la técnica. Cada posibilidad representa
un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, se utiliza un fragmento de proteina LLO en las composiciones y métodos como se proporciona en la
presente memoria. En un aspecto, una proteina LLO truncada esta codificada por el vector de expresién episomal
como se proporciona en la presente memoria que expresa un polipéptido, es decir, en un aspecto, un antigeno, en
otro aspecto, un factor angiogénico o, en otro aspecto, ambos antigenos y factor angiogénico. En otro aspecto, el
fragmento LLO es un fragmento N-terminal.

En otro aspecto, el fragmento de LLO N-terminal tiene la secuencia: MKKIMLVFITLILVSLPIAQQTEAKDASAF
NKENSISSVAPPASPPASPKTPIEKKHADEIDKYIQGLDYNKNNVLVYHGDAVTNVPPRKGYKDGNEYIVVEKKKKSIN

QNNADIQVVNAISSLTYPGALVKANSELVENQPDVLPVKRDSLTLSIDLPGMTNQDNKIVVKNATKSNVNNAVNTLVER
WNEKYAQAYSNVSAKIDYDDEMAYSESQLIAKFGTAFKAVNNSLNVNFGAISEGKMQEEVISFKQIYYNVNVNEPTRP

SRFFGKAVTKEQLQALGVNAENPPAYISSVAYGRQVYLKLSTNSHSTKVKAAFDAAVSGKSVSGDVELTNIIKNSSFKA
VIYGGSAKDEVQIIDGNLGDLRDILKKGATFNRETPGVPIAYTTNFLKDNELAVIKNNSEYIETTSKAYTDGKINIDHSGG

YVAQFNISWDEVNYD (SEQ ID N° 10). En otro aspecto, una secuencia de AA de LLO de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria comprende la secuencia expuesta en la SEQ ID N°: 10.
En otro aspecto, la secuencia de AA de LLO es un homologo de la SEQ ID N°: 10. En otro aspecto, la secuencia de
AA de LLO es una variante de la SEQ ID N° 10. En otro aspecto, la secuencia de AA de LLO es un fragmento de la
SEQ ID N°: 10. En otro aspecto, la secuencia de AA de LLO es una isoforma de la SEQ ID N°: 10. Cada posibilidad
representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, el fragmento de LLO tiene la secuencia: mkkimivfitlilvsipiaqqteakdasafnkensissvappasppaspktpiek
khadeidkyiqgldynknnvlvyhgdavtnvpprkgykdgneyivvekkkksingnnadigvvnaissltypgalvkanselvenqpdvipvkrdsltisidipgmtn
gdnkivvknatksnvnnavntlverwnekyagaysnvsakidyddemaysesqliakfgtatkavnnsinvnfgaisegkmqeevisfkgiyynvnvneptrpsrff
gkavtkeqglqalgvnaenppayissvaygrqvylklstnshstkvkaafdaavsgksvsgdveltniiknssfkaviyggsakdevqiidgnlgdirdilkkgatfnretp
gvpiayttnflkdnelaviknnseyiettskaytd (SEQ ID N°: 11). En otro aspecto, una secuencia de AA de LLO de los métodos y
las composiciones que se proporcionan en la presente memoria comprende la secuencia expuesta en la SEQ ID N°:
11. En otro aspecto, la secuencia de AA de LLO es un homologo de la SEQ ID N°: 11. En otro aspecto, la secuencia
de AA de LLO es una variante de la SEQ ID N°: 11. En otro aspecto, la secuencia de AA de LLO es un fragmento de
la SEQ ID N°: 11. En otro aspecto, la secuencia de AA de LLO es una isoforma de la SEQ ID N°: 11. Cada posibilidad
representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

La proteina LLO utilizada en las composiciones y métodos que se proporcionan en la presente memoria tiene, en otro
aspecto, la secuencia: MKKIMLVFITLILVSLPIAQQTEAKDASAFNKENSISSMAPPASPPASPKTPIE KKHADEID
KYIQGLDYNKNNVLVYHGDAVTNVPPRKGYKDGNEYIVVEKKKKSINQNNADIQVVNAISSLTYPGALVKANSELVEN

QPDVLPVKRDSLTLSIDLPGMTNQDNKIVVKNATKSNVNNAVNTLVERWNEKYAQAYPNVSAKIDYDDEMAYSESQLI
AKFGTAFKAVNNSLNVNFGAISEGKMQEEVISFKQIYYNVNVNEPTRPSRFFGKAVTKEQLQALGVNAENPPAYISSV

AYGRQVYLKLSTNSHSTKVKAAFDAAVSGKSVSGDVELTNIIKNSSFKAVIYGGSAKDEVQIIDGNLGDLRDILKKGATF
NRETPGVPIAYTTNFLKDNELAVIKNNSEYIETTSKAYTDGKINIDHSGGYVAQFNISWDEVNYDPEGNEIVQHKNWSE
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NNKSKLAHFTSSIYLPGNARNINVYAKECTGLAWEWWRTVIDDRNLPLVKNRNISIWGTTLYPKYSNKVDNPIE (n°® de
acceso de GenBank P13128; SEQ ID N°: 12; la secuencia de acido nucleico se expone en el n° de acceso de GenBank
X15127). Los primeros 25 AA de la proproteina correspondientes a esta secuencia son la secuencia sefial y se
escinden de LLO cuando es secretada por la bacteria. Por lo tanto, en este aspecto, la proteina LLO activa de longitud
completa tiene una longitud de 504 residuos. En otro aspecto, el fragmento de LLO anterior se usa como fuente del
fragmento de LLO incorporado en una vacuna como se proporciona en la presente memoria. En otro aspecto, una
secuencia de AA de LLO de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria comprende
la secuencia expuesta en la SEQ ID N°: 12. En otro aspecto, la secuencia de AA de LLO es un homoélogo de la SEQ
ID N°: 12. En otro aspecto, la secuencia de AA de LLO es una variante de la SEQ ID N° 12. En otro aspecto, la
secuencia de AA de LLO es un fragmento de la SEQ ID N°: 12. En otro aspecto, la secuencia de AA de LLO es una
isoforma de la SEQ ID N°: 12. Cada posibilidad representa un aspecto distinto como se proporciona en la presente
memoria.

La proteina LLO utilizada en las composiciones y los métodos que se proporcionan en la presente memoria tiene, en
otro aspecto, la secuencia: MKKIMLVFITLILVSLPIAQQTEAKDASAFNKENSISSVAPPASPPASPKTPIE KKHADEIDK
YIQGLDYNKNNVLVYHGDAVTNVPPRKGYKDGNEYIVVEKKKKSINQNNADIQVVNAISSLTYPGALVKANSELVENQ
PDVLPVKRDSLTLSIDLPGMTNQDNKIVVKNATKSNVNNAVNTLVERWNEKYAQAYSNVSAKIDYDDEMAYSESQLIA
KFGTAFKAVNNSLNVNFGAISEGKMQEEVISFKQIYYNVNVNEPTRPSRFFGKAVTKEQLQALGVNAENPPAYISSVA
YGRQVYLKLSTNSHSTKVKAAFDAAVSGKSVSGDVELTNIIKNSSFKAVIYGGSAKDEVQIIDGNLGDLRDILKKGATFN
RETPGVPIAYTTNFLKDNELAVIKNNSEYIETTSKAYTD (SEQ ID N°: 13). En otro aspecto, una secuencia de AA de
LLO de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria comprende la secuencia
expuesta en la SEQ ID N°: 13. En otro aspecto, la secuencia de AA de LLO es un homdlogo de la SEQ ID N°: 13. En
otro aspecto, la secuencia de AA de LLO es una variante de la SEQ ID N°: 13. En otro aspecto, la secuencia de AA
de LLO es un fragmento de la SEQ ID N°: 13. En otro aspecto, la secuencia de AA de LLO es una isoforma de la SEQ
ID N°: 13. Cada posibilidad representa un aspecto distinto como se proporciona en la presente memoria.

En un aspecto, la secuencia de aminoacidos del polipéptido LLO de las composiciones y los métodos que se
proporcionan en la presente memoria proviene de la cepa 10403S de Listeria monocytogenes, como se establece en
el numero de acceso de Genbank: ZP_01942330, EBA21833, o esta codificada por la secuencia de acido nucleico
establecida en el nUmero de acceso de Genbank: NZ_AARZ01000015 o AARZ01000015.1. En otro aspecto, la
secuencia de LLO para uso en las composiciones y los métodos que se proporcionan en la presente memoria es de
Listeria monocytogenes, que en un aspecto es la cepa 4b F2365 (en un aspecto, el nUmero de acceso de Genbank:
YP_012823), la cepa EGD-e (en un aspecto, el nimero de acceso de Genbank: NP_463733), o cualquier otra cepa
de Listeria monocytogenes conocida en la técnica.

En otro aspecto, la secuencia de LLO para uso en las composiciones y los métodos que se proporcionan en la presente
memoria es de la bacteria HTCC2170 de Flavobacteriales (en un aspecto, el niumero de acceso de Genbank:
ZP_01106747 o EAR01433; en un aspecto, codificado por el nimero de acceso de Genbank: NZ_AAOC01000003).
En un aspecto, las proteinas que son homologas a LLO en otras especies, como la alveolisina, que, en un aspecto,
se encuentra en Paenibacillus alvei (en un aspecto, el nimero de acceso de Genbank: P23564 o AAA22224; en un
aspecto, codificado por el nimero de acceso de Genbank : M62709) se pueden usar en las composiciones y los
métodos que se proporcionan en la presente memoria. Otras proteinas homdlogas de este tipo son conocidas en la
técnica.

Cada proteina LLO y el fragmento de LLO representan un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que
se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, se pueden usar homdlogos de LLO de otras especies, incluidas lisinas conocidas, o fragmentos de
las mismas, para crear una proteina de fusion de LLO con un antigeno de las composiciones y los métodos que se
proporcionan en la presente memoria, que, en un aspecto, es HMW-MAA, y en otro aspecto es un fragmento de HMW-
MAA.

En otro aspecto, el fragmento de LLO de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria
es un dominio de tipo PEST. En otro aspecto, un fragmento de LLO que comprende una secuencia PEST se utiliza
como parte de una composicion o en los métodos que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, el fragmento de LLO no contiene el dominio de activacion en el extremo carboxiterminal. En otro
aspecto, el fragmento de LLO no incluye la cisteina 484. En otro aspecto, el fragmento de LLO es un fragmento no
hemolitico. En otro aspecto, el fragmento de LLO se vuelve no hemolitico por delecion o mutacion del dominio de
activacion. En otro aspecto, el fragmento de LLO se vuelve no hemolitico por deleciéon o mutacion de la cisteina 484.
En otro aspecto, una secuencia de LLO se convierte en no hemolitica por delecién o mutacién en otra ubicacion.

En otro aspecto, el fragmento de LLO consiste en aproximadamente los primeros 441 AA de la proteina LLO. En otro
aspecto, el fragmento de LLO comprende aproximadamente los primeros 400-441 AA de la proteina LLO de longitud
completa de 529 AA. En otro aspecto, el fragmento de LLO corresponde a los AA 1-441 de una proteina LLO descrita
en la presente memoria. En otro aspecto, el fragmento de LLO consiste en aproximadamente los primeros 420 AA de
LLO. En otro aspecto, el fragmento de LLO corresponde a los AA 1-420 de una proteina LLO descrita en la presente
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memoria. En otro aspecto, el fragmento de LLO consta de aproximadamente los AA 20-442 de LLO. En otro aspecto,
el fragmento de LLO corresponde a los AA 20-442 de una proteina LLO descrita en la presente memoria. En otro
aspecto, cualquier LLO sin el dominio de activacion que comprende cisteina 484, y en particular sin cisteina 484, es
adecuada para los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, el fragmento de LLO corresponde a los primeros 400 AA de una proteina LLO. En otro aspecto, el
fragmento de LLO corresponde a los primeros 300 AA de una proteina LLO. En otro aspecto, el fragmento de LLO
corresponde a los primeros 200 AA de una proteina LLO. En otro aspecto, el fragmento de LLO corresponde a los
primeros 100 AA de una proteina LLO. En otro aspecto, el fragmento de LLO corresponde a los primeros 50 AA de
una proteina LLO, que, en un aspecto, comprende una o mas secuencias de tipo PEST.

En otro aspecto, el fragmento LLO contiene residuos de una proteina LLO homodloga que corresponde a uno de los
rangos de AA anteriores. Los numeros de residuos no necesitan, en otro aspecto, corresponder exactamente con los
numeros de residuos enumerados anteriormente; por ejemplo, si la proteina LLO homdloga tiene una insercion o
delecion, en relaciéon con una proteina LLO utilizada en la presente memoria.

En otro aspecto, una cepa de Listeria recombinante de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la
presente memoria comprende una molécula de acido nucleico integrada de forma operable en el genoma de Listeria
como un marco de lectura abierto con una secuencia de ActA enddgena. En otro aspecto, un vector de expresion
episomal como se proporciona en la presente memoria comprende una proteina de fusidn que comprende un antigeno
fusionado a un ActA o un ActA truncado. En un aspecto, el antigeno es HMW-MAA, mientras que en otro aspecto, es
un fragmento inmunogénico de HMW-MAA.

En un aspecto, un antigeno de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria se
fusiona con una proteina ActA, que, en un aspecto, es un fragmento N-terminal de una proteina ActA, que, en un
aspecto, comprende o consiste en los primeros 390 AA de ActA, en otro aspecto, los primeros 418 AA de ActA, en
otro aspecto, los primeros 50 AA de ActA, en otro aspecto, los primeros 100 AA de ActA, que, en un aspecto,
comprenden una secuencia de tipo PEST tal como se proporciona en la SEQ ID N°: 2. En otro aspecto, un fragmento
N-terminal de una proteina ActA utilizada en los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente
memoria comprende o consiste en los primeros 150 AA de ActA, en otro aspecto, aproximadamente los primeros 200
AA de ActA, que en un aspecto comprenden 2 secuencias de tipo PEST como se describe en la presente memoria.
En otro aspecto, un fragmento N-terminal de una proteina ActA utilizada en los métodos y las composiciones que se
proporcionan en la presente memoria comprende o consiste en los primeros 250 AA de ActA, en otro aspecto, los
primeros 300 AA de ActA. En otro aspecto, el fragmento de ActA contiene los residuos de una proteina ActA homologa
que corresponde a uno de los rangos de AA anteriores. Los nimeros de los residuos no necesitan, en otro aspecto,
corresponder exactamente a los numeros de los residuos enumerados anteriormente; por ejemplo, si la proteina ActA
homologa tiene una insercion o delecion, en relacion con una proteina ActA utilizada en la presente memoria, entonces
los numeros de los residuos pueden ajustarse en consecuencia, como seria rutinario para un técnico experto utilizando
herramientas de alineacion de secuencias como NCBI BLAST, que son muy conocidas en la técnica.

En otro aspecto, la porcién N-terminal de la proteina ActA comprende 1, 2, 3 0 4 secuencias de tipo PEST, que en un
aspecto son las secuencias de tipo PEST mencionadas especificamente en la presente memoria, o sus homologos,
como se describe en la presente memoria, u otras secuencias de tipo PEST como pueden determinarse usando los
métodos y algoritmos descritos en la presente memoria o usando métodos alternativos conocidos en la técnica.

Un fragmento N-terminal de una proteina ActA utilizada en los métodos y las composiciones que se proporcionan en
la presente memoria tiene, en otro aspecto, la secuencia expuesta en la SEQ ID N°: 14:

MRAMMVVFITANCITINPDIIFAATDSEDSSLNTDEWEEEKTEEQPSEVNTGPRYETAREVSSRDIKELEKSNKVRNTN
KADLIAMLKEKAEKGPNINNNNSEQTENAAINEEASGADRPAIQVERRHPGLPSDSAAEIKKRRKAIASSDSELESLTY
PDKPTKVNKKKVAKESVADASESDLDSSMQSADESSPQPLKANQQPFFPKVFKKIKDAGKWVRDKIDENPEVKKAIV
DKSAGLIDQLLTKKKSEEVNASDFPPPPTDEELRLALPETPMLLGFNAPATSEPSSFEFPPPPTDEELRLALPETPMLL
GFNAPATSEPSSFEFPPPPTEDELEIIRETASSLDSSFTRGDLASLRNAINRHSQNFSDFPPIPTEEELNGRGGRP
(SEQ ID N°: 14). En otro aspecto, el fragmento de ActA comprende la secuencia expuesta en la SEQ ID N°: 14. En
otro aspecto, el fragmento de ActA es cualquier otro fragmento de ActA conocido en la técnica. En otro aspecto, la
proteina ActA es un homologo de la SEQ ID N°: 14. En otro aspecto, la proteina ActA es una variante de la SEQ ID
N°: 14. En otro aspecto, la proteina ActA es una isoforma de la SEQ ID N°: 14. En otro aspecto, la proteina ActA es
un fragmento de la SEQ ID N°: 14. En otro aspecto, la proteina ActA es un fragmento de un homologo de la SEQ ID
N°: 14. En otro aspecto, la proteina ActA es un fragmento de una variante de la SEQ ID N°: 14. En otro aspecto, la
proteina ActA es un fragmento de una isoforma de la SEQ ID N°: 14. Cada posibilidad representa un aspecto distinto
como se proporciona en la presente memoria. Cada posibilidad representa un aspecto distinto como se proporciona
en la presente memoria.

En otro aspecto, el nucledtido recombinante que codifica un fragmento de una proteina ActA comprende la secuencia
expuesta en la SEQ ID N°% 15: atgcgtgcgatgatggtggtiticattactgccaattgcattacgattaaccccgacataatatttgcageg
acagatagcgaagattctagtctaaacacagatgaatgggaagaagaaaaaacagaagagcaaccaagcgaggtaaatacgggaccaagatacgaaactgc
acgtgaagtaagttcacgtgatattaaagaactagaaaaatcgaataaagtgagaaatacgaacaaagcagacctaatagcaatgttgaaagaaaaagcagaa
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aaaggtccaaatatcaataataacaacagtgaacaaactgagaatgcggctataaatgaagaggcttcaggagccgaccgaccagctatacaagtggagegtcg
tcatccaggattgccatcggatagcgcagcggaaattaaaaaaagaaggaaagccatagcatcatcggatagtgagctigaaagcecttacttatccggataaacca
acaaaagtaaataagaaaaaagtggcgaaagagtcagttgcggatgcttctgaaagtgacttagattctagcatgcagtcagcagatgagtcttcaccacaaccttt

aaaagcaaaccaacaaccatttttccctaaagtatttaaaaaaataaaagatgcggggaaatgggtacgtgataaaatcgacgaaaatcctgaagtaaagaaagc
gattgttgataaaagtgcagggttaattgaccaattattaaccaaaaagaaaagtgaagaggtaaatgcttcggacttcccgccaccacctacggatgaagagttaa

gacttgctttgccagagacaccaatgcttcttggttttaatgctcctgctacatcagaaccgagctcattcgaatttccaccaccacctacggatgaagagttaagacttge
tttgccagagacgccaatgcttcttggttttaatgctcctgctacatcggaaccgagctcgttcgaatttccaccgcctccaacagaagatgaactagaaatcatccggg

aaacagcatcctcgctagattctagttttacaagaggggatttagctagtttgagaaatgctattaatcgccatagtcaaaatttctctgatticccaccaatcccaacaga

agaagagttgaacgggagaggcggtagacca (SEQ ID N°: 15). En otro aspecto, el nucleétido recombinante tiene la secuencia
expuesta en la SEQ ID N°: 15. En otro aspecto, el nucleétido recombinante comprende cualquier otra secuencia que
codifica un fragmento de una proteina ActA. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

Un fragmento N-terminal de una proteina ActA utilizado en los métodos y las composiciones que se proporcionan en
la presente memoria tiene, en otro aspecto, la secuencia expuesta en la SEQ ID N° 16:
MRAMMVVFITANCITINPDIIFAATDSEDSSLNTDEWEEEKTEEQPSEVNTGPRYETAREVSSRDIEELEKSNKVKNTN
KADLIAMLKAKAEKGPNNNNNNGEQTGNVAINEEASGVDRPTLQVERRHPGLSSDSAAEIKKRRKAIASSDSELESLT
YPDKPTKANKRKVAKESVVDASESDLDSSMQSADESTPQPLKANQKPFFPKVFKKIKDAGKWYVRDKIDENPEVKKAIV
DKSAGLIDQLLTKKKSEEVNASDFPPPPTDEELRLALPETPMLLGFNAPTPSEPSSFEFPPPPTDEELRLALPETPMLL
GFNAPATSEPSSFEFPPPPTEDELEIMRETAPSLDSSFTSGDLASLRSAINRHSENFSDFPLIPTEEELNGRGGRP
(SEQ ID N°: 16), que en un aspecto es los primeros 390 AA para ActA de Listeria monocytogenes, cepa 10403S. En
otro aspecto, el fragmento ActA comprende la secuencia expuesta en la SEQ ID N°: 16. En otro aspecto, el fragmento
de ActA es cualquier otro fragmento de ActA conocido en la técnica. En otro aspecto, la proteina ActA es un homdlogo
de la SEQ ID N°: 16. En otro aspecto, la proteina ActA es una variante de la SEQ ID N°: 16. En otro aspecto, la proteina
ActA es una isoforma de la SEQ ID N°: 16. En otro aspecto, la proteina ActA es un fragmento de la SEQ ID N°: 16. En
otro aspecto, la proteina ActA es un fragmento de un homologo de la SEQ ID N°: 16. En otro aspecto, la proteina ActA
es un fragmento de una variante de la SEQ ID N° 16. En otro aspecto, la proteina ActA es un fragmento de una
isoforma de la SEQ ID N°: 16. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones
que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, el nucledtido recombinante que codifica un fragmento de una proteina ActA comprende la secuencia
expuesta en la SEQ ID N° 17: atgcgtgcgatgatggtagttticattactgccaactgcattacgattaaccccgacataatatttgcage
gacagatagcgaagattccagtctaaacacagatgaatgggaagaagaaaaaacagaagagcagccaagcgaggtaaatacgggaccaagatacgaaact

gcacgtgaagtaagttcacgtgatattgaggaactagaaaaatcgaataaagtgaaaaatacgaacaaagcagacctaatagcaatgttgaaagcaaaagcag

agaaaggtccgaataacaataataacaacggtgagcaaacaggaaatgtggctataaatgaagaggctticaggagtcgaccgaccaactctgcaagtggageg
tcgtcatccaggtcetgtcatcggatagcgcagcggaaattaaaaaaagaagaaaagccatagcgtcgtcggatagtgagcttgaaagcecttacttatccagataaac
caacaaaagcaaataagagaaaagtggcgaaagagtcagttgtggatgcttctgaaagtgacttagattctagcatgcagtcagcagacgagtctacaccacaac
ctttaaaagcaaatcaaaaaccattttticcctaaagtatttaaaaaaataaaagatgcggggaaatgggtacgtgataaaatcgacgaaaatcctgaagtaaagaa

agcgattgttgataaaagtgcagggttaatigaccaattattaaccaaaaagaaaagtgaagaggtaaatgcttcggacttcccgccaccacctacggatgaagagt
taagacttgctttgccagagacaccgatgcttctcggttttaatgctcctactccatcggaaccgagctcattcgaatttccgccgccacctacggatgaagagttaagac
ttgctttgccagagacgccaatgcttettggttttaatgctcctgctacatcggaaccgagctcattcgaatttccaccgectccaacagaagatgaactagaaattatgeg
ggaaacagcaccttcgctagattctagttttacaagcggggatttagctagtttgagaagtgctattaatcgccatagcgaaaatttctctgatttcccactaatcccaaca
gaagaagagttgaacgggagaggcggtagacca (SEQ ID N°: 17), que, en un aspecto, son los primeros 1170 nucledtidos que
codifican ActA en la cepa 10403S de Listeria monocytogenes. En otro aspecto, el nucleétido recombinante tiene la
secuencia expuesta en la SEQ ID N° 17. En otro aspecto, el nucleétido recombinante comprende cualquier otra
secuencia que codifica un fragmento de una proteina ActA. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los
métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, el fragmento de ActA es otro fragmento de ActA conocido en la técnica, que, en un aspecto, es
cualquier fragmento que comprende una secuencia PEST. Por lo tanto, en un aspecto, el fragmento de ActA son los
aminoacidos 1-100 de la secuencia de ActA. En otro aspecto, el fragmento de ActA son los aminoacidos 1-200 de la
secuencia de ActA. En otro aspecto, el fragmento de ActA son los aminoacidos 200-300 de la secuencia de ActA. En
otro aspecto, el fragmento de ActA son los aminoacidos 300-400 de la secuencia de ActA. En otro aspecto, el
fragmento de ActA son los aminoacidos 1-300 de la secuencia de ActA. En otro aspecto, un nucleétido recombinante
como se proporciona en la presente memoria comprende cualquier otra secuencia que codifique un fragmento de una
proteina ActA. En otro aspecto, el nucleétido recombinante comprende cualquier otra secuencia que codifique una
proteina ActA completa. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se
proporcionan en la presente memoria.

En un aspecto, la secuencia de ActA para uso en las composiciones y los métodos que se proporcionan en la presente
memoria es de Listeria monocytogenes, que en un aspecto es la cepa EGD, la cepa 10403S (numero de acceso de
Genbank: DQ054585) la cepa NICPBP 54002 (numero de acceso de Genbank : EU3949509), la cepa S3 (numero de
acceso de Genbank: EU394960), la cepa NCTC 5348 (numero de acceso de Genbank: EU394961), la cepa NICPBP
54006 (numero de acceso de Genbank: EU394962), la cepa M7 (numero de acceso de Genbank: EU394963), la cepa
S19 (numero de acceso de Genbank: EU394964), o cualquier otra cepa de Listeria monocytogenes que se conoce en
la técnica.
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En un aspecto, la secuencia de la region actA delecionada en la cepa, LmddAactA es como sigue:
gcgccaaatcattggttgattggtgaggatgtctgtgtgegtgggtcgcgagatgggcgaataagaagcattaaagatcctgacaaatataatcaagcggctcatatg
aaagattacgaatcgcttccactcacagaggaaggcgactggggcggagttcattataatagtggtatcccgaataaagcagcctataatactatcactaaacttgga
aaagaaaaaacagaacagctttattttcgcgccttaaagtactatttaacgaaaaaatcccagtttaccgatgcgaaaaaagcgcttcaacaagcagcgaaagattt
atatggtgaagatgcttctaaaaaagttgctgaagcttgggaagcagttggggttaactgattaacaaatgttagagaaaaattaattctccaagtgatattcttaaaata
attcatgaatattttttcttatattagctaattaagaagataactaactgctaatccaatttttaacggaacaaattagtgaaaatgaaggccgaattttccttgtictaaaaag
gttgtattagcgtatcacgaggagggagtataagtgggattaaacaqgatttatgcatgcgatgatggtggttticattactgccaattgcattacgattaaccccgacgte
gacccatacgacgttaattcttgcaatgttagctattggcgtgttctctttaggggcatttatcaaaattatticaattaagaaaaaataattaaaaacacagaacgaaaga
aaaagtgaggtgaatgatatgaaattcaaaaaggtggttctaggtatgtgcttgatcgcaagtgttctagtctttccggtaacgataaaagcaaatgcectgttgtgatgaa
tacttacaaacacccgcagctccgcatgatattgacagcaaattaccacataaacttagttggtccgcggataacccgacaaatactgacgtaaatacgcactattgg
ctttttaaacaagcggaaaaaatactagctaaagatgtaaatcatatgcgagctaatttaatgaatgaacttaaaaaattcgataaacaaatagctcaaggaatatatg
atgcggatcataaaaatccatattatgatactagtacatttttatctcatttttataatcctgatagagataatacttatttgccgggttttgctaatgcgaaaataacaggage
a aagtatttcaatcaatcggtgactgattaccgagaagggaa (SEQ ID N° 18). En un aspecto, la region subrayada contiene el
elemento de secuencia de actA que esta presente en la cepa LmddAactA. En un aspecto, la secuencia en negrita
gtcgac representa el sitio de union de la secuencia NT y CT.

En un aspecto, la cepa de Listeria recombinante de las composiciones y los métodos que se proporcionan en la
presente memoria comprende una primera o segunda molécula de acido nucleico que codifica un antigeno asociado
a melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA) o, en otro aspecto, un fragmento de HMW-MAA.

En un aspecto, HMW-MAA también se conoce como condroitina sulfato proteoglicano de melanoma (MCSP), y en otro
aspecto, es una proteina unida a la membrana de 2322 residuos. En un aspecto, el HMW-MAA se expresa en mas del
90% de las lesiones de nevos benignos y melanomas extirpados quirirgicamente, y también se expresa en el
carcinoma de células basales, tumores de origen de la cresta neural (por ejemplo, astrocitomas, gliomas,
neuroblastomas y sarcomas), leucemias infantiles y lesiones de carcinomas de mama lobulillares. En otro aspecto,
HMW-MAA se expresa a nivel elevado tanto en pericitos activados como en pericitos de la vasculatura angiogénica
tumoral que, en otro aspecto, esta asociada con la neovascularizacién in vivo. En otro aspecto, la inmunizacién de
ratones con Listeria recombinante, como se proporciona en la presente memoria, que expresa un fragmento de HMW-
MAA (residuos 2160 a 2258), perjudica el crecimiento de tumores no modificados para expresar HMW-MAA (Figura
9D). En otro aspecto, la inmunizacion de ratones con Listeria recombinante que expresa un fragmento de HMW-MAA
(residuos 2160 a 2258) disminuye el nimero de pericitos en la vasculatura del tumor. En otro aspecto, la inmunizacion
de ratones con Listeria recombinante que expresa un fragmento de HMW-MAA (residuos 2160 a 2258) causa la
infiltracion de células T CD8* alrededor de los vasos sanguineos y en el tumor.

En un aspecto, un homdélogo murino de HMW-MAA, conocido como NG2 o AN2, tiene un 80% de homologia con
HMW-MAA, asi como un patrén y funcion de expresion similares. En otro aspecto, HMW-MAA se expresa a nivel
elevado tanto en pericitos activados como en pericitos en la vasculatura angiogénica del tumor. En un aspecto, los
pericitos activados estan asociados con la neovascularizaciéon in vivo. En un aspecto, los pericitos activados estan
implicados en la angiogénesis. En otro aspecto, la angiogénesis es importante para la supervivencia de los tumores.
En otro aspecto, los pericitos de la vasculatura angiogénica tumoral estan asociados con la neovascularizacion in vivo.
En otro aspecto, los pericitos activados son células importantes en el desarrollo vascular, la estabilizacién, la
maduracion y la remodelacion. Por lo tanto, en un aspecto, ademas de su papel como antigeno asociado a tumor,
HMW-MAA también es un objetivo universal potencial para la anti-angiogénesis que utiliza un enfoque
inmunoterapéutico. Como se describe en la presente memoria (Ejemplo 8), los resultados obtenidos utilizando una
vacuna basada en Lm contra este antigeno han respaldado esta posibilidad.

En otro aspecto, uno de los antigenos de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente
memoria se expresa en pericitos activados. En otro aspecto, al menos uno de los antigenos se expresa en pericitos
activados.

La proteina HMW-MAA de la que derivan los fragmentos de HMW-MAA que se proporcionan en la presente memoria
es, en otro aspecto, una proteina HMW-MAA humana. En otro aspecto, la proteina HMW-MAA es una proteina de
ratén. En otro aspecto, la proteina HMW-MAA es una proteina de rata. En otro aspecto, la proteina HMW-MAA es una
proteina de primate. En otro aspecto, la proteina HMW-MAA es de cualquier otra especie conocida en la técnica. En
otro aspecto, la proteina HMW-MAA es proteoglicano de condroitina sulfato de melanoma (MCSP). En otro aspecto,
una proteina AN2 se usa en los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria. En otro
aspecto, una proteina NG2 se usa en los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina HMW-MAA de los métodos y las composiciones como se proporcionan en la presente
memoria tiene la secuencia: MQSGRGPPLPAPGLALALTLTMLARLASAASFFGENHLEVPVATALTDIDLQLQFS
TSQPEALLLLAAGPADHLLLQLYSGRLQVRLVLGQEELRLQTPAETLLSDSIPHTVVLTVVEGWATLSVDGFLNASSAV
PGAPLEVPYGLFVGGTGTLGLPYLRGTSRPLRGCLHAATLNGRSLLRPLTPDVHEGCAEEFSASDDVALGFSGPHSL
AAFPAWGTQDEGTLEFTLTTQSRQAPLAFQAGGRRGDFIYVDIFEGHLRAVVEKGQGTVLLHNSVPVADGQPHEVSV
HINAHRLEISVDQYPTHTSNRGVLSYLEPRGSLLLGGLDAEASRHLQEHRLGLTPEATNASLLGCMEDLSVYNGQRRGL
REALLTRNMAAGCRLEEEEYEDDAYGHYEAFSTLAPEAWPAMELPEPCVPEPGLPPVFANFTQLLTISPLVVAEGGT

AWLEWRHVQPTLDLMEAELRKSQVLFSVTRGARHGELELDIPGAQARKMFTLLDVVNRKARFIHDGSEDTSDQLVLE
VSVTARVPMPSCLRRGQTYLLPIQVNPVNDPPHIIFPHGSLMVILEHTQKPLGPEVFQAYDPDSACEGLTFQVLGTSS
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GLPVERRDQPGEPATEFSCRELEAGSLVYVHRGGPAQDLTFRVSDGLQASPPATLKVVAIRPAIQIHRSTGLRLAQGS
AMPILPANLSVETNAVGQDVSVLFRVTGALQFGELQKQGAGGVEGAEWWATQAFHQRDVEQGRVRYLSTDPQHHA
YDTVENLALEVQVGQEILSNLSFPVTIQRATVWMLRLEPLHTQNTQQETLTTAHLEATLEEAGPSPPTFHYEVVQAPR
KGNLQLQGTRLSDGQGFTQDDIQAGRVTYGATARASEAVEDTFRFRVTAPPYFSPLYTFPIHIGGDPDAPVLTNVLLV
VPEGGEGVLSADHLFVKSLNSASYLYEVMERPRHGRLAWRGTQDKTTMVTSFTNEDLLRGRLVYQHDDSETTEDDI
PFVATRQGESSGDMAWEEVRGVFRVAIQPVYNDHAPVQTISRIFHVARGGRRLLTTDDVAFSDADSGFADAQLVLTRK
DLLFGSIVAVDEPTRPIYRFTQEDLRKRRVLFVHSGADRGWIQLQVSDGQHQATALLEVQASEPYLRVANGSSLVVPQ
GGQGTIDTAVLHLDTNLDIRSGDEVHYHVTAGPRWGQLVRAGQPATAFSQQDLLDGAVLYSHNGSLSPRDTMAFSV
EAGPVHTDATLQVTIALEGPLAPLKLVRHKKIYVFQGEAAEIRRDQLEAAQEAVPPADIVFSVKSPPSAGYLVMVSRGA
LADEPPSLDPVQSFSQEAVDTGRVLYLHSRPEAWSDAFSLDVASGLGAPLEGVLVELEVLPAAIPLEAQNFSVPEGGS
LTLAPPLLRVSGPYFPTLLGLSLQVLEPPQHGALQKEDGPQARTLSAFSWRMVEEQLIRYVHDGSETLTDSFVLMANA
SEMDRQSHPVAFTVTVLPVNDQPPILTTNTGLQMWEGATAPIPAEALRSTDGDSGSEDLVYTIEQPSNGRVVLRGAP
GTEVRSFTQAQLDGGLVLFSHRGTLDGGFRFRLSDGEHTSPGHFFRVTAQKQVLLSLKGSQTLTVCPGSVQPLSSQ
TLRASSSAGTDPQLLLYRVVRGPQLGRLFHAQQDSTGEALVNFTQAEVYAGNILYEHEMPPEPFWEAHDTLELQLSS
PPARDVAATLAVAVSFEAACPQRPSHLWKNKGLWVPEGQRARITVAALDASNLLASVPSPQRSEHDVLFQVTQFPSR
GQLLVSEEPLHAGQPHFLQSQLAAGQLVYAHGGGGTQQDGFHFRAHLQGPAGASVAGPQTSEAFAITVRDVNERPP
QPQASVPLRLTRGSRAPISRAQLSVVDPDSAPGEIEYEVQRAPHNGFLSLVGGGLGPVTRFTQADVDSGRLAFVANG
SSVAGIFQLSMSDGASPPLPMSLAVDILPSAIEVQLRAPLEVPQALGRSSLSQQQLRVVSDREEPEAAYRLIQGPQYG
HLLVGGRPTSAFSQFQIDQGEVVFAFTNFSSSHDHFRVLALARGVNASAVVNVTVRALLHVWAGGPWPQGATLRLD
PTVLDAGELANRTGSVPRFRLLEGPRHGRVVRVPRARTEPGGSQLVEQFTQQDLEDGRLGLEVGRPEGRAPGPAG
DSLTLELWAQGVPPAVASLDFATEPYNAARPYSVALLSVPEAARTEAGKPESSTPTGEPGPMASSPEPAVAKGGFLS
FLEANMFSVIIPMCLVLLLLALILPLLFYLRKRNKTGKHDVQVLTAKPRNGLAGDTETFRKVEPGQAIPLTAVPGQGPPP
G GQPDPELLQFCRTPNPALKNGQYWYV (SEQ ID N°: 19). En otro aspecto, una secuencia de AA de HMW-MAA de
los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria comprende el conjunto de secuencias
expuestas en la SEQ ID N°: 19. En otro aspecto, la secuencia de AA de HMW-MAA es un homadlogo de la SEQ ID N°:
19. En otro aspecto, la secuencia de AA de HMW-MAA es una variante de la SEQ ID N° 19. En otro aspecto, la
secuencia de AA de HMW-MAA es un fragmento de la SEQ ID N°: 19. En otro aspecto, la secuencia de AA de HMW-
MAA es una isoforma de la SEQ ID N°: 19. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina HMW-MAA de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente
memoria esta codificada por la secuencia: atgcagtccggccgeggcecccccacttccageccececggectggecttggcetttgaccctgac
tatgttggccagacttgcatccgeggcttccttcticggtgagaaccacctggaggtgcctgtggccacggcetctgaccgacatagacctgcagcetgcagttctccacgt
cccagcccgaagccctccttctecctggcagcaggceccagcetgaccacctectgctgcagctctactctggacgectgcaggtcagacttgttctgggeccaggaggag
ctgaggctgcagactccagcagagacgctgctgagtgactccatccceccacactgtggtgctgactgtcgtagagggetgggcecacgttgtcagtcgatgggtttetga
acgcctcctcagcagtcccaggagceccccctagaggtceectatgggctetttgttgggggceactgggacccttggectgecctacctgaggggaaccagecgaccce
ctgaggggttgcctccatgcagccaccctcaatggccgcagcectccteccggcectctgacceececgatgtgcatgagggetgtgctgaagagttttctgccagtgatgatgt
ggccctgggcttctctgggecccactctctggetgecttcectgectggggcactcaggacgaaggaaccctagagtttacactcaccacacagagccggcaggcac
ccttggcecttccaggcagggggcecggegtggggacttcatctatgtggacatatttgagggccacctgcgggecgtggtggagaagggccagggtaccgtattgetc
cacaacagtgtgcctgtggccgatgggcagccccatgaggtcagtgtccacatcaatgctcaccggcetggaaatctccgtggaccagtaccctacgcatacttcgaa
ccgaggagtcctcagctacctggagccacggggcagtctecttctcggggggcetggatgcagaggcectcetcgtcacctccaggaacaccgcectgggectgacace
agaggccaccaatgcctccctgetgggcetgcatggaagacctcagtgtcaatggccagaggcgggggcetgcgggaagctttgetgacgcgcaacatggcagecg
gctgcaggctggaggaggaggagtatgaggacgatgcctatggacattatgaagctttctccaccctggeccctgaggcettggccagecatggagcetgectgagece
atgcgtgcctgagccagggctgcectectgtcetttgccaatttcacccagctgctgactatcageccactggtggtggccgaggggggceacagcectggettgagtggag
gcatgtgcagcccacgctggacctgatggaggctgagctgecgcaaatcccaggtgcetgttcagegtgacccgaggggcacgcecatggcgagcetcgagetggacat
cccgggagceccaggcacgaaaaatgttcaccctectggacgtggtgaaccgcaaggceccegcttcatccacgatggcetctgaggacacctccgaccagcetggtgct
ggaggtgtcggtgacggctcgggtgeccatgecctcatgecticggaggggccaaacatacctcctgeccatccaggtcaaccctgtcaatgacccaccccacatca
tcttcccacatggcagcectcatggtgatcctggaacacacgcagaagcecgctggggcectgaggttticcaggectatgaccecggactctgectgtgagggcectcacctt
ccaggtccttggcacctcctctggectccecegtggagcgeccgagaccagectggggagccggegaccgagttctecctgccgggagttggaggecggeagcectagt
ctatgtccaccgcggtggtcctgcacaggacttgacgttccgggtcagcgatggactgcaggccageccceccggcecacgctgaaggtggtggecatccggecgge
catacagatccaccgcagcacagggttgcgactggcccaaggctctgccatgcccatcttgcccgeccaacctgtcggtggagaccaatgcecgtggggcaggatgtg
agcgtgctgttccgegtcactggggecctgcagtttggggagetgcagaagcagggggcaggtggggtggagggtgctgagtggtgggccacacaggcegttccac
cagcgggatgtggagcagggccgcgtgaggtacctgagcactgacccacagcaccacgcttacgacaccgtggagaacctggccctggaggtgcaggtgggec
aggagatcctgagcaatctgtccttcccagtgaccatccagagagcecactgtgtggatgctgcggetggagecactgcacactcagaacacccagcaggagacce
tcaccacagcccacctggaggccaccctggaggaggcaggcccaagccccccaaccttccattatgaggtggttcaggetcccaggaaaggceaaccttcaacta
cagggcacaaggctgtcagatggccagggcttcacccaggatgacatacaggctggccgggtgacctatggggccacagcacgtgcctcagaggcagtcgagg
acaccttccgtttccgtgtcacagctccaccatatttctccccactctataccttccccatccacattggtggtgacccagatgcgcectgtcctcaccaatgtectectcgtgg
tgcctgagggtggtgagggtgtectctctgctgaccacctctttgtcaagagtctcaacagtgccagctacctctatgaggtcatggagcggecccgecatgggaggttg
gcttggcgtgggacacaggacaagaccactatggtgacatccticaccaatgaagacctgttgcgtggccggcetggtctaccagcatgatgactccgagaccacag
aagatgatatcccatttgttgctacccgccagggcgagagcagtggtgacatggectgggaggaggtacggggtgtettccgagtggecatccagcccgtgaatgac
cacgcccctgtgcagaccatcagccggatcttccatgtggceccggggtgggeggeggetgctgactacagacgacgtggcecttcagecgatgcetgactcgggctttget
gacgcccagctggtgcttacccgcaaggacctcctctttggcagtatcgtggecgtagatgagcccacgceggeccatctaccgcttcacccaggaggacctcagga
agaggcgagtactgttcgtgcactcaggggctgaccgtggctggatccagcetgcaggtgtccgacgggcaacaccaggccactgcgetgetggaggtgcaggect
cggaaccctacctccgtgtggccaacggctccagccttgtggtccctcaagggggccagggcaccatcgacacggcecgtgctccacctggacaccaacctcgaca
tccgcagtggggatgaggtccactaccacgtcacagctggecctcgetggggacagcetagtccgggcetggtcageccagecacagecttctcccagcaggacctgct
ggatggggccgttctctatagccacaatggcagcectcagecccccgegacaccatggecttctccgtggaagcagggcecagtgcacacggatgccaccctacaagt
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gaccattgccctagagggcccactggccccactgaagctggtccggcacaagaagatctacgtcttccagggagaggcagcetgagatcagaagggaccagetgg
aggcagcccaggaggcagtgccacctgcagacatcgtattctcagtgaagagcccaccgagtgccggctacctggtgatggtgtcgegtggegecttggcagatga
gccacccagcctggaccctgtgcagagcttctcccaggaggcagtggacacaggcagggtectgtacctgcactcccgecctgaggectggagegatgecttctcg
ctggatgtggcctcaggcectgggtgctecectcgagggcegtecttgtggagetggaggtgctgeccgetgecatcccactagaggegcaaaacttcagegteectgag
ggtggcagcctcaccctggceccctccactgctecgtgtctccgggcecctacttccccactctecectgggectcagectgcaggtgetggagecaccccagcatggagec
ctgcagaaggaggacggacctcaagccaggaccctcagcgccttctcctggagaatggtggaagagcagctgatcecgcetacgtgcatgacgggagcgagacac
tgacagacagttttgtcctgatggctaatgcctccgagatggatcgccagagcecatectgtggcecttcactgtcactgtcctgectgtcaatgaccaaccccccatcctca
ctacaaacacaggcctgcagatgtgggagggggccactgcgcccatccctgcggaggcetctgaggagcacggacggcgactctgggtctgaggatctggtctaca
ccatcgagcagcccagcaacgggcgggtagtgctgcggggggcgecgggcactgaggtgcgceagcttcacgcaggcccagctggacggegggctegtgcetgtt

ctcacacagaggaaccctggatggaggcttccgcttccgectctctgacggcgagcacacttcccccggacacttcticcgagtgacggecccagaagcaagtgetce
tctcgctgaagggcagcecagacactgactgtctgecccagggtecgtccagecactcagcagtcagaccctcagggccagctccagecgcaggcactgaccceccag

ctcctgcetctaccgtgtggtgecggggcccccagcetaggecggcetgtticcacgcccagcaggacagcacaggggaggcecctggtgaacttcactcaggcagaggtct
acgctgggaatattctgtatgagcatgagatgccccccgagceccttttgggaggcccatgataccctagagctccagcetgtectcgecgectgcccgggacgtggeceg
ccacccttgctgtggcetgtgtcttttgaggctgcctgtccccagecgecccagcecacctctggaagaacaaaggtctetgggtccccgagggceccagegggecaggate

accgtggctgctctggatgcctccaatctettggccagegttccatcaccccagegcetcagagcatgatgtgctcettccaggtcacacagttccccageccggggecage
tgttggtgtccgaggagcccctccatgctgggcagecccacttcctgcagtcccagetggetgcagggcagcetagtgtatgcccacggeggtgggggcacccagcea

ggatggcttccactttcgtgcccacctccaggggccagcaggggcecteegtggetggaccccaaacctcagaggcctttgeccatcacggtgagggatgtaaatgag

cggccccctcagccacaggcctetgtcccactcecggcetcaccecgaggcetctegtgeccecatctcccgggeccagetgagtgtggtggacccagactcagcteetgg
ggagattgagtacgaggtccagcgggcaccccacaacggcttcctcagectggtgggtggtggectggggceccgtgaccegctticacgcaagecgatgtggattca
gggcggctggccttcgtggccaacgggagcagcegtggcaggcatcttccagctgagcatgtctgatggggccageccacccectgeccatgtecctggetgtggacat
cctaccatccgcecatcgaggtgcagctgcgggceacccectggaggtgccccaagcttiggggegctcectcactgagccagcagcagceteccgggtggtttcagatcgg

gaggagccagaggcagcataccgcctcatccagggaccccagtatgggcatctectggtgggcgggeggeccacctecggcecttcagccaattccagatagacca

gggcgaggtggtctttgccttcaccaacttctectectctcatgaccacttcagagtcctggcactggcetaggggtgtcaatgcatcagecgtagtgaacgtcactgtgag
ggctctgctgcatgtgtgggcaggtgggcecatggccccagggtgccacccetgcgectggaccccaccgtectagatgetggecgagcetggccaaccgcacaggcag
tgtgccgcegcttcegectecetggagggaccececggeatggecgegtggtcegegtgecceccgageccaggacggageccgggggcagecagcetggtggagceagttca
ctcagcaggaccttgaggacgggaggctggggctggaggtgggcaggccagaggggagggcccccggceccecgcaggtgacagtctcactctggagcetgtggg

cacagggcgtcccgcectgcetgtggcectcectggactttgccactgagcecttacaatgctgcccggecctacagegtggecctgcetcagtgtccccgaggecgeccgg

acggaagcagggaagccagagagcagcacccccacaggcgagccaggccccatggcatccagecctgageccgcetgtggccaagggaggcttectgagctte
cttgaggccaacatgttcagcgtcatcatccccatgtgcctggtacttctgctectggegcetcatectgeccctgctettctacctccgaaaacgcaacaagacgggcaa
gcatgacgtccaggtcctgactgccaagccccgcaacggcectggcetggtgacaccgagacctticgcaaggtggagccaggccaggccatccecgcetcacagetgt
gcctggccaggggcecccctccaggaggccagcectgacccagagctgcetgcagttctgccggacacccaaccctgcccttaagaatggccagtactgggtgtgagg
cctggectgggeccagatgetgatcgggecagggaca gge (SEQ ID N°: 20). En otro aspecto, el nucleétido recombinante tiene la
secuencia expuesta en la SEQ ID N°: 20. En otro aspecto, un nucleétido que codifica HMW-MAA de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria comprende la secuencia expuesta en la SEQ ID N°: 20.
En otro aspecto, el nucledtido que codifica HMW-MAA es un homoélogo de la SEQ ID N° 20. En otro aspecto, el
nucleétido que codifica HMW-MAA es una variante de la SEQ ID N°: 20. En otro aspecto, el nucledtido que codifica
HMW-MAA es un fragmento de la SEQ ID N°: 20. En otro aspecto, el nucledtido que codifica HMW-MAA es una
isoforma de la SEQ ID N°: 20. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones
que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina HMW-MAA de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente
memoria tiene una secuencia de AA establecida en una entrada de GenBank que tiene un nimero de acceso
seleccionado de NM_001897 y X96753. En otro aspecto, la proteina HMW-MAA esta codificada por una secuencia de
nucledtidos establecida en una de las entradas de GenBank anteriores. En otro aspecto, la proteina HMW-MAA
comprende una secuencia establecida en una de las entradas de GenBank anteriores. En otro aspecto, la proteina
HMW-MAA es un homdlogo de una secuencia establecida en una de las entradas de GenBank anteriores. En otro
aspecto, la proteina HMW-MAA es una variante de una secuencia establecida en una de las entradas de GenBank
anteriores. En otro aspecto, la proteina HMW-MAA es un fragmento de una secuencia expuesta en una de las entradas
de GenBank anteriores. En otro aspecto, la proteina HMW-MAA es una isoforma de una secuencia establecida en una
de las entradas de GenBank anteriores. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

El fragmento de HMW-MAA utilizado en la presente descripcidon comprende, en otro aspecto, los AA 360-554. En otro
aspecto, el fragmento consiste esencialmente en los AA 360-554. En otro aspecto, el fragmento consiste en los AA
360-554. En otro aspecto, el fragmento comprende los AA 701-1130. En otro aspecto, el fragmento consiste
esencialmente en los AA 701-1130. En otro aspecto, el fragmento consiste en los AA 701-1130. En otro aspecto, €l
fragmento comprende los AA 2160-2258. En otro aspecto, el fragmento consiste esencialmente en 2160-2258. En otro
aspecto, el fragmento consta de 2160-2258. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos vy las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la Listeria recombinante de las composiciones y los métodos que se proporcionan en la presente
memoria comprende un plasmido que codifica un polipéptido recombinante que es, en un aspecto, angiogénico, y en
otro aspecto, antigénico. En un aspecto, el polipéptido es HMW-MAA, y en otro aspecto, el polipéptido es un fragmento
de HMW-MAA. En otro aspecto, el plasmido codifica ademas un péptido distinto de HMW-MAA. En un aspecto, el
péptido distinto de HMW-MAA potencia la inmunogenicidad del polipéptido. En un aspecto, el fragmento de HMW-
MAA de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria se fusiona con la secuencia
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de AA distinta de HMW-MAA. En otro aspecto, el fragmento de HMW-MAA esta incorporado dentro de la secuencia
de AA distinta de HMW-MAA. En otro aspecto, un péptido derivado de HMW-MAA se incorpora en un fragmento de
LLO, proteina o fragmento de ActA, o secuencia de tipo PEST. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los
métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

El péptido distinto de HMW-MAA es, en un aspecto, un oligopéptido de listeriolisina (LLO). En otro aspecto, el péptido
distinto de HMW-MAA es un oligopéptido de ActA. En otro aspecto, el péptido distinto de HMW-MAA es un oligopéptido
de tipo PEST. En un aspecto, la fusion a LLO, ActA, las secuencias de tipo PEST y sus fragmentos potencia la
inmunogenicidad de antigenos mediada por células. En un aspecto, la fusién a LLO, ActA, secuencias de tipo PEST
y sus fragmentos potencia la inmunogenicidad de antigenos mediada por células en una variedad de sistemas de
expresion. En otro aspecto, el péptido distinto de HMW-MAA es cualquier otro péptido inmunogénico distinto de HMW-
MAA conocido en la técnica. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que
se proporcionan en la presente memoria.

En un aspecto, la cepa de Listeria recombinante de las composiciones y los métodos que se proporcionan en la
presente memoria expresa un polipéptido antigénico heterélogo que se expresa en una célula tumoral. En un aspecto,
la cepa de Listeria recombinante de las composiciones y los métodos que se proporcionan en la presente memoria
comprende una primera o segunda molécula de acido nucleico que codifica un antigeno prostatico especifico (PSA),
que en un aspecto, es un marcador del cancer de prostata que se expresa a nivel elevado en los tumores de prostata,
que en un aspecto es el tipo de cancer mas frecuente en los hombres estadounidenses y, en otro aspecto, es la
segunda causa de muerte relacionada con el cancer en los hombres estadounidenses. En un aspecto, el PSA es una
calicreina con actividad de serin proteasa (KLK3) secretada por las células epiteliales prostaticas, que, en un aspecto,
se usa ampliamente como marcador del cancer de préstata.

En un aspecto, la cepa de Listeria recombinante que se proporciona en la presente memoria comprende una molécula
de acido nucleico que codifica la proteina KLK3.

En otro aspecto, la proteina KLK3 tiene la secuencia:. MWVPVVFLTLSVTWIGAAPLILSRIVGGWECEKH
SQPWQVLVASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRNKSVILLGRHSLFHPEDTGQVFQVSHSFPHPLYDMSLLKNRFL
RPGDDSSHDLMLLRLSEPAELTDAVKVMDLPTQEPALGTTCYASGWGSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVISNDVCAQVH
PQKVTKFMLCAGRWTGGKSTCSGDSGGPLVCNGVLQGITSWGSEPCALPERPSLYTKVVHYRKWIKDTIVANP
(SEQ ID N°: 21; n° de acceso de GenBank CAA32915). En otro aspecto, la proteina KLK3 es un homdlogo de la SEQ
ID N°: 21. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una variante de la SEQ ID N°: 21. En otro aspecto, la proteina KLK3
es un isomero de la SEQ ID N° 21. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un fragmento de la SEQ ID N°: 21. Cada
posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente
memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 tiene la secuencia: IVGGWECEKHSQPWQVLVASRGRAVCGGVLVHPQWYV
LTAAHCIRNKSVILLGRHSLFHPEDTGQVFQVSHSFPHPLYDMSLLKNRFLRPGDDSSHDLMLLRLSEPAELTDAVKV

MDLPTQEPALGTTCYASGWGSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVISNDVCAQVHPQKVTKFMLCAGRWTGGKSTCSGDSG
GPLVCYGVLQGITSWGSEPCALP-ERPSLYTKVVHYRKWIKDTIVANP (SEQ ID N°: 22). En otro aspecto, la proteina
KLK3 es un homodlogo de la SEQ ID N°: 22. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una variante de la SEQ ID N°: 22.
En otro aspecto, la proteina KLK3 es un isémero de la SEQ ID N° 22. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un
fragmento de la SEQ ID N°: 22. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones
que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLKS tiene la secuencia: IVGGWECEKHSQPWQVLVASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAA
HCIRNKSVILLGRHSLFHPEDTGQVFQVSHSFPHPLYDMSLLKNRFLRPGDDSSHDLMLLRLSEPAELTDAVKVMDLP
TQEPALGTTCYASGWGSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVISNDVCAQVHPQKVTKFMLCAGRWTGGKSTCSGDSGGPLV
CNGVLQGITSWGSEPCALP-ERPSLYTKVVHYRKWIKDTIVANP (SEQ ID N° 23; n° de acceso de GenBank
AAA59995.1). En otro aspecto, la proteina KLK3 es un homdlogo de la SEQ ID N°: 23. En otro aspecto, la proteina
KLK3 es una variante de la SEQ ID N°: 23. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un isémero de la SEQ ID N°: 23. En
otro aspecto, la proteina KLK3 es un fragmento de la SEQ ID N°: 23. Cada posibilidad representa un aspecto distinto
de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una molécula de nucledtidos que tiene la secuencia:
ggtgtcttaggcacactggtcttggagtgcaaaggatctaggcacgtgaggctttgtatgaagaatcggggatcgtacccaccccctgtttetgtttcatcctgggeatgte
tcctetgcectttgtccectagatgaagtctccatgagctacaagggectggtgcatccagggtgatctagtaattgcagaacagcaagtgctagctctccctecccttcca
cagctctgggtgtgggagggggttgtccagectccagcagcatggggagggcecttggtcagectctgggtgccagcagggcaggggeggagtectggggaatga
aggttttatagggctcctgggggaggcetccccagecccaagcttaccacctgcacccggagagctgtgtcaccatgtgggtececeggttgtettcctcaccctgteegtga
cgtggattggtgagaggggccatggttggggggatgcaggagagggagccagcecctgactgtcaagctgaggctctttcccccccaacccagcaccccagecca
gacagggagctgggctcttttctgtctctcccagecccacttcaageccataccceccagteccctecatattgcaacagtcctcactcccacaccaggtccecgcetecect
cccacttaccccagaactttcttcccatttgcccagccagctecctgcetcccagctgctttactaaaggggaagttcctgggceatctecgtgtttetetttgtggggctcaaa
acctccaaggacctctctcaatgccattggttccttggaccgtatcactggtccatctcctgagceccctcaatcctatcacagtctactgacttttcccattcagetgtgagtg
tccaaccctatcccagagaccttgatgcttggcctcccaatcttgccctaggatacccagatgccaaccagacacctcecttctttcctagccaggctatctggectgaga
caacaaatgggtccctcagtctggcaatgggactctgagaactcctcattccctgactcttagccccagactcttcattcagtggeccacattttccttaggaaaaacatg
agcatccccagccacaactgccagctctctgagtccccaaatctgcatccttttcaaaacctaaaaacaaaaagaaaaacaaataaaacaaaaccaactcagac
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cagaactgttttctcaacctgggacttcctaaactticcaaaaccttcctcttccagcaactgaacctcgccataaggcacttatccetggttcctagcacccecttatceect
cagaatccacaacttgtaccaagtttcccttctcccagtccaagaccccaaatcaccacaaaggacccaatccccagactcaagatatggtetgggegctgtettgtgt
ctcctaccctgatccctgggttcaactctgctcccagagcatgaagectctccaccagcaccagccaccaacctgcaaacctagggaagattgacagaattcccage
ctttcccagcteccectgeccatgtcccaggactcccagcecttggttctetgeceecgtgtcttticaaacccacatcctaaatccatctectatccgagtcececccagttcce
cctgtcaaccctgattccectgatctagcaccccctctgcaggegcetgegeccctcatectgtctcggattgtgggaggetgggagtgcgagaagceattcccaaccctg
gcaggtgcttgtggcctctcgtggcagggceagtetgecggeggtgttctggtgcacccccagtgggtectcacagcetgeccactgcatcaggaagtgagtaggggectg
gggtctggggagcaggtgtetgtgtcccagaggaataacagcetgggcattticcccaggataacctctaaggccagcecttgggactgggggagagagggaaagttc
tggttcaggtcacatggggaggcagggttggggctggaccaccctcecccatggetgectgggtcetccatetgtgtecctetatgtetctttgtgtegctttcattatgtctettg
gtaactggcttcggttgtgtctctcegtgtgactattttgttctctctetecctctcettetctgtettcagtctccatatctecececctctetetgtecttetetggteectctetagecagtg
tgtctcaccctgtatctctctgccaggctcetgtctetcggtctetgtetcaccetgtgcecttctcectactgaacacacgcacgggatgggectgggggaccctgagaaaag
gaagggctttggctgggcgeggtggctcacacctgtaatcccagcactttgggaggccaaggcaggtagatcacctgaggtcaggagtticgagaccagectggec
aactggtgaaaccccatctctactaaaaatacaaaaaattagccaggcgtggtggcgcatgcectgtagtcccagctactcaggagctgagggaggagaattgcatt
gaacctggaggttgaggttgcagtgagccgagaccgtgccactgcactccagectgggtgacagagtgagactccgcctcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaagaaaagaaaagaaaagaaaaggaagtgttttatccctgatgtgtgtgggtatgagggtatgagagggceccctctcactccattecttctccaggacatc
cctccactcttgggagacacagagaagggctggttccagctggagectgggaggggcaattgagggaggaggaaggagaagggggaaggaaaacagggtatg
ggggaaaggaccctggggagcgaagtggaggatacaaccttgggcctgcaggcaggctacctacccacttggaaacccacgccaaagccgcatctacagetga
gccactctgaggcctcccctcecececggeggteccccactcagcetccaaagtctcteteccttttctctcccacactttatcatcccecggattcctetctacttggttctcattcttc
ctttgacttcctgcttccctttctcattcatctgtttctcactttctgectggttttgtictictctctetetttctctggeccatgtetgtttctctatgtttctgtetttictttctcatectgtgtatt
ttcggctcaccttgtttgtcactgttctceectetgecctttcattctetetgeccttttaccctcttecttttcecttggttetctcagttctgtatetgeccttcaccctetcacactgetg
tttcccaactcgttgtctgtatttiggcctgaactgtgtcticccaaccctgtgttttctcactgtttctttttctcttttggagectcectccttgetectetgteccttctetctttccttatcat
cctegcetccteattectgegtetgcettcctccccagcaaaagcegtgatcettgetgggtcggcacagcectgtttcatcctgaagacacaggcecaggtatttcaggtcageca
cagcttcccacacccgctctacgatatgagcctcctgaagaatcgattcctcaggccaggtgatgactccagccacgacctcatgcetgctccgectgtcagagectge
cgagctcacggatgctgtgaaggtcatggacctgcccacccaggagccagcactggggaccacctgctacgcectcaggcetggggcagcattgaaccagaggagt
gtacgcctgggcecagatggtgcagccgggagceccagatgectgggtctgagggaggaggggacaggactectgggtctgagggaggagggccaaggaacca
ggtggggtccagcccacaacagtgtttttgcctggceccgtagtctigaccccaaagaaacttcagtgtgtggacctccatgttatttccaatgacgtgtgtgegcaagttc
accctcagaaggtgaccaagttcatgctgtgtgctggacgctggacagggggcaaaagcacctgcetcggtgagtcatcectactcccaagatcttgagggaaaggt
gagtgggaccttaattctgggctggggtctagaagccaacaaggcgtetgcctecectgctccccagetgtagecatgecacctceecgtgtcteatctcattcectectt
ccctettctttgactccctcaaggcaataggttattcttacagcacaactcatctgttcctgegttcagcacacggttactaggcacctgctatgcacccagcactgcccta
gagcctgggacatagcagtgaacagacagagagcagcccctcccttetgtagcccccaageccagtgaggggcacaggcaggaacagggaccacaacacaga
aaagctggagggtgtcaggaggtgatcaggctctcggggagggagaaggggtggggagtgtgactgggaggagacatcctgcagaaggtgggagtgagcaaa
cacctgcgcaggggaggggagggcectgcggcacctgggggagcagagggaacagcatctggccaggectgggaggaggggcectagagggegtcaggagce

agagaggaggttgcctggctggagtgaaggatcggggcagggtgcgagagggaacaaaggacccctcctgcagggcectcacctgggccacaggaggacact
gcttttcctctgaggagtcaggaactgtggatggtgctggacagaagcaggacagggcectggctcaggtgtccagaggcetgegcetggcectectatgggatcagactg

cagggagggagggcagcagggatgtggagggagtgatgatggggctgacctgggggtggctccaggceattgtccccacctgggceccttacccagcectcectcac

aggctcctggcecctcagtctctccectecactccattctccacctacccacagtgggteattctgatcaccgaactgaccatgecagecctgecgatggtectecatggct
ccctagtgccctggagaggaggtgtctagtcagagagtagtcctggaaggtggcctctgtgaggagccacggggacagcatcctgcagatggtectggceccttgtce
caccgacctgtctacaaggactgtcctcgtggaccctccectctgcacaggagcetggaccctgaagtcccttcctaccggeccaggactggagceccctacccectctgtt

ggaatccctgceccaccttcttctggaagtcggcetctggagacatttctctcttcttccaaagetgggaactgctatctgttatctgectgtccaggtctgaaagataggattge
ccaggcagaaactgggactgacctatctcactctctccctgcttttacccttagggtgattctgggggceccacttgtctgtaatggtgtgcettcaaggtatcacgtcatgggg
cagtgaaccatgtgccctgcccgaaaggccttccctgtacaccaaggtggtgcattaccggaagtggatcaaggacaccatcgtggccaacccctgagcaccccta
tcaagtccctattgtagtaaacttggaaccttggaaatgaccaggccaagactcaagcctccccagttctactgacctttgtccttaggtgtgaggtccagggttgctagg
aaaagaaatcagcagacacaggtgtagaccagagtgtttcttaaatggtgtaattttgtcctctctgtgtcctggggaatactggccatgcctggagacatatcactcaat
ttctctgaggacacagttaggat ggggtgtctgtgttatitgtgggatacagagatgaaagaggggtgggatcc (SEQ ID N°: 24; n° de acceso de
GenBank X14810). En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por los residuos 401..446, 1688..1847,
3477..3763, 3907..4043 y 5413..5568 de la SEQ ID N°: 24. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un
homadlogo de la SEQ ID N°: 24. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una variante de la SEQ ID N°:
24. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un isémero de la SEQ ID N°: 24. En otro aspecto, la proteina
KLK3 esta codificada por un fragmento de la SEQ ID N°: 24. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los
métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 tiene la secuencia: MWVPVVFLTLSVTWIGAAPLILSRIVGGWECEKHSQPWQVLV
ASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRNKSVILLGRHSLFHPEDTGQVFQVSHSFPHPLYDMSLLKNRFLRPGDDSSH
DLMLLRLSEPAELTDAVKVMDLPTQEPALGTTCYASGWGSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVISNDVCAQVHPQKVTKFML
CAGRWTGGKSTCSW-VILITELTMPALPMVLHGSLVPWRGGV (SEQ ID N°% 25; n° de acceso de GenBank
NP_001025218). En otro aspecto, la proteina KLK3 es un homadlogo de la SEQ ID N°: 25. En otro aspecto, la proteina
KLK3 es una variante de la SEQ ID N°: 25. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un isémero de la SEQ ID N°: 25. En
otro aspecto, la proteina KLK3 es un fragmento de la SEQ ID N°: 25. Cada posibilidad representa un aspecto distinto
Como se proporciona en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una molécula de nucledtidos que tiene la secuencia:
agccccaagcttaccacctgcacccggagagctgtgtcaccatgtgggtcceggttgtettcctcaccectgtcecgtgacgtggattggtgetgcaccccteatectgtcte
ggattgtgggaggctgggagtgcgagaagcattcccaaccctggcaggtgcttgtggcectectcgtggcagggeagtetgecggeggtgttetggtgcaccecccagtgg
gtcctcacagctgcccactgcatcaggaacaaaagcgtgatcttgetgggtcggcacagcectgtttcatcctgaagacacaggccaggtatttcaggtcagccacag
cttcccacacccgctctacgatatgagcctcctgaagaatcgattcctcaggccaggtgatgactccagccacgacctcatgcetgctccgectgtcagagectgecga
gctcacggatgctgtgaaggtcatggacctgcccacccaggagccagcactggggaccacctgctacgcectcaggctggggcagcattgaaccagaggagttctt
gaccccaaagaaacttcagtgtgtggacctccatgttatttccaatgacgtgtgtgcgcaagttcaccctcagaaggtgaccaagttcatgetgtgtgctggacgetgga
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cagggggcaaaagcacctgctcgtgggtcattctgatcaccgaactgaccatgccagccctgecgatggtectccatggcetecctagtgecctggagaggaggtgte
tagtcagagagtagtcctggaaggtggcctctgtgaggagccacggggacagcatcctgcagatggtectggeccttgtcccaccgacctgtctacaaggactgtcect
cgtggaccctcccctctgcacaggagctggaccctgaagtccecttccccaccggccaggactggagceccctaccectetgttggaatcectgeccaccttetictggaa
gtcggctctggagacatttctctcttcticcaaagcetgggaactgctatctgttatctgectgtccaggtctgaaagataggattgcccaggcagaaactgggactgacct

atctcactctctccctgcttttacccttagggtgattctgggggceccacttgtectgtaatggtgtgcettcaaggtatcacgtcatggggcagtgaaccatgtgeccctgececga

aaggccttccctgtacaccaaggtggtgcattaccggaagtggatcaaggacaccatcgtggccaacccctgagcacccectatcaaccecctattgtagtaaacttg

gaaccttggaaatgaccaggccaagactcaagcctccccagttctactgacctttgtccttaggtgtgaggtccagggtigctaggaaaagaaatcagcagacacag
gtgtagaccagagtgtttcttaaatggtgtaattttgtcctctctgtgtcctggggaatactggccatgcctggagacatatcactcaatttctctgaggacacagataggat

ggggtgtctgtgttatttgtggggtacagagatgaaagaggggtgggatccacactgagagagtggagagtgacatgtgctggacactgtccatgaagcactgagc

agaagctggaggcacaacgcaccagacactcacagcaaggatggagctgaaaacataacccactctgtcctggaggcactgggaagcectagagaaggctgtg

agccaaggagggagggtcttcctttggcatgggatggggatgaagtaaggagagggactggaccccctggaagctgattcactatggggggaggtgtattgaagtc
ctccagacaaccctcagatttgatgatttcctagtagaactcacagaaataaagagctgttatactgtg (SEQ ID N°: 26; ndmero de acceso de
GenBank NM_001030047). En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por los residuos 42-758 de la SEQ ID
N°: 26. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un homaélogo de la SEQ ID N°: 26. En otro aspecto, la
proteina KLK3 esta codificada por una variante de la SEQ ID N°: 26. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada
por un isémero de la SEQ ID N°: 26. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un fragmento de la SEQ ID
N°: 26. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en
la presente memoria.

En oftro aspecto, la proteina KLK3 tiene la secuenciaz MWVPVVFLTLSVTWIGAAPLILSRIVG-
GWECEKHSQPWQVLVASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRK (SEQ ID N°: 27; nimero de acceso de GenBank
NP_001025221). En otro aspecto, la proteina KLK3 es un homologo de la SEQ ID N°: 27. En otro aspecto, la proteina
KLK3 es una variante de la SEQ ID N°: 27. En otro aspecto, la secuencia de la proteina KLK3 comprende la SEQ ID
N°: 27. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un isdmero de la SEQ ID N°: 27. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un
fragmento de la SEQ ID N°: 27. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones
que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una molécula de nucledtidos que tiene la secuencia:
agccccaagcttaccacctgcacccggagagctgtgtcaccatgtgggtcceggttgtettcctcaccecttcegtgacgtggattggtgetgcacccectcatectgtetcg
gattgtgggaggctgggagtgcgagaagcattcccaaccctggcaggtgcttgtggcectctcgtggcagggeagtetgecggeggtgttctggtgcaccececcagtgggt
cctcacagctgcccactgcatcaggaagtgagtaggggcectggggtctggggagcaggtgtetgtgtcccagaggaataacagcetgggcattttccccaggataac
ctctaaggccagccttgggactgggggagagagggaaagttctggticaggtcacatggggaggcagggttggggcetggaccaccctcceccatggetgectgggte
tccatctgtgttectctatgtctctttgtgtcgctttcattatgtetctiggtaactggcettcggttgtgtctcteccgtgtgactattttgttctetctetecctetcttetetgtcttcagt
(SEQ ID N°: 28; n° de acceso de GenBank NM_001030050). En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por los
residuos 42-758 de la SEQ ID N°: 28. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un homélogo de la SEQ
ID N°: 28. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una variante de la SEQ ID N°: 28. En otro aspecto, la
proteina KLK3 esta codificada por un isémero de la SEQ ID N°: 28. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada
por un fragmento de la SEQ ID N° 28. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 que es la fuente del péptido KLK3 tiene la secuencia: MWVPVVFLTLSVTWIG
AAPLILSRIVGGWECEKHSQPWQVLVASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRNKSVILLGRHSLFHPEDTGQVFQVS
HSFPHPLYDMSLLKNRFLRPGDDSSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVISNDVCAQVHPQKVTKFMLCAGRWTGGKSTCSG
DSGGPLVCNGVLQGITSWGSEPCALPERPSLYTKVVHYRKWIKDTIVANP (SEQ ID N°: 29; n° de acceso de GenBank
NP_001025220). En otro aspecto, la proteina KLK3 es un homologo de la SEQ ID N°: 29. En otro aspecto, la proteina
KLK3 es una variante de la SEQ ID N°: 29. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un isémero de la SEQ ID N°: 29. En
otro aspecto, la proteina KLK3 es un fragmento de la SEQ ID N°: 29. Cada posibilidad representa un aspecto distinto
de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una molécula de nucledtidos que tiene la secuencia:
agccccaagcttaccacctgcacccggagagctgtgtcaccatgtgggtcceggttgtettcctcaccetgtcecgtgacgtggattggtgetgcaccccteatectgtcte

ggattgtgggaggctgggagtgcgagaagcattcccaaccctggcaggtgcttgtggcectectcgtggcagggeagtetgecggeggtgttetggtgcaccecccagtgg

gtcctcacagctgcccactgcatcaggaacaaaagcgtgatcttgetgggtcggcacagcectgtttcatcctgaagacacaggccaggtatttcaggtcagccacag

cttcccacacccgctctacgatatgagcctcctgaagaatcgattcctcaggccaggtgatgactccagcattgaaccagaggagttctigaccccaaagaaacttca
gtgtgtggacctccatgttatttccaatgacgtgtgtgcgcaagttcaccctcagaaggtgaccaagttcatgetgtgtgctggacgctggacagggggcaaaagcacce
tgctcgggtgattctgggggceccacttgtetgtaatggtgtgcttcaaggtatcacgtcatggggcagtgaaccatgtgccctgcccgaaaggcecttcectgtacaccaa
ggtggtgcattaccggaagtggatcaaggacaccatcgtggccaacccctgagcacccctatcaaccccctattgtagtaaacttggaaccttggaaatgaccagge
caagactcaagcctccccagttctactgacctttgtccttaggtgtgaggtccagggttgctaggaaaagaaatcagcagacacaggtgtagaccagagtgtticttaa

atggtgtaattttgtcctctctgtgtcctggggaatactggccatgectggagacatatcactcaatttctctgaggacacagataggatggggtgtctgtgttatttgtggggt
acagagatgaaagaggggtgggatccacactgagagagtggagagtgacatgtgctggacactgtccatgaagcactgagcagaagctggaggcacaacgca
ccagacactcacagcaaggatggagctgaaaacataacccactctgtcctggaggcactgggaagcectagagaaggctgtgagccaaggagggagggtcttect
ttggcatgggatggggatgaagtaaggagagggactggaccccctggaagctgattcactatggggggaggtgtattgaagtcctccagacaaccctcagatttgat
gatttcctagtagaactcacagaaataaagagctgttatactgtg (SEQ ID N°: 30; numero de acceso de GenBank NM_001030049). En
otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por los residuos 42-758 de la SEQ ID N°: 30. En otro aspecto, la proteina
KLK3 esta codificada por un homologo de la SEQ ID N°: 30. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una
variante de la SEQ ID N°: 30. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un isémero de la SEQ ID N°: 30.
En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un fragmento de la SEQ ID N°: 30. Cada posibilidad representa
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un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 tiene la secuencia: MWVPVVFLTLSVTWIGAAPLILSRIVG-GWECEKHSQPWQV
LVASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRKPGDDSSHDLMLLRLSEPAELTDAVKVMDLPTQEPALGTTCYASGWGSI
EPEEFLTPKKLQCVDLHVISNDVCAQVHPQKVTKFMLCAGRWTGGKSTCSGDSGGPLVCNGVLQGITSWGSEPCAL
PERPSLYTKVVHYRKWIKDTIVANP (SEQ ID N°: 31; n® de acceso de GenBank NP_001025219). En otro aspecto, la
proteina KLK3 es un homologo de la SEQ ID N°: 31. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una variante de la SEQ ID
N°: 31. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un isdmero de la SEQ ID N°: 31. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un
fragmento de la SEQ ID N°: 31. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones
que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una molécula de nucledtidos que tiene la secuencia:
agccccaagcttaccacctgcacccggagagctgtgtcaccatgtgggtcceggttgtettcctcaccetgtececgtgacgtggattggtgetgecaccccteatectgtcte
ggattgtgggaggctgggagtgcgagaagcattcccaaccctggcaggtgcttgtggcectectcgtggcagggeagtetgecggeggtgttctggtgcaccecccagtgg
gtcctcacagctgcccactgcatcaggaagccaggtgatgactccagccacgacctcatgctgctccgectgtcagagectgccgagcetcacggatgctgtgaaggt
catggacctgcccacccaggagccagcactggggaccacctgctacgcctcaggcetggggcagcattgaaccagaggagttctigaccccaaagaaacttcagt
gtgtggacctccatgttatttccaatgacgtgtgtgcgcaagttcaccctcagaaggtgaccaagttcatgctgtgtgctggacgctggacagggggcaaaagcacctg
ctcgggtgattctgggggcccacttgtetgtaatggtgtgcttcaaggtatcacgtcatggggcagtgaaccatgtgeccctgecccgaaaggcecttcectgtacaccaagg
tggtgcattacccaaggacaccatcgtggccaacccctgagcacccctatcaaccccctattgtagtaaacttggaaccttggaaatgaccaggccaagactcaage
ctccccagttctactgacctttgtccttaggtgtgaggtccagggttgctaggaaaagaaatcagcagacacaggtgtagaccagagtgtttcttaaatggtgtaattttgt
cctctetgtgtcctggggaatactggccatgcctggagacatatcactcaatttctctgaggacacagataggatggggtgtetgtgttatttgtggggtacagagatgaa
agaggggtgggatccacactgagagagtggagagtgacatgtgctggacactgtccatgaagcactgagcagaagctggaggcacaacgcaccagacactca
cagcaaggatggagctgaaaacataacccactctgtcctggaggcactgggaagcctagagaaggctgtgagccaaggagggagggtcttccttiggcatgggat
ggggatgaagtaaggagagggactggaccccctggaagctgattcactatggggggaggtgtattgaagtcctccagacaaccctcagatttgatgatttcctagta
gaactcacagaaataaagagctgttatactgtg (SEQ ID N°: 32; n° de acceso de GenBank NM_001030048). En otro aspecto, la
proteina KLK3 esta codificada por los residuos 42-758 de la SEQ ID N°: 32. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta
codificada por un homologo de la SEQ ID N°: 32. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una variante
de la SEQ ID N°: 32. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un isémero de la SEQ ID N°: 32. En otro
aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un fragmento de la SEQ ID N°: 32. Cada posibilidad representa un
aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En oftro aspecto, la proteina KLK3 tiene la secuenciaz MWVPVVFLTLSVTWIGAAPLILSRIVG-
GWECEKHSQPWQVLVASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRNKSVILLGRHSLFHPEDTGQVFQVSHSFPHPLYD
MSLLKNRFLRPGDDSSHDLMLLRLSEPAELTDAVKVMDLPTQEPALGTTCYASGWGSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVIS
NDVCAQVHPQKVTKFMLCAGRWTGGKSTCSGDSGGPLVCNGVLQGITSWGSEPCALPERPSLYTKVVHYRKWIKD
TIVANP (SEQ ID N°: 33; n° de acceso de GenBank NP_001639). En otro aspecto, la proteina KLK3 es un homdlogo
de la SEQ ID N°: 33. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una variante de la SEQ ID N°: 33. En otro aspecto, la
proteina KLK3 es un isémero de la SEQ ID N°: 33. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un fragmento de la SEQ ID
N°: 33. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en
la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una molécula de nucledtidos que tiene la secuencia:
agccccaagcttaccacctgcacccggagagctgtgtcaccatgtgggtcceggttgtettcctcaccetgtcecgtgacgtggattggtgetgcaccccteatectgtcte
ggattgtgggaggctgggagtgcgagaagcattcccaaccctggcaggtgcttgtggcectectcgtggcagggeagtetgecggeggtgttetggtgcaccecccagtgg

gtcctcacagctgcccactgcatcaggaacaaaagcgtgatcttgetgggtcggcacagcectgtttcatcctgaagacacaggccaggtatttcaggtcagccacag

cttcccacacccgctctacgatatgagcctcctgaagaatcgattcctcaggccaggtgatgactccagccacgacctcatgcetgctccgectgtcagagectgecga
gctcacggatgctgtgaaggtcatggacctgcccacccaggagccagcactggggaccacctgctacgcctcaggctggggcagcattgaaccagaggagttctt
gaccccaaagaaacttcagtgtgtggacctccatgttatttccaatgacgtgtgtgcgcaagttcaccctcagaaggtgaccaagttcatgetgtgtgctggacgetgga
cagggggcaaaagcacctgctcgggtgattctgggggcccacttgtctgtaatggtgtgcettcaaggtatcacgtcatggggcagtgaaccatgtgeccctgecccgaaa
ggccttccctgtacaccaaggtggtgcattaccggaagtggatcaaggacaccatcgtggccaacccctgagcacccectatcaaccecectattgtagtaaacttgga

accttggaaatgaccaggccaagactcaagcctccccagttctactgacctttgtccttaggtgtgaggtccagggttgctaggaaaagaaatcagcagacacaggt

gtagaccagagtgtttcttaaatggtgtaattttgtcctctctgtgtcctggggaatactggccatgcctggagacatatcactcaatttctctgaggacacagataggatgg
ggtgtctgtgttattigtggggtacagagatgaaagaggggtgggatccacactgagagagtggagagtgacatgtgctggacactgtccatgaagcactgagcag

aagctggaggcacaacgcaccagacactcacagcaaggatggagctgaaaacataacccactctgtcctggaggcactgggaagcctagagaaggcetgtgag
ccaaggagggagggtcttcctttggcatgggatggggatgaagtaaggagagggactggaccccctggaagctgattcactatggggggaggtgtattgaagtcct
ccagacaaccctcagatttgatgatttcctagtagaactcacagaaataaagagctgttatactgtg (SEQ ID N°: 34; n° de acceso de GenBank
NM_001648). En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por los residuos 42-827 de la SEQ ID N°: 34. En otro
aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un homologo de la SEQ ID N°: 34. En otro aspecto, la proteina KLK3
esta codificada por una variante de la SEQ ID N°: 34. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un isémero
de la SEQ ID N°: 34. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un fragmento de la SEQ ID N°: 34. Cada
posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente
memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 tiene la secuencia: MWVPVVFLTLSVTWIGAAPLILSRIVGGWECEKHSQ
PWQVLVASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRNKSVILLGRHSLFHPEDTGQVFQVSHSFPHPLYDMSLLKNRFLRP
GDDSSHDLMLLRLSEPAELTDAVKVMDLPTQEPALGTTCYASGWGSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVISNDVCAQVHPQ
KVTKFMLCAGRWTGGKSTCSGDSGGPLVCNGVLQGITSWGSEPCALPERPSLYTKVVHYRKWIKDTIVANP (SEQ ID
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N°: 35; n° de acceso de GenBank AAX29407.1). En otro aspecto, la proteina KLK3 es un homologo de la SEQ ID N°:
35. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una variante de la SEQ ID N°: 35. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un
isdmero de la SEQ ID N°: 35. En otro aspecto, la secuencia de la proteina KLK3 comprende la SEQ ID N°:; 35. En otro
aspecto, la proteina KLK3 es un fragmento de la SEQ ID N°: 35. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de
los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una molécula de nucledtidos que tiene la secuencia:
gggggagccccaagcttaccacctgcacccggagagcetgtgtcaccatgtgggteceggttgtcttcctcaccetgteccgtgacgtggattggtgetgcaccectcate

ctgtctcggattgtgggaggctgggagtgcgagaagcattcccaaccctggcaggtgcttgtggcectetcgtggcagggeagtetgecggeggtgttetggtgcaccece
agtgggtcctcacagctgcccactgcatcaggaacaaaagcgtgatcttgetgggtcggcacagcectgtttcatcctgaagacacaggccaggtatttcaggtcagec
acagcttcccacacccgctctacgatatgagcctcctgaagaatcgattcctcaggccaggtgatgactccagccacgacctcatgcetgctccgectgtcagagectg

ccgagctcacggatgctgtgaaggtcatggacctgcccacccaggagccagcactggggaccacctgctacgectcaggetggggcagceattgaaccagagga

gttcttgaccccaaagaaacttcagtgtgtggacctccatgttatttccaatgacgtgtgtgcgcaagttcaccctcagaaggtgaccaagttcatgctgtgtgctggacg

ctggacagggggcaaaagcacctgctcgggtgattctgggggceccacttgtctgtaatggtgtgcticaaggtatcacgtcatggggcagtgaaccatgtgccctgec

cgaaaggccttccctgtacaccaaggtggtgcattaccggaagtggatcaaggacaccatcgtggccaacccctgagcacccctatcaactccctattgtagtaaac
ttggaaccttggaaatgaccaggccaagactcaggcctccccagttctactgacctttgtecttaggtgtgaggtccagggttgctaggaaaagaaatcagcagacac
aggtgtagaccagagtgtttcttaaatggtgtaattttgtcctctctgtgtcctggggaatactggccatgcctggagacatatcactcaatttctctgaggacacagatagg
atggggtgtctgtgttatttgtggggtacagagatgaaagaggggtgggatccacactgagagagtggagagtgacatgtgctggacactgtccatgaagcactgag
cagaagctggaggcacaacgcaccagacactcacagcaaggatggagctgaaaacataacccactctgtcctggaggcactgggaagcctagagaaggctgt

gagccaaggagggagggtcttcctttggcatgggatggggatgaagtagggagagggactggaccccctggaagctgattcactatggggggaggtgtattgaag

tcctccagacaaccctcagatttgatgatticctagtagaactcacagaaataaagagctgttatactgcgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa (SEQ ID
N°: 36; n° de acceso de GenBank BC056665). En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por los residuos 47-
832 de la SEQ ID N°: 36. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un homoélogo de la SEQ ID N°: 36. En
otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una variante de la SEQ ID N°: 36. En otro aspecto, la proteina KLK3
esta codificada por un isémero de la SEQ ID N°: 36. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un fragmento
de la SEQ ID N° 36. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se
proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 tiene la secuencia: MWVPVVFLTLSVTWIGAAPLILSRIVG-GWECEKHSQPWQ
VLVASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRNKSVILLGRHSLFHPEDTGQVFQVSHSFPHPLYDMSLLKNRFLRPGDD
SSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVISNDVCAQVHPQKVTKFMLCAGRWTGGKSTCSGDSGGPLVCNGVLQGITSWGSEP
CALPERPSLYTKVVHYRKWIKDTIVA (SEQ ID N° 37; n° de acceso de GenBank AJ459782). En otro aspecto, la
proteina KLK3 es un homologo de la SEQ ID N°: 37. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una variante de la SEQ ID
N°: 37. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un isémero de la SEQ ID N°: 37. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un
fragmento de la SEQ ID N°: 37. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones
que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 tiene la secuencia:. MWVPVVFLTLSVTWIGAAPLILSRIVG-GWECEKHSQPW
QVLVASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRNKSVILLGRHSLFHPEDTGQVFQVSHSFPHPLYDMSLLKNRFLRPGD
DSSHDLMLLRLSEPAELTDAVKVMDLPTQEPALGTTCYASGWGSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVISNDVCAQVHPQKVT
KFMLCAGRWTGGKSTCSVSHPYSQDLEGKGEWGP (SEQ ID N°: 38, n° de acceso GenBank AJ512346). En otro
aspecto, la proteina KLK3 es un homadlogo de la SEQ ID N°: 38. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una variante de
la SEQ ID N°: 38. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un isémero de la SEQ ID N°: 38. En otro aspecto, la secuencia
de la proteina KLK3 comprende la SEQ ID N°: 38. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un fragmento de la SEQ ID
N°: 38. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en
la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLKS tiene la siguiente secuencia: MWVPVVFLTLSVTWIGERGHGWGDAGEGASPDC-
QAEALSPPTQHPSPDRELGSFLSLPAPLQAHTPSPSILQQSSLPHQVPAPSHLPQNFLPIAQPAPCSQLLY (SEQ ID
N°: 39; n° de acceso de GenBank AJ459784). En otro aspecto, la proteina KLK3 es un homologo de la SEQ ID N°: 39.
En otro aspecto, la proteina KLK3 es una variante de la SEQ ID N°: 39. En otro aspecto, la secuencia de la proteina
KLK3 comprende la SEQ ID N°: 39. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un isémero de la SEQ ID N°: 39. En otro
aspecto, la proteina KLK3 es un fragmento de la SEQ ID N°: 39. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de
los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 tiene la secuencia: MWVPVVFLTLSVTWIGAAPLILSRIVG-GWECEKHSQPWQVL
VASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRNKSVILLGRHSLFHPEDTGQVFQVSHSFPHPLYDMSLLKNRFLRPGDDSS
HDLMLLRLSEPAELTDAVKVMDLPTQEPALGTTCYASGWGSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVISNDVCAQVHPQKVTKFM
LCAGRWTGGKSTCSGDSGGPLVCNGVLQGITSWGSEPCALPERPSLYTKVVHYRKWIKDTIVANP (SEQ ID N°: 40;
n° de acceso de GenBank AJ459783). En otro aspecto, la proteina KLK3 es un homdlogo de la SEQ ID N°: 40. En otro
aspecto, la proteina KLK3 es una variante de la SEQ ID N°: 40. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un isdmero de la
SEQ ID N°: 40. En otro aspecto, la proteina KLK3 es un fragmento de la SEQ ID N°: 40. Cada posibilidad representa
un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una molécula de nucledtidos que tiene la secuencia:
aagtttcccttctcccagtccaagaccccaaatcaccacaaaggacccaatccccagactcaagatatggtetgggegctgtettgtgtetectacectgatcectgggt
tcaactctgctcccagagcatgaagcctctccaccagcaccagccaccaacctgcaaacctagggaagattgacagaattcccagectttcccagceteceectgece
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atgtcccaggactcccagccttggttctctgccccegtgtcttttcaaacccacatcctaaatccatctectatccgagtcccecagttectectgtcaaccctgatteecectg
atctagcaccccctctgcaggtgctgcacccctcatcctgtetcggattgtgggaggcetgggagtgcgagaagcattcccaaccctggcaggtgcettgtagectctegtg
gcagggcagtctgcggceggtgttctggtgcacccccagtgggtcctcacagctacccactgcatcaggaacaaaagegtgatcettgctgggtcggcacagcectgtttc
atcctgaagacacaggccaggtatttcaggtcagccacagcttcccacacccgctctacgatatgagcctcctgaagaatcgattcctcaggccaggtgatgactcca
gccacgacctcatgctgctcegectgtcagagcectgccgagctcacggatgctatgaaggtcatggacctgcccacccaggagcecagcactggggaccacctgcet
acgcctcaggctggggcagcattgaaccagaggagttcttgaccccaaagaaacttcagtgtgtggacctccatgttatttccaatgacgtgtgtgcgcaagttcacce
tcagaaggtgaccaagttcatgctgtgtgctggacgctggacagggggcaaaagcacctgctcgggtgattctgggggceccacttgtctgtaatggtgtgcttcaaggt
atcacgtcatggggcagtgaaccatgtgccctgcccgaaaggccttccctgtacaccaaggtggtgcattaccggaagtggatcaaggacaccatcgtggccaacc
cctgagcacccctatcaactccctattgtagtaaacttggaaccttggaaatgaccaggccaagactcaggcctccccagttctactgacctttgtccttaggtgtgaggt
ccagggttgctaggaaaagaaatcagcagacacaggtgtagaccagagtgtttcttaaatggtgtaattttgtcctctctgtgtcctggggaatactggccatgectgga
gacatatcactcaatttctctgaggacacagataggatggggtgtctgtgttatttgtggggtacagagatgaaagaggggtgggatccacactgagagagtggaga
gtgacatgtgctggacactgtccatgaagcactgagcagaagctggaggcacaacgcaccagacactcacagcaaggatggagctgaaaacataacccactct
gtcctggaggcactgggaagcectagagaaggctgtgaaccaaggagggagggtcttectttggcatgggatggggatgaagtaaggagagggactgaccccctg
gaagctgattcactatggggggaggtgtattgaagtcctccagacaaccctcagatttgatgatttcctagtagaactcacagaaataaagagctgttatactgtgaa
(SEQ ID N°: 41; n° de acceso de GenBank X07730). En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por los residuos
67-1088 de la SEQ ID N°: 41. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un homologo de la SEQ ID N°: 41.
En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una variante de la SEQ ID N°: 41. En otro aspecto, la proteina
KLK3 esta codificada por un isémero de la SEQ ID N°: 41. En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por un
fragmento de la SEQ ID N°: 41. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones
que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una secuencia establecida en uno de los siguientes numeros de
acceso de GenBank: BC005307, AJ310938, AJ310937, AF335478, AF335477, M27274 y M26663. En otro aspecto,
la proteina KLK3 esta codificada por una secuencia establecida en uno de los nimeros de acceso de GenBank
anteriores. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan
en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una secuencia establecida en uno de los siguientes numeros de
acceso de GenBank: NM_001030050, NM_001030049, NM_001030048, NM_001030047, NM_001648, AJ459782,
AJ512346 o AJ459784. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se
proporcionan en la presente memoria. En un aspecto, la proteina KLK3 esta codificada por una variaciéon de cualquiera
de las secuencias descritas en la presente memoria, en la que la secuencia carece de
MWVPVVFLFLVLSWTWIGAAPLILSR (SEQ ID N°: 55).

En otro aspecto, la proteina KLK3 tiene la secuencia que comprende una secuencia establecida en uno de los
siguientes numeros de acceso de GenBank: X13943, X13942, X13940, X13941 y X13944. Cada posibilidad representa
un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 es cualquier otra proteina KLK3 conocida en la técnica. Cada proteina KLK3
representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, el péptido KLK3 es cualquier otro péptido KLK3 conocido en la técnica. En otro aspecto, el péptido
KLK3 es un fragmento de cualquier otro péptido KLK3 conocido en la técnica. Cada tipo de péptido KLK3 representa
un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

"Péptido KLK3" se refiere, en otro aspecto, a una proteina KLK3 de longitud completa. En otro aspecto, el término se
refiere a un fragmento de una proteina KLK3. En otro aspecto, el término se refiere a un fragmento de una proteina
KLKS3 que carece del péptido sefial de KLK3. En otro aspecto, el término se refiere a una proteina KLK3 que contiene
la secuencia de KLK3 completa, excepto el péptido sefial de KLK3. "Secuencia sefial de KLK3" se refiere, en otro
aspecto, a cualquier secuencia sefial encontrada en la naturaleza en una proteina KLK3. En otro aspecto, una proteina
KLK3 de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria no contiene ninguna secuencia
sefial. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la
presente memoria.

En otro aspecto, la peptidasa relacionada con la calicreina 3 (proteina KLK3), que es la fuente de un péptido KLK3
para el uso en los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria, es una proteina PSA.
En otro aspecto, la proteina KLK3 es una proteina antigénica P-30. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una proteina
gamma-seminoproteina. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una proteina calicreina 3. En otro aspecto, la proteina
KLK3 es una proteina semenogelasa. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una proteina seminina. En otro aspecto,
la proteina KLK3 es cualquier otro tipo de proteina KLK3 que se conoce en la técnica. Cada posibilidad representa un
aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 es una proteina KLK3 variante de corte y empalme 1. En otro aspecto, la proteina
KLK3 es una proteina KLK3 variante de corte y empalme 2. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una proteina KLK3
variante de corte y empalme 3. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una proteina KLK3 variante de transcripcion 1.
En otro aspecto, la proteina KLK3 es una proteina KLK3 variante de transcripcién 2. En otro aspecto, la proteina KLK3
es una proteina KLK3 variante de transcripcion 3. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una proteina KLK3 variante de
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transcripcion 4. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una proteina KLK3 variante de transcripcion 5. En otro aspecto,
la proteina KLK3 es una proteina KLK3 variante de transcripcién 6. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una proteina
RP5 KLKS variante de corte y empalme. En otro aspecto, la proteina KLK3 es cualquier otra proteina KLK3 variante
de corte y empalme conocida en la técnica. En otro aspecto, la proteina KLK3 es cualquier otra proteina KLK3 variante
de transcripcion conocida en la técnica. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 es una proteina KLK3 madura. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una pro-proteina
KLK3. En otro aspecto, la secuencia lider se ha eliminado de una proteina KLK3 madura de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los
métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina KLK3 que es la fuente de un péptido KLK3 de los métodos y las composiciones que se
proporcionan en la presente memoria es una proteina KLK3 humana. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una
proteina KLK3 de primate. En otro aspecto, la proteina KLK3 es una proteina KLK3 de cualquier otra especie conocida
en la técnica. En otro aspecto, una de las proteinas KLK3 anteriores se denomina en la técnica "proteina KLK3". Cada
posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente
memoria.

En otro aspecto, el antigeno de interés es un polipéptido KLK9.

En otro aspecto, el antigeno de interés es HPV-E7. En otro aspecto, el antigeno es HPV-E6. En otro aspecto, el
antigeno es Her-2/neu. En otro aspecto, el antigeno es NY-ESO-1. En otro aspecto, el antigeno es telomerasa (TERT).
En otro aspecto, el antigeno es SCCE. En otro aspecto, el antigeno es CEA. En otro aspecto, el antigeno es LMP-1.
En otro aspecto, el antigeno es p53. En otro aspecto, el antigeno es la anhidrasa carbénica IX (CAIX). En otro aspecto,
el antigeno es PSMA. En otro aspecto, el antigeno es el antigeno de células madre de préstata (PSCA). En otro
aspecto, el antigeno es HMW-MAA. En otro aspecto, el antigeno es WT-1. En otro aspecto, el antigeno es HIV-1 Gag.
En otro aspecto, el antigeno es proteinasa 3. En otro aspecto, el antigeno es proteina 2 relacionada con tirosinasa. En
otro aspecto, el antigeno es PSA (antigeno prostatico especifico). En otro aspecto, el antigeno se selecciona de HPV-
E7, HPV-E6, Her-2, NY-ESO-1, telomerasa (TERT), SCCE, HMW-MAA, WT-1, Gag del VIH-1, CEA, LMP-1, p53,
PSMA, PSCA, proteinasa 3, proteina 2 relacionada con tirosinasa, Mucl, PSA (antigeno prostatico especifico), o una
combinacién de los mismos.

En otro aspecto, el antigeno es un antigeno asociado a un tumor, que en un aspecto es uno de los siguientes antigenos
tumorales: una proteina MAGE (antigeno E asociado a melanoma), por ejemplo, MAGE 1, MAGE 2, MAGE 3, MAGE
4, una tirosinasa; una proteina ras mutante; una proteina p53 mutante; antigeno de melanoma p97, un péptido ras o
péptido p53 asociado con canceres avanzados; los antigenos HPV 16/18 asociados con canceres de cuello uterino,
antigeno KLH asociado con carcinoma de mama, CEA (antigeno carcinoembrionario) asociado con cancer colorrectal,
gp100, un antigeno MART1 asociado con melanoma o el antigeno PSA asociado con cancer de préstata. En otro
aspecto, el antigeno para las composiciones y los métodos que se proporcionan en la presente memoria son antigenos
asociados a melanoma, que en un aspecto son TRP-2, MAGE-1, MAGE-3, gp-100, tirosinasa, HSP-70, beta-HCG, o
una combinacién de los mismos.

En un aspecto, el primer y segundo acido nucleico pueden codificar dos antigenos distintos que sirven como objetivos
tumorales, que en un aspecto son el antigeno prostatico especifico (PSA) y el antigeno de células madre del cancer
de préstata (PSCA). En un aspecto, el polipéptido codificado por el segundo acido nucleico puede complementar o
sinergizar la respuesta inmune al primer acido nucleico que codifica un polipéptido antigénico. En otro aspecto, el
polipéptido codificado por el segundo acido nucleico afecta al crecimiento vascular. En un aspecto, el primer y segundo
acido nucleico pueden codificar dos polipéptidos que afectan al crecimiento vascular, que, en un aspecto, funcionan a
través de distintos mecanismos para afectar al crecimiento vascular. En un aspecto, tales polipéptidos son EGFR-III,
HMW-MAA, o una combinacién de los mismos. En un aspecto, un polipéptido puede servir como antigeno tumoral y
como factor angiogénico. En un aspecto, el primer acido nucleico puede codificar un antigeno tumoral, y el segundo
acido nucleico puede codificar un polipéptido que es un inhibidor de la funcién o expresién de ARG-1 o NOS o una
combinacién. En un aspecto, un inhibidor de NOS es N®-mono-metil-L-arginina (L-NMMA), éster metilico de N®nitro-
L-arginina (L-NAME), 7-NI, L-NIL, o L-NIO. En un aspecto, el acido nucleico puede codificar la N-omega-nitro-L-
arginina, un inhibidor de la éxido nitrico sintasa, y el inhibidor competitivo de la L-arginina. En un aspecto, el segundo
acido nucleico puede codificar un ARNm que inhibe la funcién o expresion de ARG-1 o NOS.

En un aspecto, un polipéptido expresado por la Listeria descrita en la presente memoria puede ser un antagonista del
factor de crecimiento neuropeptidico, que en un aspecto es [D-Arg1, D-Phe5, D-Trp7,9, Leu11] sustancia P, [Arg6, D-
Trp7,9, NmePhe8] sustancia P (6-11). Estos aspectos y los aspectos relacionados los entiende un experto en la
técnica.

En otro aspecto, el antigeno es un antigeno de una enfermedad infecciosa. En un aspecto, el antigeno es un auto-
antigeno o un antigeno propio.

En otros aspectos, el antigeno deriva de un patdégeno fungico, bacterias, parasitos, helmintos o virus. En otros
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aspectos, el antigeno se selecciona de toxoide tetanico, moléculas de hemaglutinina del virus de la gripe, toxoide de
la difteria, gp120 del VIH, proteina gag del VIH, proteasa de IgA, péptido de insulina B, antigenos de Spongospora
subterranea, antigenos de vibrios, antigenos de salmonela, antigenos de neumococos, antigenos del virus sincitial
respiratorio, proteinas de la membrana externa de Haemophilus influenzae, ureasa de Helicobacter pylori, pilinas de
Neisseria meningitidis, pilinas de N. gonorrhoeae, antigenos E1 y E2 del virus del papiloma humano de tipo HPV-16,
-18, -31, -33, -35 0 -45 humanos, o una combinacién de los mismos.

En otros aspectos, el antigeno esta asociado con una de las siguientes enfermedades; colera, difteria, Haemophilus,
hepatitis A, hepatitis B, gripe, sarampion, meningitis, paperas, tos ferina, viruela, neumonia neumocadcica, poliomielitis,
rabia, rubéola, tétanos, tuberculosis, fiebre tifoidea, Varicella-zoster, tos ferina, fiebre amarilla, los inmundégenos y
antigenos de la enfermedad de Addison, alergias, anafilaxia, sindrome de Bruton, cancer, que incluye los tumores
soélidos y los sanguineos, eccema, tiroiditis de Hashimoto, polimiositis, dermatomiositis, diabetes mellitus tipo 1,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida, rechazo de trasplantes, como de rifién, corazén, pancreas, pulmoén, hueso
e higado, enfermedad de Graves, enfermedad autoinmune poliendocrina, hepatitis, poliarteritis microscopica,
poliarteritis nodosa, pénfigo, cirrosis biliar primaria, anemia perniciosa, enfermedad celiaca, nefritis mediada por
anticuerpos, glomerulonefritis, enfermedades reumaticas, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide,
espondiloartritis seronegativa, rinitis, sindrome de Sjogren, esclerosis sistémica, colangitis esclerosante,
granulomatosis de Wegener, dermatitis herpetiforme, psoriasis, vitiligo, esclerosis multiple, encefalomielitis, sindrome
de Guillain-Barré, miastenia grave, sindrome de Lambert-Eaton, esclerética, epiesclerética, uveitis, candidiasis
mucocutanea cronica, urticaria, hipogamaglobulinemia transitoria infantil, mieloma, sindrome de hiper IgM asociado al
cromosoma X, sindrome de Wiskott-Aldrich, ataxia telangiectasia, anemia hemolitica autoinmune, trombocitopenia
autoinmune, neutropenia autoinmune, macroglobulinemia de Waldenstrom, amiloidosis, leucemia linfocitica cronica,
linfoma no Hodgkin, proteina del circumsporozoito de la malaria, antigenos microbianos, antigenos virales,
autoantigenos, y listeriosis. Cada antigeno representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se
proporcionan en la presente memoria.

La respuesta inmune inducida por los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria es,
en otro aspecto, una respuesta de células T. En otro aspecto, la respuesta inmune comprende una respuesta de
células T. En otro aspecto, la respuesta es una respuesta de células T CD8*. En otro aspecto, la respuesta comprende
una respuesta de células T CD8*. Cada posibilidad representa un aspecto distinto como se proporciona en la presente
memoria.

En un aspecto, una Listeria recombinante de las composiciones y los métodos que se proporcionan en la presente
memoria comprende un polipéptido angiogénico. En otro aspecto, los enfoques antiangiogénicos para la terapia del
cancer son muy prometedores, y, en un aspecto, un tipo de terapia antiangiogénica de este tipo selecciona como
objetivo los pericitos. En otro aspecto, los objetivos moleculares en las células endoteliales vasculares y los pericitos
son objetivos importantes para las terapias antitumorales. En otro aspecto, la sefializacion del receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-B/PDGFR-) es importante para reclutar pericitos en los vasos sanguineos
recién formados. Por lo tanto, en un aspecto, los polipéptidos angiogénicos que se proporcionan en la presente
memoria inhiben las moléculas involucradas en la sefializacién de pericitos, que, en un aspecto, es PDGFR-f3.

En un aspecto, las composiciones de la presente invencion comprenden un factor angiogénico, o un fragmento
inmunogénico del mismo, en donde, en un aspecto, el fragmento inmunogénico comprende uno o mas epitopos
reconocidos por el sistema inmune del huésped. En un aspecto, un factor angiogénico es una molécula involucrada
en la formacién de nuevos vasos sanguineos. En un aspecto, el factor angiogénico es VEGFR2. En otro aspecto, un
factor angiogénico descrito en la presente memoria es angiogenina; Angiopoyetina-1; Del-1; Factores de crecimiento
de fibroblastos: acido (aFGF) y basico (bFGF); Folistatina; Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF);
Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)/factor de dispersion (SF); Interleucina-8 (IL-8); Leptina; Midkina; Factor
de crecimiento placentario; Factor de crecimiento de células endoteliales derivado de plaquetas (PD-ECGF); Factor
de crecimiento derivado de plaquetas-BB (PDGF-BB); Pleiotrofina (PTN); Progranulina; Prolifina; Factor de crecimiento
transformante alfa (TGF-alfa); Factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta); Factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-alfa); Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)/factor de permeabilidad vascular (VPF). En otro aspecto,
un factor angiogénico es una proteina angiogénica. En un aspecto, un factor de crecimiento es una proteina
angiogénica. En un aspecto, una proteina angiogénica para uso en las composiciones y métodos descritos en la
presente memoria son los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF); VEGF; VEGFR y neuropilina 1 (NRP-1);
Angiopoyetina 1 (Ang1) y Tie2; Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF; homodimero BB) y PDGFR;
Factor de crecimiento transformante beta (TGF-f), endoglina y receptores de TGF-f3; proteina-1 quimiotactica de
monocitos (MCP-1); Integrinas aV3, aVB5 y a5B1; VE-cadherina y CD31; efrina; activadores de plasminégeno;
inhibidor del activador de plasminégeno-1; éxido nitrico sintasa (NOS) y COX-2; AC133; o I1d1/Id3. En un aspecto, una
proteina angiogénica para uso en las composiciones y métodos descritos en la presente memoria es una
angiopoyetina, que en un aspecto es la angiopoyetina 1, la angiopoyetina 3, la angiopoyetina 4 o la angiopoyetina 6.
En un aspecto, la endoglina también se conoce como CD105; EDG; HHT1; ORW; u ORW1. En un aspecto, la
endoglina es un co-receptor de TGFbeta.

En un aspecto, las vacunas contra el cancer que se proporcionan en la presente memoria generan células T efectoras
que pueden infiltrarse en el tumor, destruir las células tumorales y erradicar la enfermedad. En un aspecto, los linfocitos
infiltrantes de tumores que se dan de manera natural (TILs) estan asociados a un mejor pronéstico en varios tumores,
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como los de colon, ovario y melanoma. En el cancer de colon, los tumores sin signos de micrometastasis tienen una
mayor infiltracion de células inmunitarias y un perfil de expresion Th1, que se correlaciona con una mejor supervivencia
de los pacientes. Ademas, la infiltracion del tumor por las células T se ha asociado con el éxito de los enfoques
inmunoterapéuticos tanto en ensayos preclinicos como en humanos. En un aspecto, la infiltracién de linfocitos en el
sitio del tumor depende de la regulacion al alza de las moléculas de adhesion en las células endoteliales de la
vasculatura del tumor, generalmente por citoquinas proinflamatorias, tales como IFN-y, TNF-a e IL-1. Se han implicado
varias moléculas de adhesion en el proceso de infiltracién de linfocitos en tumores, incluida la molécula de adhesién
intercelular 1 (ICAM-1), la molécula de adhesiéon de células endoteliales vasculares 1 (V-CAM-1), la proteina de
adhesion vascular 1 (VAP-1) y E-selectina. Sin embargo, estas moléculas de adhesion celular suelen estar reguladas
a la baja en la vasculatura del tumor. Por lo tanto, en un aspecto, las vacunas contra el cancer que se proporcionan
en la presente memoria aumentan los TILs, regulan al alza las moléculas de adhesién (en un aspecto, ICAM-1, V-
CAM-1, VAP-1, E-selectina, o una combinacion de las mismas), regulan las citocinas proinflamatorias (en un aspecto,
IFN-y, TNF-q, IL-1, o una combinacion de las mismas), o una combinacion de las mismas.

En un aspecto, las composiciones y los métodos que se proporcionan en la presente memoria proporcionan una
terapia antiangiogénica, que, en un aspecto, puede mejorar las estrategias de inmunoterapia. En un aspecto, las
composiciones y los métodos que se proporcionan en la presente memoria evitan la anergia de las células endoteliales
in vivo mediante el aumento de las moléculas de adhesion en los vasos tumorales y la mejora de las interacciones de
los leucocitos y los vasos, lo que aumenta el nimero de leucocitos infilirantes de tumores, como las células T CD8".
Curiosamente, la proteccion antitumoral mejorada se correlaciona con un nimero aumentado de células T infiltrantes
en tumores CD4* y CD8* activadas y una disminucion pronunciada del nimero de células T reguladoras en el tumor
tras el bloqueo de VEGF.

En un aspecto, la administracion de un antigeno antiangiogénico simultdneamente con un antigeno asociado a un
tumor a un huésped afectado por un tumor, como se describe en la presente memoria, tendra un efecto sinérgico en
el impacto del crecimiento tumoral y una eficacia terapéutica mas potente.

En otro aspecto, la seleccion como objetivo de los pericitos mediante la vacunacién conducira a la infiltracion de
linfocitos T citotoxicos (CTL), la destruccion de pericitos, la desestabilizacion de los vasos sanguineos y la inflamacion
vascular, que en otro aspecto esta asociada con la regulacion positiva de las moléculas de adhesion en las células
endoteliales que son importantes para la adherencia y la transmigracion de los linfocitos, mejorando en ultima instancia
la capacidad de los linfocitos de infiltrarse en el tejido tumoral. En otro aspecto, la administracion concomitante de un
antigeno especifico del tumor genera linfocitos capaces de invadir el sitio tumoral y destruir las células tumorales.

En un aspecto, la sefalizacion del receptor de factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-B/PDGFR-B) es
importante para incorporar pericitos en los vasos sanguineos recién formados. En otro aspecto, la inhibicion de
VEGFR-2 y PDGFR-f induce de manera concomitante la apoptosis de las células endoteliales y la regresion de los
vasos sanguineos tumorales, en una realizacion, aproximadamente del 40% de los vasos sanguineos tumorales.

La cepa de Listeria recombinante de la invencion es una cepa de Listeria auxotréfica que es un mutante dal/dat. En
otro aspecto, la molécula de acido nucleico se mantiene estable en la cepa bacteriana recombinante en ausencia de
seleccion con antibidticos.

Los mutantes auxotrofos Utiles como vectores de vacunas se pueden generar de varias maneras. Los mutantes
auxotroficos de D-alanina se pueden generar, en un aspecto, a través de la ruptura del gen dal y del gen dat para
generar una cepa auxotréfica atenuada de Listeria que requiere D-alanina afiadida exégenamente para el crecimiento.

La generacion de cepas AA de Listeria deficientes en D-alanina, por ejemplo, puede llevarse a cabo de varias maneras
que son muy conocidas para los expertos en la técnica, incluyendo mutagénesis por delecion, mutagénesis por
insercion y mutagénesis que resulta en la generacion de mutaciones de desplazamiento del marco de lectura,
mutaciones que causan la terminacion prematura de una proteina, o la mutacién de secuencias reguladoras que
afectan ala expresion génica. En otro aspecto, la mutagénesis se puede lograr usando técnicas de ADN recombinante
o utilizando la tecnologia de mutagénesis tradicional usando productos quimicos mutagénicos o radiacion, y la
posterior seleccion de mutantes. En otro aspecto, se prefieren los mutantes por delecién debido a la baja probabilidad
asociada de reversion del fenotipo auxotréfico. En otro aspecto, los mutantes de D-alanina que se generan de acuerdo
con los protocolos presentados en la presente memoria pueden ensayarse para determinar su capacidad de crecer
en ausencia de D-alanina en un ensayo de cultivo de laboratorio simple. En otro aspecto, los mutantes que no pueden
crecer en ausencia de este compuesto se seleccionan para un estudio adicional.

En otro aspecto, ademas de los genes asociados a D-alanina mencionados anteriormente, se pueden usar otros genes
implicados en la sintesis de una enzima metabdlica, como se proporciona en la presente memoria, como objetivos
para la mutagénesis de Listeria.

La cepa de Listeria auxotréfica de la invencion comprende un vector de expresion episomal que comprende una
enzima metabdlica que complementa la auxotrofia de dicha cepa de Listeria auxotréfica. En otro aspecto, la
construccion esta contenida en la cepa de Listeria de una manera episomal. En otro aspecto, el antigeno exdgeno se
expresa a partir de un vector albergado por la cepa de Listeria recombinante. En otro aspecto, dicho vector de
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expresion episomal carece de un marcador de resistencia a antibiéticos. En un aspecto, un antigeno de los métodos
y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria se fusiona genéticamente con un oligopéptido que
comprende una secuencia PEST. En otro aspecto, dicho polipéptido endégeno que comprende una secuencia PEST
es LLO. En otro aspecto, dicho polipéptido endégeno que comprende una secuencia PEST es ActA. Cada posibilidad
representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la enzima metabdlica complementa un gen metabdlico endégeno que falta en el resto del cromosoma
de la cepa bacteriana recombinante. En un aspecto, el gen metabdlico enddgeno estd mutado en el cromosoma. En
otro aspecto, el gen metabdlico endégeno esta delecionado del cromosoma. En otro aspecto, dicha enzima metabdlica
es una enzima del metabolismo de aminoacidos. En otro aspecto, dicha enzima metabdlica cataliza la formaciéon de
un aminoacido utilizado para la sintesis de la pared celular en dicha cepa de Listeria recombinante. En otra realizacién,
dicha enzima metabdlica es una enzima alanina racemasa. En otra realizacién, dicha enzima metabdlica es una
enzima D-aminoacido transferasa. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones
que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la enzima metabdlica cataliza la formacién de un aminoacido (AA) utilizado en la sintesis de la pared
celular. En otro aspecto, la enzima metabdlica cataliza la sintesis de un AA utilizado en la sintesis de la pared celular.
En otro aspecto, la enzima metabdlica esta involucrada en la sintesis de un AA usado en la sintesis de la pared celular.
En otro aspecto, el AA se utiliza en la biogénesis de la pared celular. Cada posibilidad representa un aspecto distinto
de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la enzima metabdlica es una enzima sintética para el acido D-glutamico, un componente de la pared
celular.

En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por un gen de alanina racemasa (dal). En otro aspecto, el gen
dal codifica alanina racemasa, que cataliza la reaccion L-alanina <> D-alanina.

El gen dal de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria esta codificado, en otro
aspecto, por la secuencia: atggtgacaggctggcatcgtccaacatggatigaaatagaccgcgcagcaatticgcgaaaatataaaaaatgaacaaaa
taaactcccggaaagtgtcgacttatgggcagtagtcaaagctaatgcatatggtcacggaattatcgaagttgctaggacggcgaaagaagctggagcaaaaggt
ttctgcgtagccattttagatgaggcactggctcttagagaagctggatttcaagatgactttattcttgtgcttggtgcaaccagaaaagaagatgctaatctggcagceca
aaaaccacatttcacttactgtttttagagaagattggctagagaatctaacgctagaagcaacacttcgaattcatttaaaagtagatagcggtatggggcegtctcggt
attcgtacgactgaagaagcacggcgaattgaagcaaccagtactaatgatcaccaattacaactggaaggtatttacacgcattttgcaacagccgaccagctaga
aactagttattttgaacaacaattagctaagttccaaacgattttaacgagtttaaaaaaacgaccaacttatgtticatacagccaattcagctgcttcattgttacagcca
caaatcgggtttgatgcgattcgctttggtatttcgatgtatggattaactccctccacagaaatcaaaactagcttgccegtttgagcttaaacctgcacttgcactctatace
gagatggttcatgtgaaagaacttgcaccaggcgatagcgttagctacggagcaacttatacagcaacagagcgagaatgggttgcgacattaccaattggctatge
ggatggattgattcgtcattacagtggtttccatgttttagtagacggtgaaccagctccaatcattggtcgagtttgtatggatcaaaccatcataaaactaccacgtgaat
ttcaaactggttcaaaagtaacgataattiggcaaagatcatggtaacacggtaacagcagatgatgccgctcaatatttagatacaattaattatgaggtaacttgtttgtt
aaatgagcgcataccta-gaaaatacatccattag (SEQ ID N°: 42; n° de acceso de GenBank: AF038438). En otro aspecto, el
nucledtido que codifica dal es homdlogo a la SEQ ID N°: 42. En otro aspecto, el nucleétido que codifica dal es una
variante de la SEQ ID N°: 42. En otro aspecto, el nucleétido que codifica dal es un fragmento de la SEQ ID N°: 42. En
otro aspecto, la proteina dal esta codificada por cualquier otro gen dal conocido en la técnica. Cada posibilidad
representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina dal tiene la secuencia: MVTGWHRPTWIEIDRAAIRENIKNEQNKLPESVDLWAVVKANAY
GHGIIEVARTAKEAGAKGFCVAILDEALALREAGFQDDFILVLGATRKEDANLAAKNHISLTVFREDWLENLTLEATLRIH
LKVDSGMGRLGIRTTEEARRIEATSTNDHQLQLEGIYTHFATADQLETSYFEQQLAKFQTILTSLKKRPTYVHTANSAA

SLLQPQIGFDAIRFGISMYGLTPSTEIKTSLPFELKPALALYTEMVHVKELAPGDSVSYGATYTATEREWVATLPIGYAD

GLIRHYSGFHVLVDGEPAPIIGRVCMDQTIIKLPREFQTGSKVTIIGKDHGNTVTADDAAQYLDTINYEVTCLLNERIPRK
YIH (SEQ ID N°: 43; n° de acceso de GenBank: AF038428). En otro aspecto, la proteina dal es homéloga a la SEQ ID
N°: 43. En otro aspecto, la proteina dal es una variante de la SEQ ID N°: 43. En otro aspecto, la proteina dal es un
isdmero de la SEQ ID N°: 43. En otro aspecto, la proteina dal es un fragmento de la SEQ ID N°: 43. En otro aspecto,
la proteina dal es un fragmento de un homodlogo de la SEQ ID N°: 43. En otro aspecto, la proteina dal es un fragmento
de una variante de la SEQ ID N°: 43. En otro aspecto, la proteina dal es un fragmento de un isémero de la SEQ ID N°:
43.

En otro aspecto, la proteina dal es cualquier otra proteina dal de Listeria conocida en la técnica. En otro aspecto, la
proteina dal es cualquier otra proteina dal grampositiva conocida en la técnica. En otro aspecto, la proteina dal es
cualquier otra proteina dal conocida en la técnica. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y
las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina dal de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria
conserva su actividad enzimatica. En otro aspecto, la proteina dal retiene el 90% de la actividad de tipo natural. En
otro aspecto, la proteina dal retiene el 80% de la actividad de tipo natural. En otro aspecto, la proteina dal retiene el
70% de la actividad de tipo natural. En otro aspecto, la proteina dal retiene el 60% de la actividad de tipo natural. En
otro aspecto, la proteina dal retiene el 50% de la actividad de tipo natural. En otro aspecto, la proteina dal retiene el
40% de la actividad de tipo natural. En otro aspecto, la proteina dal retiene el 30% de la actividad de tipo natural. En
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otro aspecto, la proteina dal retiene el 20% de la actividad de tipo natural. En otro aspecto, la proteina dal retiene el
10% de la actividad de tipo natural. En otro aspecto, la proteina dal retiene el 5% de la actividad de tipo natural. Cada
posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente
memoria.

En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por un gen de D-aminoacido aminotransferasa (dat). La sintesis
de acido D-glutamico esta controlada en parte por el gen dat, que esta involucrado en la conversion de D-glu + pyr a
alfa-cetoglutarato + D-ala, y la reaccion inversa.

En otro aspecto, un gen dat utilizado en la presente invencion tiene la secuencia expuesta en el nimero de acceso de
GenBank AF038439. En otro aspecto, el gen dat es cualquier otro gen dat conocido en la técnica. Cada posibilidad
representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

El gen dat de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria esta codificado, en otro
aspecto, por la secuencia: atgaaagtattagtaaataaccatttagttgaaagagaagatgccacagttgacattgaagaccgcggatatca
gtttggtgatggtgtatatgaagtagttcgtctatataatggaaaattctttacttataatgaacacattgatcgcttatatgctagtgcagcaaaaattgacttagttattcctta
ttccaaagaagagctacgtgaattacttgaaaaattagttgccgaaaataatatcaatacagggaatgtctatttacaagtgactcgtggtgticaaaacccacgtaatc
atgtaatccctgatgatttccctctagaaggcegttttaacagcagcagctcgtgaagtacctagaaacgagcgtcaattcgtigaaggtggaacggcegattacagaag

aagatgtgcgctggttacgctgtgatattaagagcttaaaccttttaggaaatattctagcaaaaaataaagcacatcaacaaaatgctttggaagctattttacatcgcg
gggaacaagtaacagaatgttctgcttcaaacgtttctattattaaagatggtgtattatggacgcatgcggcagataacttaatcttaaatggtatcactcgtcaagttatc
attgatgttgcgaaaaagaatggcattcctgttaaagaagcggatttcactttaacagaccttcgtgaagcggatgaagtgttcatttcaagtacaactattgaaattaca

cctattacgcatattgacggagttcaagtagctgacggaaaacgtggaccaattacagcgcaacttcatcaatattttgtagaagaaatcactcgtgcatgtggcgaatt
agagtttgcaaaataa (SEQ ID N°: 44; n° de acceso de GenBank: AF038439). En otro aspecto, el nucledtido que codifica
dat es homologo a la SEQ ID N°: 44. En otro aspecto, el nucleétido que codifica dat es una variante de la SEQ ID N°:
44. En otro aspecto, el nucledtido que codifica dat es un fragmento de la SEQ ID N°: 44. En otro aspecto, la proteina
dat esta codificada por cualquier otro gen dat conocido en la técnica. Cada posibilidad representa un aspecto distinto
de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina dat tiene la secuencia: MKVLVNNHLVEREDATVDIEDRGYQFGDGVYEVVRLYNGKF
FTYNEHIDRLYASAAKIDLVIPYSKEELRELLEKLVAENNINTGNVYLQVTRGVQNPRNHVIPDDFPLEGVLTAAAREVP
RNERQFVEGGTAITEEDVRWLRCDIKSLNLLGNILAKNKAHQQNALEAILHRGEQVTECSASNVSIIKDGVLWTHAADN
LILNGITRQVIIDVAKKNGIPVKEADFTLTDLREADEVFISSTTIEITPITHIDGVQVADGKRGPITAQLHQYFVEEITRACG
ELEFAK (SEQ ID N°: 45; n° de acceso de GenBank: AF038439). En otro aspecto, la proteina dat es homdloga a la
SEQ ID N°: 45. En otro aspecto, la proteina dat es una variante de la SEQ ID N°: 45. En otro aspecto, la proteina dat
es un isémero de la SEQ ID N°: 45. En otro aspecto, la proteina dat es un fragmento de la SEQ ID N°: 45. En otro
aspecto, la proteina dat es un fragmento de un homoélogo de la SEQ ID N°: 45. En otro aspecto, la proteina dat es un
fragmento de una variante de la SEQ ID N°: 45. En otro aspecto, la proteina dat es un fragmento de un isémero de la
SEQ ID N°: 45.

En otro aspecto, la proteina dat es cualquier otra proteina dat de Listeria conocida en la técnica. En otro aspecto, la
proteina dat es cualquier otra proteina dat grampositiva conocida en la técnica. En otro aspecto, la proteina dat es
cualquier otra proteina dat conocida en la técnica. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y
las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la proteina dat de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria
retiene su actividad enzimatica. En otro aspecto, la proteina dat retiene el 90% de la actividad de tipo natural. En otro
aspecto, la proteina dat retiene el 80% de la actividad de tipo natural. En otro aspecto, la proteina dat retiene el 70%
de la actividad de tipo natural. En otro aspecto, la proteina dat retiene el 60% de la actividad de tipo natural. En otro
aspecto, la proteina dat retiene el 50% de la actividad de tipo natural. En otro aspecto, la proteina dat retiene el 40%
de la actividad de tipo natural. En otro aspecto, la proteina dat retiene el 30% de la actividad de tipo natural. En otro
aspecto, la proteina dat retiene el 20% de la actividad de tipo natural. En otro aspecto, la proteina dat retiene el 10%
de la actividad de tipo natural. En otro aspecto, la proteina dat retiene el 5% de la actividad de tipo natural. Cada
posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente
memoria.

En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por dga. La sintesis de acido D-glutdmico también esta
controlada en parte por el gen dga, y un mutante auxotréfico para la sintesis de acido D-glutamico no crecera en
ausencia de acido D-glutamico (Pucci et al, 1995, J. Bacteriol. 177: 336-342). En otro sentido, la Listeria recombinante
es auxotréfica para el acido D-glutamico. Un ejemplo adicional incluye un gen involucrado en la sintesis del acido
diaminopimélico. Dichos genes de sintesis codifican la beta-semialdehido deshidrogenasa, y cuando se inactivan,
hacen que un mutante sea auxotréfico para esta via de sintesis (Sizemore et al, 1995, Science 270: 299-302). En otro
aspecto, la proteina dga es cualquier otra proteina dga de Listeria conocida en la técnica. En otro aspecto, la proteina
dga es cualquier otra proteina dga grampositiva conocida en la técnica. Cada posibilidad representa un aspecto distinto
de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por un gen air (alanina racemasa). En otro aspecto, la enzima
metabdlica es cualquier otra enzima conocida en la técnica que participa en la sintesis de alanina. En otro aspecto, la
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enzima metabdlica es cualquier otra enzima conocida en la técnica que participa en la sintesis de L-alanina. En otro
aspecto, la enzima metabdlica es cualquier otra enzima conocida en la técnica que participa en la sintesis de D-alanina.
En otro aspecto, la Listeria recombinante es auxotréfica para la D-alanina. Las bacterias auxotroficas para la sintesis
de alanina son muy conocidas en la técnica y se describen, por ejemplo, en E. coli (Strych et al, 2002, J. Bacteriol.
184: 4321-4325), Corynebacterium glutamicum (Tauch et al., 2002, J. Biotechnol 99: 79-91), y Listeria monocytogenes
(Frankel et al., Patente de EE. UU. 6.099.848), género Lactfococcus y género Lactobacillus (Bron et al, 2002, Appl
Environ Microbiol, 68: 5663-70). En otro aspecto, cualquier gen de sintesis de D-alanina conocido en la técnica esta
inactivado. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan
en la presente memoria.

En otro aspecto, la enzima metabdlica es una aminoacido aminotransferasa.

En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por serC, una fosfoserina aminotransferasa. En otro aspecto, la
enzima metabdlica esta codificada por la asd (aspartato beta-semialdehido deshidrogenasa), que participa en la
sintesis del acido diaminopimélico de la pared celular. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por gsaB-
glutamato-1-semialdehido aminotransferasa, que cataliza la formacién de 5-aminolevulinato a partir de (S)-4-amino-5-
oxopentanoato. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por HemL, que cataliza la formacién de 5-
aminolevulinato a partir de (S)-4-amino-5-oxopentanoato. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por
aspB, una aspartato aminotransferasa que cataliza la formacion de oxaloacetato y L-glutamato a partir de L-aspartato
y 2-oxoglutarato. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por argF-1, involucrada en la biosintesis de
arginina. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por aroE, involucrada en la biosintesis de aminoacidos.
En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por aroB, involucrada en la biosintesis de 3-deshidroquinato.
En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por aroD, involucrada en la biosintesis de aminoacidos. En otro
aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por aroC, involucrada en la biosintesis de aminoacidos. En otro aspecto,
la enzima metabdlica esta codificada por hisB, involucrada en la biosintesis de histidina. En otro aspecto, la enzima
metabdlica esta codificada por hisD, involucrada en la biosintesis de histidina. En otro aspecto, la enzima metabdlica
esta codificada por hisG, involucrada en la biosintesis de histidina. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta
codificada por metX, involucrada en la biosintesis de metionina. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada
por proB, involucrada en la biosintesis de prolina. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por argR,
involucrada en la biosintesis de arginina. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por argJ, involucrada
en la biosintesis de arginina. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por thil, involucrada en la
biosintesis de tiamina. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por LMOf2365 1652, involucrada en la
biosintesis de triptéfano. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por aroA, involucrada en la biosintesis
de triptéfano. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por ilvD, involucrada en la biosintesis de valina e
isoleucina. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por ilvC, involucrada en la biosintesis de valina e
isoleucina. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por leuA, involucrada en la biosintesis de leucina.
En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada por dapF, involucrada en la biosintesis de lisina. En otro aspecto,
la enzima metabdlica esta codificada por thrB, involucrada en la biosintesis de treonina (todas con el n° de acceso de
GenBank NC_002973).

En otro aspecto, la enzima metabdlica es una ARNt sintetasa. En otro aspecto, la enzima metabdlica esta codificada
por el gen trpS, que codifica la triptofanilo ARNt sintetasa. En otro aspecto, la enzima metabdlica es cualquier otra
ARNt sintetasa conocida en la técnica. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, una cepa de Listeria recombinante como se proporciona en la presente memoria se ha pasado a
través de un huésped animal. En otro aspecto, el paso maximiza la eficacia de la cepa como vector de vacuna. En
otro aspecto, el paso estabiliza la inmunogenicidad de la cepa de Listeria. En otro aspecto, el paso estabiliza la
virulencia de la cepa de Listeria. En otro aspecto, el paso aumenta la inmunogenicidad de la cepa de Listeria. En otro
aspecto, el paso aumenta la virulencia de la cepa de Listeria. En otro aspecto, el paso elimina las subcepas inestables
de la cepa de Listeria. En otro aspecto, el paso reduce la prevalencia de las subcepas inestables de la cepa de Listeria.
En otro aspecto, el paso atenua la cepa, o, en otro aspecto, hace que la cepa sea menos virulenta. Los métodos para
hacer pasar una cepa de Listeria recombinante a través de un huésped animal son muy conocidos en la técnica, y se
describen, por ejemplo, en la solicitud de patente de Estados Unidos de n° de serie 10/541.614. Cada posibilidad
representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

La cepa de Listeria recombinante de la invencién es, en otra realizacion, una cepa de Listeria monocytogenes
recombinante. En otro aspecto, la cepa de Listeria es una cepa de Listeria seeligeri recombinante. En otro aspecto, la
cepa de Listeria es una cepa de Listeria grayi recombinante. En otro aspecto, la cepa de Listeria es una cepa de
Listeria ivanovii recombinante. En otro aspecto, la cepa de Listeria es una cepa de Listeria murrayi recombinante. En
otro aspecto, la cepa de Listeria es una cepa de Listeria welshimeri recombinante. En otro aspecto, la cepa de Listeria
es una cepa recombinante de cualquier otra especie de Listeria conocida en la técnica. Cada posibilidad representa
un aspecto distinto como se proporciona en la presente memoria. En otro aspecto, las secuencias de proteinas de
Listeria para el uso en los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria son de cualquiera
de las cepas descritas anteriormente.

En un aspecto, una cepa de Listeria monocytogenes, como se proporciona en la presente memoria, es la cepa EGD,
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la cepa 104038, la cepa NICPBP 54002, la cepa S3, la cepa NCTC 5348, la cepa NICPBP 54006, la cepa M7, la cepa
S19 u otra cepa de Listeria monocytogenes que se conoce en la técnica.

En otro aspecto, la cepa de Listeria recombinante es una cepa de vacuna, que, en un aspecto, es una cepa de vacuna
bacteriana.

En un aspecto, una vacuna es una composicion que provoca una respuesta inmune a un antigeno o polipéptido de la
composicién como resultado de la exposicion a la composicion. En otro aspecto, la vacuna comprende adicionalmente
un adyuvante, citocina, quimiocina o una combinacién de los mismos. En otro aspecto, la vacuna o composicion
comprende adicionalmente células presentadoras de antigenos (APC), que en un aspecto son autdlogas, mientras
que, en otro aspecto, son alogénicas para el sujeto.

En un aspecto, una "vacuna" es una composicion que provoca una respuesta inmune en un huésped a un antigeno o
polipéptido de la composicion como resultado de la exposicién a la composicién. En un aspecto, la respuesta inmune
es a un antigeno particular o a un epitopo particular del antigeno. En un aspecto, la vacuna puede ser una vacuna
peptidica, en otro aspecto, una vacuna de ADN. En otro aspecto, la vacuna puede estar contenida dentro y, en otro
aspecto, se puede administrar mediante, una célula, que en un aspecto es una célula bacteriana, que en un aspecto
es una Listeria. En un aspecto, una vacuna puede evitar que un sujeto contraiga o desarrolle una enfermedad o
afeccion, en el que, en otro aspecto, una vacuna puede ser terapéutica para un sujeto que tiene una enfermedad o
afeccion. En un aspecto, una vacuna descrita en la presente memoria comprende una composicion descrita en la
presente memoria y un adyuvante, citocina, quimiocina o una combinacion de los mismos.

La presente invencion proporciona una composicion inmunogénica que comprende una Listeria recombinante de la
presente invencion. En otro aspecto, la composicion inmunogénica de los métodos y las composiciones de la presente
invencidon comprende un vector de vacuna recombinante descrito en la presente memoria. En otro aspecto, la
composicion inmunogénica comprende un plasmido descrito en la presente memoria. La composicion inmunogénica
de la presente invencion comprende un adyuvante. En un aspecto, un vector descrito en la presente memoria puede
administrarse como parte de una composicion de vacuna. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de la
presente descripcion.

En otro aspecto, una vacuna descrita en la presente memoria se administra con un adyuvante. En un aspecto, el
adyuvante favorece una respuesta inmune predominantemente mediada por Th1. En otro aspecto, el adyuvante
favorece una respuesta inmune de tipo Th1. En otro aspecto, el adyuvante favorece una respuesta inmune mediada
por Th1. En otro aspecto, el adyuvante favorece una respuesta inmune mediada por células sobre una respuesta
mediada por anticuerpos. En otro aspecto, el adyuvante es cualquier otro tipo de adyuvante conocido en la técnica.
En otro aspecto, la composicién inmunogénica induce la formacién de una respuesta inmune de células T contra la
proteina objetivo.

En otro aspecto, el adyuvante es MPL. En otra realizacion, el adyuvante es QS21. En otro aspecto, el adyuvante es
un agonista de TLR. En otro aspecto, el adyuvante es un agonista de TLR4. En otro aspecto, el adyuvante es un
agonista de TLR9. En otro aspecto, el adyuvante es Resiquimod®. En otro aspecto, el adyuvante es imiquimod. En
otro aspecto, el adyuvante es un oligonucleétido CpG. En otro aspecto, el adyuvante es una citocina o un acido
nucleico que codifica la misma. En otro aspecto, el adyuvante es una quimiocina o un acido nucleico que codifica la
misma. En otro aspecto, el adyuvante es IL-12 o un acido nucleico que codifica la misma. En otro aspecto, el adyuvante
es IL-6 o un acido nucleico que codifica la misma. En otro aspecto, el adyuvante es un lipopolisacarido. En otro aspecto,
el adyuvante es como se describe en Fundamental Immunology, 52 ed. (Agosto de 2003): William E. Paul (Editor);
Lippincott Williams & Wilkins Publishers; Capitulo 43: Vacunas, GJV Nossal. En otro aspecto, el adyuvante es cualquier
otro adyuvante conocido en la técnica. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En una realizacién, en la presente memoria se proporciona una cepa de Listeria de la invencion para el uso en la
induccion de una respuesta inmune al PSA en un sujeto. En un aspecto, en la presente memoria se proporciona un
método para inducir una respuesta inmune anti-angiogénica a un antigeno en un sujeto que comprende administrar
una cepa de Listeria recombinante a dicho sujeto. En otro aspecto, dicha cepa de Listeria recombinante comprende
una primera y una segunda molécula de acido nucleico. En otro aspecto, cada una de dichas moléculas de acido
nucleico codifica un antigeno heterdlogo. En otro aspecto mas, dicha primera molécula de acido nucleico se integra
de forma operable en el genoma de Listeria como un marco de lectura abierto con un polipéptido endégeno que
comprende una secuencia PEST.

En una realizacién, en la presente memoria se proporciona una cepa de Listeria de la invencion para el uso en el
tratamiento, la supresion o inhibicidon de un cancer o un tumor en un sujeto. En otro aspecto, dicha cepa de Listeria
recombinante comprende una primera y una segunda molécula de acido nucleico. En otro aspecto, cada una de dichas
moléculas de acido nucleico codifica un antigeno heterélogo. En otro aspecto mas, dicha primera molécula de acido
nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria como un marco de lectura abierto con una secuencia
de acido nucleico que codifica un polipéptido enddgeno que comprende una secuencia PEST. En otro aspecto, al
menos uno de dichos antigenos se expresa en al menos una célula de dichas células cancerosas.

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2741730 T3

En una realizacioén, en la presente memoria se proporciona una cepa de Listeria de la invencion para el uso en la
prevencion o el retraso de la aparicion de un cancer en un sujeto. En otro aspecto, en la presente memoria se
proporciona un método para retrasar la progresion hasta un cancer en un sujeto, que comprende administrar una cepa
de Listeria recombinante a dicho sujeto. En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para
prolongar la remisiéon de un cancer en un sujeto, que comprende administrar una cepa de Listeria recombinante a
dicho sujeto. En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para disminuir el tamafio de un tumor
existente en un sujeto, que comprende administrar una cepa de Listeria recombinante a dicho sujeto. En otro aspecto,
en la presente memoria se proporciona un método para prevenir el crecimiento de un tumor existente en un sujeto,
que comprende administrar una cepa de Listeria recombinante a dicho sujeto. En otro aspecto, en la presente memoria
se proporciona un método para prevenir el crecimiento de tumores nuevos o adicionales en un sujeto, que comprende
administrar una cepa de Listeria recombinante a dicho sujeto.

En un aspecto, el cancer o los tumores se pueden prevenir en poblaciones especificas que se sabe que son
susceptibles a un cancer o un tumor en particular. En un aspecto, tal susceptibilidad puede deberse a factores
ambientales, como el tabaquismo, que, en un aspecto, puede provocar que una poblacion esté sujeta al cancer de
pulmén, mientras que, en otro aspecto, tal susceptibilidad puede deberse a factores genéticos, por ejemplo la poblacion
con mutaciones BRCA1/2 puede ser susceptible, en un aspecto, al cancer de mama, y, en otro aspecto, al cancer de
ovario. En otro aspecto, una o mas mutaciones en el cromosoma 8qg24, el cromosoma 17912 y el cromosoma 17q24.3
pueden aumentar la susceptibilidad al cancer de prostata, como se conoce en la técnica. Otros factores genéticos y
ambientales que contribuyen a la susceptibilidad al cancer son conocidos en la técnica.

En otro aspecto, un método descrito en la presente memoria comprende ademas la etapa de reforzar al sujeto humano
con una cepa de Listeria recombinante como se proporciona en la presente memoria. En otro aspecto, la cepa de
Listeria recombinante usada en la inoculacion de refuerzo es la misma que la cepa usada en la inoculacion inicial de
"sensibilizacion". En otro aspecto, la cepa de refuerzo es diferente de la cepa de sensibilizacion. En otro aspecto, se
usan las mismas dosis en las inoculaciones de sensibilizacion y refuerzo. En otro aspecto, se usa una dosis mayor en
el refuerzo. En otro aspecto, se usa una dosis menor en el refuerzo. Cada posibilidad representa un aspecto distinto
de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En un aspecto, la primera o la segunda molécula de acido nucleico codifica un antigeno prostatico especifico (PSA),
y el método es para tratar, inhibir o suprimir el cancer de prostata. En otro aspecto, la primera o la segunda molécula
de acido nucleico codifica PSA y el método es para tratar, inhibir o suprimir el cancer de ovario. En otro aspecto, la
primera o la segunda molécula de acido nucleico codifica PSA y el método es para tratar, inhibir o suprimir la metastasis
del cancer de proéstata, que en un aspecto comprende la metastasis en el hueso, y en otro aspecto, la metastasis en
otros organos. En otro aspecto, la primera o la segunda molécula de acido nucleico codifica PSA y el método es para
tratar, inhibir o suprimir la metastasis del cancer de prostata en los huesos. En otro aspecto mas, el método es para
tratar, inhibir o suprimir la metastasis del cancer de prostata en otros érganos. En otro aspecto, la primera o la segunda
molécula de acido nucleico codifica PSA y el método es para tratar, inhibir o suprimir el cancer de mama. En otro
aspecto, la primera o la segunda molécula de acido nucleico codifica PSA y el método es para tratar, inhibir o suprimir
el cancer de ovario y de mama.

En un aspecto, la primera o la segunda molécula de acido nucleico codifica un antigeno asociado a melanoma de alto
peso molecular (HMW-MAA) y el método es para tratar, inhibir o suprimir el melanoma. En otro aspecto, la primera o
la segunda molécula de acido nucleico codifica HMW-MAA y el método es para tratar, inhibir o suprimir el cancer de
mama. En otro aspecto, la primera o la segunda molécula de acido nucleico codifica HMW-MAA y el método es para
tratar, inhibir o suprimir el cancer de ovario. En otro aspecto, la primera o la segunda molécula de acido nucleico
codifica HMW-MAA y el método es para tratar, inhibir o suprimir las lesiones de nevos benignos. En otro aspecto, la
primera o la segunda molécula de acido nucleico codifica HMW-MAA y el método es para tratar, inhibir o suprimir el
carcinoma de células basales. En otro aspecto, la primera o la segunda molécula de acido nucleico codifica HMW-
MAA y el método es para tratar, inhibir o suprimir un tumor de origen de la cresta neural, que, en un aspecto, es un
astrocitoma, glioma, neuroblastoma, sarcoma o una combinacion de los mismos. En otro aspecto, la primera o la
segunda molécula de acido nucleico codifica HMW-MAA y el método es para tratar, inhibir o suprimir una leucemia
infantil, que, en un aspecto, es leucemia linfoblastica aguda infantil, y, en otro aspecto, es leucemia mieloide aguda
infantil (que, en un aspecto, es leucemia mieldgena aguda, leucemia mieloide aguda, leucemia mielocitica aguda o
leucemia no linfocitica aguda) y, en otro aspecto, es leucemia linfocitica aguda (que, en un aspecto, se llama leucemia
linfoblastica aguda, y, en otro aspecto, es leucemia mielégena aguda (también llamada leucemia mieloide aguda,
leucemia mielocitica aguda o leucemia no linfocitica aguda) y, en otro aspecto, es la leucemia de linaje hibrido o mixto.
En otro aspecto, la primera o la segunda molécula de acido nucleico codifica HMW-MAA y el método es para tratar,
inhibir o suprimir la leucemia mielégena crénica o la leucemia mielomonocitica juvenil (JMML). En otro aspecto, la
primera o la segunda molécula de acido nucleico codifica HMW-MAA y el método es para tratar, inhibir o suprimir las
lesiones de carcinoma de mama lobulillar.

El cancer que es el objetivo de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria es, en
otro aspecto, un melanoma. En otro aspecto, el cancer es un sarcoma. En otro aspecto, el cancer es un carcinoma.
En otro aspecto, el cancer es un mesotelioma (por ejemplo, mesotelioma maligno). En otro aspecto, el cancer es un
glioma. En otro aspecto, el cancer es un tumor de células germinales. En otro aspecto, el cancer es un coriocarcinoma.
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En otro aspecto, el cancer es un cancer de pancreas. En otro aspecto, el cancer es un cancer de ovario. En otro
aspecto, el cancer es un cancer gastrico. En otro aspecto, el cancer es una lesion carcinomatosa del pancreas. En
otro aspecto, el cancer es un adenocarcinoma pulmonar. En otro aspecto, el cancer es un adenocarcinoma colorrectal.
En otro aspecto, el cancer es un adenocarcinoma escamoso pulmonar. En otro aspecto, el cancer es un
adenocarcinoma gastrico. En otro aspecto, el cancer es una neoplasia epitelial superficial ovarica (por ejemplo, una
variedad benigna, proliferativa o maligna de la misma). En otro aspecto, el cancer es un carcinoma oral de células
escamosas. En otro aspecto, el cancer es un carcinoma pulmonar no microcitico. En otro aspecto, el cancer es un
carcinoma endometrial. En otro aspecto, el cancer es un cancer de vejiga. En otro aspecto, el cancer es un cancer de
cabeza y cuello. En otro aspecto, el cancer es un carcinoma de prostata.

En otro aspecto, el cancer es un cancer de pulmén de células no microciticas (NSCLC). En otro aspecto, el cancer es
un cancer de colon. En otro aspecto, el cancer es un cancer de pulmon. En otro aspecto, el cancer es un cancer de
ovario. En otro aspecto, el cancer es un cancer uterino. En otro aspecto, el cancer es un cancer de tiroides. En otro
aspecto, el cancer es un carcinoma hepatocelular. En otro aspecto, el cancer es un cancer de tiroides. En otro aspecto,
el cancer es un cancer de higado. En otro aspecto, el cancer es un cancer renal. En otro aspecto, el cancer es un
sarcoma de Kaposi. En otro aspecto, el cancer es un sarcoma. En otro aspecto, el cancer es otro carcinoma o sarcoma.
Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la
presente memoria.

En un aspecto, las composiciones y los métodos que se proporcionan en la presente memoria pueden usarse para
tratar tumores solidos relacionados con o resultantes de cualquiera de los canceres que se describieron anteriormente
en la presente memoria. En otro aspecto, el tumor es un tumor de Wilms. En otro aspecto, el tumor es un tumor
desmoplasico de células pequefias y redondas.

Otro aspecto descrito en la presente memoria proporciona un método para impedir la angiogénesis de un tumor sélido
en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una composicion que comprende una Listeria recombinante que
codifica un antigeno heterélogo. En otro aspecto, el antigeno es HMW-MAA. En otro aspecto, el antigeno es el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF). En otro aspecto, el antigeno es el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF). En otro aspecto, el antigeno es cualquier otro antigeno que se sabe en la técnica que esta implicado en la
angiogénesis. En otro aspecto, los métodos y las composiciones para impedir la angiogénesis de un tumor solido en
un sujeto, como se proporciona en la presente memoria, comprenden administrar al sujeto una composiciéon que
comprende una Listeria recombinante que codifica dos antigenos heterdlogos. En otro aspecto, uno de los dos
antigenos heterélogos es HMW-MAA. En otro aspecto, el antigeno es cualquier otro antigeno que se sabe en la técnica
que esta implicado en la angiogénesis. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

Los métodos para evaluar la eficacia de las vacunas contra el cancer de préstata son muy conocidos en la técnica, y
se describen, por ejemplo, en Dzojic H et al. (Adenovirus-mediated CD40 ligand therapy induces tumor cell apoptosis
and systemic immunity in the TRAMP-C2 mouse prostate cancer model. Prostate. 1 de junio de 2006; 66 (8): 831-8),
Naruishi K et al. (Adenoviral vector- mediated RTVP-1 gene-modified tumor cell-based vaccine suppresses the
development of experimental prostate cancer. Cancer Gene Ther. julio de 2006; 13 (7): 658-63), Sehgal | et al (Cancer
Cell Int. 23 de agosto de 2006; 6: 21), y Heinrich JE et al (Vaccination against prostate cancer using a live tissue factor
deficient cell line in Lobund-Wistar rats. Cancer Immunol Immunother 2007; 56 (5): 725-30). Cada posibilidad
representa un aspecto distinto como se proporciona en la presente memoria.

En otro aspecto, el modelo de cancer de préstata usado para probar los métodos y las composiciones que se
proporcionan en la presente memoria es el modelo de ratén TPSA23 (derivado de la linea celular TRAMP-C1 que
expresa de manera estable PSA). En otro aspecto, el modelo de cancer de prostata es un modelo de células 178-2
BMA. En otro aspecto, el modelo de cancer de prostata es un modelo de células de adenocarcinoma PAIIl. En otro
aspecto, el modelo de cancer de préstata es un modelo PC-3M. En otro aspecto, el modelo de cancer de préstata es
cualquier otro modelo de cancer de prostata conocido en la técnica. Cada posibilidad representa un aspecto distinto
de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la vacuna se prueba en sujetos humanos y la eficacia se controla mediante métodos muy conocidos
en la técnica, por ejemplo, midiendo directamente las respuestas de las células T CD4* y CD8*, o midiendo la
progresion de la enfermedad, por ejemplo, determinando el niumero o el tamafio de las metastasis del tumor, o
monitorizando los sintomas de la enfermedad (tos, dolor toracico, pérdida de peso, etc.). Los métodos para evaluar la
eficacia de una vacuna contra el cancer de prostata en sujetos humanos son muy conocidos en la técnica, y se
describen, por ejemplo, en Uenaka A et al (T cell immunomonitoring and tumor responses in patients immunized with
a complex of cholesterol-bearing hydrophobized pullulan (CHP) and NY-ESO-1 protein. Cancer Immun. 19 de abril de
2007; 7:9) y Thomas-Kaskel AK et al. (Vaccination of advanced prostate cancer patients with PSCA and PSA peptide-
loaded dendritic cells induces DTH responses that correlate with superior overall survival. Int J Cancer. 15 de
noviembre de 2006; 119(10): 2428-34). Cada método representa un aspecto distinto de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

Otro aspecto descrito en la presente memoria proporciona un método para tratar la hiperplasia benigna de prostata
(BPH) en un sujeto. Otro aspecto descrito en la presente memoria proporciona un método para tratar la neoplasia
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intraepitelial prostatica (PIN) en un sujeto.

En un aspecto, en la presente memoria se proporciona una cepa de Listeria recombinante que comprende una
molécula de acido nucleico integrada de forma operable en el genoma de Listeria. En otro aspecto, dicha molécula de
acido nucleico codifica (a) un polipéptido endégeno que comprende una secuencia PEST y (b) un polipéptido que
comprende un antigeno en un marco de lectura abierto.

En un aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para tratar, suprimir o inhibir al menos un tumor en
un sujeto, que comprende administrar una cepa de Listeria recombinante a dicho sujeto. En otro aspecto, dicha cepa
de Listeria recombinante comprende una primera y una segunda molécula de acido nucleico. En otro aspecto, cada
una de dichas moléculas de acido nucleico codifica un antigeno heterélogo. En otro aspecto, dicha primera molécula
de acido nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria como un marco de lectura abierto con un
polipéptido nativo que comprende una secuencia PEST y en la que dicho antigeno se expresa en al menos una célula
de dicho tumor.

En un aspecto, "antigeno" se usa en la presente memoria para referirse a una sustancia que cuando se pone en
contacto con un organismo, da como resultado una respuesta inmune detectable del organismo. Un antigeno puede
ser un lipido, péptido, proteina, carbohidrato, acido nucleico, o combinaciones y variaciones de los mismos.

En un aspecto, "variante" se refiere a un aminoacido o secuencia de acido nucleico (o en otros aspectos, un organismo
o tejido) que es diferente de la mayoria de la poblacién, pero aun es lo suficientemente similar a la modalidad comun
como para ser considerado uno de ellos, por ejemplo, las variantes de corte y empalme.

En un aspecto, "isoforma" se refiere a una versién de una molécula, por ejemplo, una proteina, con solo pequefas
diferencias en comparacién con otra isoforma, o version, de la misma proteina. En un aspecto, las isoformas pueden
producirse a partir de genes diferentes pero relacionados, o, en otro aspecto, pueden surgir del mismo gen mediante
un corte y empalme alternativo. En otro aspecto, las isoformas estan provocadas por polimorfismos de un solo
nucledtido.

En un aspecto, "fragmento” se refiere a una proteina o polipéptido que es mas corto o comprende menos aminoacidos
que la proteina o polipéptido de longitud completa. En otro aspecto, el fragmento se refiere a un acido nucleico que es
mas corto o comprende menos nucledtidos que el acido nucleico de longitud completa. En otro aspecto, el fragmento
es un fragmento N-terminal. En otro aspecto, el fragmento es un fragmento C-terminal. En un aspecto, el fragmento
es una seccion intrasecuencial de la proteina, péptido o acido nucleico. En un aspecto, el fragmento es un fragmento
funcional. En otro aspecto, el fragmento es un fragmento inmunogénico. En un aspecto, un fragmento tiene 10-20
nucledtidos o aminoacidos, mientras que en otro aspecto un fragmento tiene mas de 5 nucleétidos o aminoacidos,
mientras que en otro aspecto un fragmento tiene 100-200 nucledtidos o aminoacidos, mientras que en otro aspecto
un fragmento tiene 100-500 nucledtidos o aminoacidos, mientras que en otro aspecto un fragmento tiene 50-200
nucledtidos o aminoacidos, mientras que en otro aspecto un fragmento tiene 10-250 nucleotidos o aminoacidos.

En un aspecto, "inmunogenicidad" o "inmunogénico" se usa en la presente memoria para referirse a la capacidad
innata de una proteina, péptido, acido nucleico, antigeno u organismo de provocar una respuesta inmune en un animal
cuando la proteina, péptido, acido nucleico, antigeno u organismo se administra al animal. Por lo tanto, "mejorar la
inmunogenicidad”, en un aspecto, se refiere a aumentar la capacidad de una proteina, péptido, acido nucleico,
antigeno u organismo de provocar una respuesta inmunitaria en un animal cuando se administra la proteina, péptido,
acido nucleico, antigeno u organismo a un animal. El aumento de la capacidad de una proteina, péptido, acido nucleico,
antigeno u organismo de provocar una respuesta inmunitaria puede medirse, en un aspecto, por un mayor numero de
anticuerpos contra una proteina, péptido, acido nucleico, antigeno u organismo, una mayor diversidad de anticuerpos
contra un antigeno u organismo, un mayor numero de células T especificas de una proteina, péptido, acido nucleico,
antigeno u organismo, una mayor respuesta de células T citotdxicas o auxiliares a una proteina, péptido, acido
nucleico, antigeno u organismo, y similares.

En un aspecto, un "homologo" se refiere a una secuencia de acido nucleico o aminoacido que comparte un cierto
porcentaje de identidad de secuencia con una secuencia particular de acido nucleico o aminoacidos. En un aspecto,
una secuencia Util en la composicion y los métodos que se proporcionan en la presente memoria puede ser un
homologo de una secuencia de LLO particular o un fragmento N-terminal de la misma, una secuencia de ActA o un
fragmento N-terminal de la misma, o una secuencia de tipo PEST descrita en la presente memoria o conocida en la
técnica. En otro aspecto, una secuencia util en la composicion y los métodos que se proporcionan en la presente
memoria puede ser un homodlogo de un polipéptido antigénico, que, en un aspecto, es KLK3 o HMW-MAA o un
fragmento funcional de los mismos. En un aspecto, un homélogo de un polipéptido y, en un aspecto, el acido nucleico
que codifica dicho homdlogo, descrito en la presente memoria mantiene las caracteristicas funcionales del polipéptido
original. Por ejemplo, en un aspecto, un homdlogo de un polipéptido antigénico descrito en la presente memoria
mantiene la caracteristica antigénica del polipéptido original. En otro aspecto, una secuencia util en la composicién y
los métodos proporcionados en la presente memoria puede ser un homélogo de cualquier secuencia descrita en la
presente memoria. En un aspecto, un homologo comparte al menos un 70% de identidad con una secuencia particular.
En otro aspecto, un homdlogo comparte al menos un 72% de identidad con una secuencia particular. En otro aspecto,
un homologo comparte al menos un 75% de identidad con una secuencia particular. En otro aspecto, un homoélogo
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comparte al menos un 78% de identidad con una secuencia particular. En otro aspecto, un homoélogo comparte al
menos un 80% de identidad con una secuencia particular. En otro aspecto, un homdélogo comparte al menos un 82%
de identidad con una secuencia particular. En otro aspecto, un homélogo comparte al menos un 83% de identidad con
una secuencia particular. En otro aspecto, un homoélogo comparte al menos un 85% de identidad con una secuencia
particular. En otro aspecto, un homélogo comparte al menos un 87% de identidad con una secuencia particular. En
otro aspecto, un homologo comparte al menos un 88% de identidad con una secuencia particular. En otro aspecto, un
homologo comparte al menos un 90% de identidad con una secuencia particular. En otro aspecto, un homoélogo
comparte al menos un 92% de identidad con una secuencia particular. En otro aspecto, un homélogo comparte al
menos un 93% de identidad con una secuencia particular. En otro aspecto, un homoélogo comparte al menos un 95%
de identidad con una secuencia particular. En otro aspecto, un homélogo comparte al menos un 96% de identidad con
una secuencia particular. En otro aspecto, un homdélogo comparte al menos un 97% de identidad con una secuencia
particular. En otro aspecto, un homélogo comparte al menos un 98% de identidad con una secuencia particular. En
otro aspecto, un homologo comparte al menos un 99% de identidad con una secuencia particular. En otro aspecto, un
homologo comparte una identidad del 100% con una secuencia particular. Cada posibilidad representa un aspecto
distinto como se proporciona en la presente memoria.

En un aspecto, debe entenderse que un homdlogo de cualquiera de las secuencias que se proporcionan en la presente
memoria y/o que se describen en la presente memoria se considera parte de la descripcion.

En un aspecto, "funcional”, dentro del significado de la descripcion, se usa en la presente memoria para referirse a la
capacidad innata de una proteina, péptido, acido nucleico, fragmento o una variante de los mismos de exhibir una
actividad o funcién biolégica. En un aspecto, tal funcion biologica es su propiedad de unién a una molécula de
interaccion, por ejemplo, un receptor asociado a la membrana, y, en otro aspecto, su propiedad de trimerizacion. En
el caso de los fragmentos funcionales y las variantes funcionales descritas en la presente memoria, estas funciones
bioldgicas se pueden cambiar, por ejemplo, con respecto a su especificidad o selectividad, pero con la retencién de la
funcidn bioldgica basica.

En un aspecto, "tratar" se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profilacticas o preventivas, en el
que el objetivo es prevenir o disminuir la afeccion o trastorno patoldgico objetivo como se describe en la presente
memoria. Por lo tanto, en un aspecto, el tratamiento puede incluir afectar o curar directamente, suprimir, inhibir,
prevenir, reducir la gravedad, retrasar la aparicion, reducir los sintomas asociados con la enfermedad, trastorno o
afeccioén, o una combinacién de los mismos. Por lo tanto, en un aspecto, "tratar" se refiere, entre otras cosas, a retrasar
la progresion, acelerar la remision, inducir la remisiéon, aumentar la remision, acelerar la recuperacion, aumentar la
eficacia o disminuir la resistencia a terapias alternativas, o una combinacion de ellas. En un aspecto, "prevenir" o
"impedir" se refiere, entre otras cosas, a retrasar la aparicion de los sintomas, prevenir la recaida de una enfermedad,
disminuir el nimero o la frecuencia de los episodios de recaida, aumentar la latencia entre los episodios sintomaticos
0 una combinacién de los mismos. En un aspecto, "suprimir" o "inhibir" se refiere, entre otras cosas, a reducir la
gravedad de los sintomas, reducir la gravedad de un episodio agudo, reducir el nimero de sintomas, reducir la
incidencia de sintomas relacionados con la enfermedad, reducir la latencia de los sintomas, mejorar los sintomas,
reducir los sintomas secundarios, reducir las infecciones secundarias, prolongar la supervivencia del paciente o una
combinacién de los mismos.

En un aspecto, los sintomas son primarios, mientras que, en otro aspecto, los sintomas son secundarios. En un
aspecto, "primario” se refiere a un sintoma que es un resultado directo de una enfermedad o trastorno particular,
mientras que, en un aspecto, "secundario" se refiere a un sintoma que procede o es consecuencia de una causa
primaria. En un aspecto, los compuestos para el uso como se describe en la presente memoria tratan sintomas
primarios o secundarios o complicaciones secundarias. En otro aspecto, los "sintomas" pueden ser cualquier
manifestacion de una enfermedad o afeccion patoldgica.

En algunos aspectos, el término "que comprende" se refiere a la inclusion de otros polipéptidos recombinantes,
secuencias de aminoacidos o secuencias de acido nucleico, asi como a la inclusién de otros polipéptidos, secuencias
de aminoacidos o secuencias de acido nucleico, que se pueden conocer en la técnica, que en un aspecto pueden
comprender antigenos o polipéptidos de Listeria, secuencias de aminoacidos o secuencias de acidos nucleicos. En
algunos aspectos, el término "que consiste esencialmente en" se refiere a una composicion para el uso en los métodos
que se proporcionan en la presente memoria, que tiene el polipéptido recombinante especifico, la secuencia de
aminoacidos o la secuencia de acido nucleico, o un fragmento del mismo. Sin embargo, se pueden incluir otros
polipéptidos, secuencias de aminoacidos o secuencias de acido nucleico que no estan directamente involucrados en
la utilidad de el/los polipéptido(s) recombinante(s). En algunos aspectos, el término "que consiste" se refiere a una
composicion para el uso en los métodos que se proporcionan en la presente memoria que tienen un polipéptido
recombinante, secuencia de aminoacidos o secuencia de acido nucleico particular, o fragmento o combinacion de
polipéptidos recombinantes, secuencias de aminoacidos o secuencias de acido nucleico o fragmentos como se
proporcionan en la presente memoria, en cualquier forma o aspecto como se describe en la presente memoria.

En un aspecto, las composiciones para el uso en los métodos que se proporcionan en la presente memoria se
administran por via intravenosa. En otro aspecto, la vacuna se administra por via oral, mientras que, en otro aspecto,
la vacuna se administra por via parenteral (por ejemplo, por via subcutanea, intramuscular y similares).
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Ademas, en otro aspecto, las composiciones o vacunas se administran como un supositorio, por ejemplo, un
supositorio rectal o un supositorio uretral. Ademas, en otro aspecto, las composiciones farmacéuticas se administran
mediante la implantacién subcutanea de una esfera. En un aspecto adicional, el sedimento proporciona la liberacién
controlada de un agente a lo largo de un periodo de tiempo. En otro aspecto mas, las composiciones farmacéuticas
se administran en forma de una capsula.

En un aspecto, la via de administracién puede ser parenteral. En otro aspecto, la via puede ser intraocular, conjuntival,
topica, transdérmica, intradérmica, subcutanea, intraperitoneal, intravenosa, intraarterial, vaginal, rectal, intratumoral,
parcanceral, transmucosa, intramuscular, intravascular, intraventricular, intracraneal, por inhalacion (aerosol),
aspiracion nasal (espray), intranasal (gotas), sublingual, oral, en aerosol o supositorio o0 una combinacién de los
mismos. Para la administracién intranasal o la aplicaciéon por inhalaciéon, son adecuadas las disoluciones o
suspensiones de los compuestos mezclados y en aerosol o nebulizados en presencia del vehiculo apropiado. Dicho
aerosol puede comprender cualquier agente descrito en la presente memoria. En un aspecto, las composiciones que
se exponen en la presente memoria pueden estar en una forma adecuada para la administracion intracraneal, que, en
un aspecto, es administracion intratecal e intracerebroventricular. En un aspecto, el régimen de administracion lo
determinaran médicos expertos, segun factores tales como la naturaleza exacta de la afeccion que se esta tratando,
la gravedad de la afeccion, la edad y el estado fisico general del paciente, el peso corporal y la respuesta del paciente
individual, etc.

En un aspecto, la aplicacion parenteral, particularmente adecuada, son soluciones inyectables, estériles,
preferiblemente soluciones oleosas o acuosas, asi como suspensiones, emulsiones o implantes, que incluyen los
supositorios y enemas. Las ampollas son dosis unitarias convenientes. Dicho supositorio puede comprender cualquier
agente descrito en la presente memoria.

En un aspecto, pueden formularse composiciones de liberacion sostenida o dirigida, por ejemplo, liposomas o aquellos
en los que el compuesto activo esta protegido con recubrimientos diferencialmente degradables, por ejemplo, mediante
microencapsulacion, recubrimientos multiples, etc. Dichas composiciones pueden formularse para la liberacion
inmediata o lenta. También es posible liofilizar los nuevos compuestos y utilizar los liofilizados obtenidos, por ejemplo,
para la preparacion de productos para inyeccion.

En un aspecto, para las formulaciones liquidas, los vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden ser soluciones
acuosas O no acuosas, suspensiones, emulsiones o aceites. Los ejemplos de disolventes no acuosos son
propilenglicol, polietilenglicol y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos
incluyen agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, que incluyen medios salinos y
tamponados. Los ejemplos de aceites son los de petréleo, animales, vegetales o de origen sintético, por ejemplo,
aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de oliva, aceite de girasol y aceite de higado de pescado.

En un aspecto, las composiciones de esta invencién son farmacéuticamente aceptables. En un aspecto, el término
"farmacéuticamente aceptable" se refiere a cualquier formulacién que sea segura y proporcione el suministro
apropiado para la via de administracién deseada de una cantidad eficaz de al menos un compuesto para el uso en la
presente invencion. Este término también se refiere al uso de formulaciones tamponadas, en donde el pH se mantiene
en un valor particular deseado, que va desde pH 4,0 a pH 9,0, de acuerdo con la estabilidad de los compuestos y la
via de administracion.

En un aspecto, una composicién de la invencién o usada en los métodos descritos en la presente memoria puede
administrarse sola o dentro de una composicién. En otro aspecto, las composiciones de esta invencién se pueden
mezclar con excipientes convencionales, es decir, sustancias portadoras organicas o inorganicas farmacéuticamente
aceptables adecuadas para la aplicacion parenteral, enteral (por ejemplo, oral) o tépica que no reaccionan de manera
perjudicial con los compuestos activos. En un aspecto, los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados
incluyen, entre otros, agua, soluciones salinas, alcoholes, goma arabiga, aceites vegetales, alcoholes bencilicos,
polietilenglicoles, gelatina, carbohidratos tales como lactosa, amilosa o almidén, estearato de magnesio, talco, acido
silicico, parafina viscosa, parafina blanca, glicerol, alginatos, acido hialurénico, colageno, aceite de perfume,
monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos, ésteres de acidos grasos y pentaeritritol, hidroxi metilcelulosa,
polivinilpirrolidona, etc. En otro aspecto, las preparaciones farmacéuticas se pueden esterilizar y, si se desea,
mezclarlas con agentes auxiliares, por ejemplo, lubricantes, conservantes, estabilizantes, agentes humectantes,
emulsionantes, sales para influir en la presidn osmética, tampones, colorantes, aromatizantes y/o sustancias
aromaticas y similares que no reaccionan de forma perjudicial con los compuestos activos. En otro aspecto, también
pueden combinarse cuando se desee con otros agentes activos, por ejemplo, vitaminas.

En un aspecto, las composiciones para el uso de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente
memoria pueden administrarse con un vehiculo/diluyente. Los vehiculos/diluyentes sdlidos incluyen, pero sin
limitacién, una goma, un almidén (por ejemplo, almidén de maiz, almidon pregelatinizado), un azucar (por ejemplo,
lactosa, manitol, sacarosa, dextrosa), un material celulésico (por ejemplo, celulosa microcristalina), un acrilato (p. ej.,
polimetilacrilato), carbonato de calcio, 6xido de magnesio, talco o mezclas de los mismos.

En un aspecto, las composiciones de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria
pueden comprender la composicion de esta invencion y uno o mas compuestos adicionales eficaces para prevenir o
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tratar el cancer. En algunos aspectos, el compuesto adicional puede comprender un compuesto util en quimioterapia,
que, en un aspecto, es cisplatino. En otro aspecto, se puede administrar Ifosfamida, Fluorouracilo 5-FU, Irinotecano,
Paclitaxel (Taxol), Docetaxel, Gemcitabina, Topotecano o una combinacién de los mismos, con una composicion que
se proporciona en la presente memoria para el uso en los métodos que se proporcionan en la presente memoria. En
otro aspecto, puede administrarse Amsacrina, Bleomicina, Busulfan, Capecitabina, Carboplatino, Carmustina,
Clorambucilo, Cisplatino, Cladribina, Clofarabina, Crisantaspasa, Ciclofosfamida, Citarabina, Dacarbazina,
Dactinomicina, Daunorrubicina, Docetaxel, Doxorrubicina, Epirrubicina, Etopésido, Fludarabina, Fluorouracilo,
Gemcitabina, implantes de Gliadel, Hidroxicarbamida, Idarrubicina, [fosfamida, Irinotecano, Leucovorina, doxorrubicina
liposomal, daunorrubicina liposomal, Lomustina, Melfalano, Mercaptopurina, Mesna, Metotrexato, Mitomicina,
Mitoxantrona, Oxaliplatino, Paclitaxel, Pemetrexed, Pentostatina, Procarbazina, Raltitrexed, Satraplatino,
Streptozocina, Tegafur-uracilo, Temozolomida, Tenipésido, Tiotepa, Tioguanina, Topotecan, Treosulfan, Vinblastina,
Vincristina, Vindesina, Vinorelbina, o una combinacién de los mismos, con una composicidon que se proporciona en la
presente memoria para su uso en los métodos que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, las proteinas de fusidon que se proporcionan en la presente memoria se preparan mediante un proceso
que comprende la subclonacién de secuencias apropiadas, seguido de la expresion del nucleétido resultante. En otro
aspecto, las subsecuencias se clonan y las subsecuencias apropiadas se escinden utilizando enzimas de restriccion
apropiadas. Los fragmentos se ligan luego, en otro aspecto, para producir la secuencia de ADN deseada. En otro
aspecto, el ADN que codifica la proteina de fusiéon se produce utilizando métodos de amplificacion de ADN, por
ejemplo, reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Primero, se amplifican los segmentos del ADN nativo a ambos
lados del nuevo extremo por separado. El extremo 5' de una secuencia amplificada codifica el enlazador peptidico,
mientras que el extremo 3' de la otra secuencia amplificada también codifica el enlazador peptidico. Dado que el
extremo 5' del primer fragmento es complementario al extremo 3' del segundo fragmento, los dos fragmentos (después
de la purificacion parcial, por ejemplo, en agarosa LMP) se pueden usar como un molde solapante en una tercera
reaccion de PCR. La secuencia amplificada contendra codones, el segmento en el lado carboxiterminal del sitio de
apertura (que ahora forma la secuencia amino), el enlazador y la secuencia del lado amino del sitio de apertura (que
ahora forma la secuencia carboxilo). El inserto se liga después en un plasmido. En otro aspecto, se usa una estrategia
similar para producir una proteina en la que un fragmento de HMW-MAA esta incrustado dentro de un péptido
heterdélogo.

Un aspecto descrito en la presente memoria proporciona una Listeria recombinante que comprende una molécula de
acido nucleico que codifica un polipéptido antigénico heterdlogo o un fragmento del mismo, en el que dicha molécula
de acido nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria como un marco de lectura abierto con un
polipéptido endégeno que comprende una secuencia PEST.

En un aspecto, en la presente memoria se proporciona una Listeria recombinante capaz de expresar y secretar dos
antigenos heterdlogos distintos que comprenden un primer antigeno que se integra de forma operable en el genoma
como un marco de lectura abierto con un primer polipéptido o un fragmento del mismo que comprende una secuencia
PEST y un segundo antigeno que se integra de forma operable en el genoma como un marco de lectura abierto con
un segundo polipéptido o fragmento del mismo que comprende una secuencia PEST. En otro aspecto, dicho primer o
segundo polipéptido o fragmento del mismo es ActA, o LLO. En otro aspecto, dicho primer o segundo antigeno es un
antigeno asociado a un tumor de prostata (PSA), o un antigeno asociado a melanoma con alto peso molecular (HMW-
MAA). En otro aspecto, dicho fragmento es un fragmento inmunogénico. En otro aspecto mas, dicho vector de
expresion episomal carece de un marcador de resistencia a antibiéticos.

En otro aspecto, el primer y segundo antigeno son distintos. En otro aspecto, dichos primer y segundo antigenos se
expresan de manera concomitante. En otro aspecto, dicho primer o segundo antigeno se expresan al mismo nivel. En
otro aspecto, dicho primer o segundo antigeno se expresan de manera diferencial. En otro aspecto, la expresion de
genes o proteinas se determina mediante métodos que son muy conocidos en la técnica, que, en otro aspecto,
comprenden PCR en tiempo real, transferencia de Northern, inmunotransferencia, etc. En otro aspecto, dicha
expresion del primer o segundo antigeno esta controlada por un sistema inducible, mientras que, en otro aspecto,
dicha expresion del primer o segundo antigeno esta controlada por un promotor constitutivo. En otro aspecto, los
sistemas de expresion inducibles son muy conocidos en la técnica.

En un aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para preparar una Listeria recombinante capaz de
expresar y secretar dos antigenos heterélogos distintos que seleccionan como objetivo las células tumorales y la
angiogénesis de manera concomitante. En otro aspecto, dicho método para preparar dicha Listeria recombinante
comprende las etapas de fusionar genéticamente un primer antigeno en el genoma que esta unido de forma operable
a un marco de lectura abierto que codifica un primer polipéptido o fragmento del mismo que comprende una secuencia
PEST, y transformar dicha Listeria recombinante con un vector de expresion episomal que codifica un segundo
antigeno que esta unido de forma operable a un marco de lectura abierto que codifica un segundo polipéptido o
fragmento del mismo que comprende una secuencia PEST. En otro aspecto, dicho método para preparar dicha Listeria
recombinante comprende las etapas de fusionar genéticamente un primer antigeno en el genoma que esta unido de
forma operable a un marco de lectura abierto que codifica un primer polipéptido o fragmento del mismo que comprende
una secuencia PEST, y fusionar genéticamente un segundo antigeno que esta unido de forma operable a un marco
de lectura abierto que codifica un segundo polipéptido o fragmento del mismo que comprende una secuencia PEST.
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Los métodos para transformar bacterias son muy conocidos en la técnica, e incluyen métodos basados en células
competentes con cloruro de calcio, métodos de electroporacion, transduccién mediada por bacteriéfagos, técnicas de
transformacion quimica y fisica (de Boer et al, 1989, Cell 56: 641-649; Miller et al, 1995, FASEB J., 9: 190-199;
Sambrook et al. 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York; Ausubel
et al., 1997, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York; Gerhardt et al., Eds., 1994,
Methods for General and Molecular Bacteriology, American Society for Microbiology, Washington, DC; Miller, 1992, A
Short Course in Bacterial Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.). En otro aspecto,
la cepa de vacuna de Listeria que se proporciona en la presente memoria se transforma mediante electroporacion.
Cada método representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente
memoria.

En un aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para inducir una respuesta inmunitaria hacia un
antigeno en un sujeto, que comprende administrar una cepa de Listeria recombinante a dicho sujeto, en donde dicha
cepa de Listeria recombinante comprende una primera y una segunda molécula de acido nucleico, cada una de las
cuales codifica un polipéptido antigénico heterélogo o fragmento del mismo, en el que dicha primera molécula de acido
nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria como un marco de lectura abierto con un acido nucleico
que codifica un polipéptido endégeno que comprende una secuencia PEST.

En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para inhibir la aparicion del cancer, y dicho método
comprende la etapa de administrar una composicion de Listeria recombinante que expresa dos antigenos heterélogos
distintos expresados especificamente en dicho cancer.

En un aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para tratar un primer y un segundo tumor en un
sujeto, y dicho método comprende la etapa de administrar una composicién de Listeria recombinante que expresa dos
antigenos heterdlogos distintos expresados especificamente en dicho primer y segundo tumor.

En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para mejorar los sintomas que estan asociados
con un cancer en un sujeto, y dicho método comprende la etapa de administrar una composicion de Listeria
recombinante que expresa dos antigenos heterdlogos distintos expresados especificamente en dicho cancer.

En un aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para proteger a un sujeto del cancer, y dicho método
comprende la etapa de administrar una composicion de Listeria recombinante que expresa dos antigenos heterélogos
distintos expresados especificamente en dicho cancer.

En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para retrasar la aparicion del cancer, y dicho
método comprende la etapa de administrar una composicion de Listeria recombinante que expresa dos antigenos
heterdlogos distintos expresados especificamente en dicho cancer. En otro aspecto, en la presente memoria se
proporciona un método para tratar el cancer metastasico, y dicho método comprende la etapa de administrar una
composicion de Listeria recombinante que expresa dos antigenos heterdlogos distintos expresados especificamente
en dicho cancer. En otro aspecto, en la presente memoria se proporciona un método para prevenir el cancer
metastasico o la micrometastasis, y dicho método comprende la etapa de administrar una composicion de Listeria
recombinante que expresa dos antigenos heterdlogos distintos expresados especificamente en dicho cancer. En otro
aspecto, la composicién de Listeria recombinante se administra por via oral o parenteral.

Un aspecto descrito en la presente memoria proporciona un método para producir una cepa de Listeria recombinante
que expresa dos antigenos, y el método comprende: (a) fusionar genéticamente un primer acido nucleico que codifica
un primer antigeno en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un gen que contiene PEST enddgeno;
(b) transformar dicha Listeria recombinante con un vector de expresion episomal que comprende un segundo acido
nucleico que codifica un segundo antigeno; y (c) expresar dichos primer y segundo antigenos en condiciones
conducentes a la expresion antigénica en dicha cepa de Listeria recombinante. Otro aspecto descrito en la presente
memoria proporciona un método para producir una cepa de Listeria recombinante que expresa dos antigenos, y el
método comprende: (a) fusionar genéticamente un primer acido nucleico que codifica un primer antigeno y un segundo
acido nucleico que codifica un segundo antigeno en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un gen
que contiene PEST endodgeno; y (b) expresar dichos primer y segundo antigenos en condiciones conducentes a la
expresion antigénica en dicha cepa de Listeria recombinante. En un aspecto, la fusién genética es mediante
recombinacion homdloga, como se describe en la presente memoria. En un aspecto, las condiciones que conducen a
la expresion antigénica se conocen en la técnica.

En otro aspecto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria, "acidos nucleicos"
o "nucleostido” se refiere a una cadena de al menos dos combinaciones de base-azucar-fosfato. El término incluye, en
un aspecto, ADN y ARN. "Nucleodtidos" se refiere, en un aspecto, a las unidades monoméricas de los polimeros de
acido nucleico. ElI ARN puede estar, en un aspecto, en forma de un ARNt (ARN de transferencia), ARNsn (ARN nuclear
pequefo), ARNr (ARN ribosomal), ARNm (ARN mensajero), ARN inverso, ARN inhibitorio pequefio (siARN), micro
ARN (miARN) y ribozimas. Se ha descrito el uso de siARN y miARN (Caudy AA et al, Genes & Devel 16: 2491-96 y
las referencias citadas en ese documento). El ADN puede estar en forma de ADN plasmidico, ADN viral, ADN lineal o
ADN cromosoémico o derivados de estos grupos. Ademas, estas formas de ADN y ARN pueden ser de cadena simple,
doble, triple o cuadruple. El término también incluye, en otro aspecto, acidos nucleicos artificiales que pueden contener
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otros tipos de esqueletos pero las mismas bases. En un aspecto, el acido nucleico artificial es un APN (acido
peptidonucleico). Los APN contienen esqueletos peptidicos y bases de nucledtidos y son capaces de unirse, en un
aspecto, tanto a las moléculas de ADN como a las de ARN. En otro aspecto, el nucleétido esta modificado con oxetano.
En otro aspecto, el nucleétido se modifica mediante la sustitucién de uno o mas enlaces fosfodiéster con un enlace
fosforotioato. En otro aspecto, el acido nucleico artificial contiene cualquier otra variante del esqueleto de fosfato de
los acidos nucleicos nativos conocida en la técnica. Los expertos en la técnica conocen el uso de acidos nucleicos de
fosfotiorato y APN, y se describe, por ejemplo, en Neilsen PE, Curr Opin Struct Biol 9: 353-57; y Raz NK et al Biochem
Biophys Res Commun. 297: 1075-84. Los expertos en la técnica conocen la produccion y el uso de acidos nucleicos,
y se describe, por ejemplo, en Molecular Cloning, (2001), Sambrook y Russell, eds. y Methods in Enzymology: Methods
for molecular cloning in eukaryotic cells (2003) Purchio y G. C. Fareed. Cada derivado de acido nucleico representa
un aspecto distinto como se proporciona en la presente memoria.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "péptido recombinante” se refieren, en otro aspecto, a un péptido o polipéptido
de cualquier longitud. En otro aspecto, un péptido o péptido recombinante como se proporciona en la presente memoria
tiene una de las longitudes enumeradas anteriormente para un fragmento de HMW-MAA. Cada posibilidad representa
un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria. En un aspecto,
el término "péptido" se refiere a péptidos nativos (ya sea productos de degradacion, péptidos sintetizados
sintéticamente o péptidos recombinantes) y/o moléculas peptidomiméticas (péptidos sintetizados sintéticamente,
tipicamente), tales como peptoides y semipeptoides que son analogos de péptidos, que pueden tener, por ejemplo,
modificaciones que hacen que los péptidos sean mas estables mientras estan en un cuerpo o mas capaces de penetrar
en las células. Dichas modificaciones incluyen, pero sin limitacion, la modificacion del extremo N-terminal, la
modificacion del extremo C-terminal, la modificacién del enlace peptidico, incluidos, entre otros, CH2-NH, CH2-S, CH2-
S=0, O=C-NH, CH2-0O, CH2-CH2, S=C-NH, CH=CH o CF=CH, las modificaciones del esqueleto y la modificacion de
residuos. Los métodos para preparar compuestos peptidomiméticos son muy conocidos en la técnica y se especifican,
por ejemplo, en Quantitative Drug Design, CA Ramsden Gd., Capitulo 17.2, F. Choplin Pergamon Press (1992). Se
proporcionan mas detalles a este respecto a continuacion en la presente memoria.

En un aspecto, el "polipéptido antigénico" se usa en la presente memoria para referirse a un polipéptido, péptido o
péptido recombinante como se describié anteriormente en la presente memoria que es exdgeno para un huésped y
conduce a la generacién de una respuesta inmune cuando esta presente, o, en otro aspecto, lo detecta, el huésped.

Los enlaces peptidicos (-CO-NH-) dentro del péptido se pueden sustituir, por ejemplo, por enlaces N-metilados (-
N(CH3)-CO-), enlaces éster (-C(R)HCOOC(R)-N-), enlaces de cetometileno (-CO-CH2-), *-aza enlaces (-NH-N(R)-
CO-), en donde R es cualquier alquilo, por ejemplo, metilo, enlaces carba (-CH2-NH-), enlaces hidroxietileno (-CH(OH)-
CH2-), enlaces tioamida (-CS-NH-), dobles enlaces olefinicos (-CH=CH-), enlaces retro amida (-NH-CO-), derivados
peptidicos (-N(R)-CH2-CO-), en donde R es la cadena lateral "normal”, presentada naturalmente en el atomo de
carbono.

Estas modificaciones pueden ocurrir en cualquiera de los enlaces a lo largo de la cadena peptidica e incluso en varios
(2-3) al mismo tiempo. Los aminoacidos aromaticos naturales, Trp, Tyr y Phe, se pueden sustituir por acidos artificiales
sintéticos tales como TIC, naftilelanina (Nol), derivados metilados en el anillo de Phe, derivados halogenados de Phe
u o-metil-Tyr.

Ademas de lo anterior, los péptidos que se proporcionan en la presente memoria también pueden incluir uno o mas
aminoacidos modificados o uno o mas monémeros que no son aminoacidos (por ejemplo, acidos grasos, carbohidratos
complejos, etc.).

En un aspecto, el término "oligonucledtido" es intercambiable con el término "acido nucleico”, y puede referirse a una
molécula, que puede incluir, pero sin limitacién, secuencias procaridticas, ARNm eucariético, ADNc de ARNm
eucariotico, secuencias de ADN gendmico de ADN eucariético (por ejemplo, de mamiferos), e incluso secuencias de
ADN sintético. El término también se refiere a secuencias que incluyen cualquiera de los analogos de bases conocidas
de ADN y ARN.

"Mantenido de forma estable" se refiere, en otro aspecto, al mantenimiento de una molécula de acido nucleico o
plasmido en ausencia de seleccion (por ejemplo, seleccion con antibidticos) durante 10 generaciones, sin una pérdida
detectable. En otro aspecto, el periodo es de 15 generaciones. En otro aspecto, el periodo es de 20 generaciones. En
otro aspecto, el periodo es de 25 generaciones. En otro aspecto, el periodo es de 30 generaciones. En otro aspecto,
el periodo es de 40 generaciones. En otro aspecto, el periodo es de 50 generaciones. En otro aspecto, el periodo es
de 60 generaciones. En otro aspecto, el periodo es de 80 generaciones. En otro aspecto, el periodo es de 100
generaciones. En otro aspecto, el periodo es de 150 generaciones. En otro aspecto, el periodo es de 200
generaciones. En otro aspecto, el periodo es de 300 generaciones. En otro aspecto, el periodo es de 500
generaciones. En otro aspecto, el periodo es de mas de 500 generaciones. En otro aspecto, la molécula de acido
nucleico o plasmido se mantiene estable in vitro (por ejemplo, en cultivo). En otro aspecto, la molécula de acido
nucleico o plasmido se mantiene estable in vivo. En otro aspecto, la molécula de acido nucleico o plasmido se mantiene
estable tanto in vitro como in vivo. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones
que se proporcionan en la presente memoria.
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En un aspecto, el término "aminoacido" o "aminoacidos" se entiende que incluye los 20 aminoacidos naturales; esos
aminoacidos a menudo se modifican después de la traduccién in vivo, e incluyen, por ejemplo, hidroxiprolina,
fosfoserina y fosfotreonina; y otros aminoacidos inusuales que incluyen, entre otros, acido 2-aminoadipico,
hidroxilisina, isodesmosina, nor-valina, nor-leucina y ornitina. Ademas, el término "aminoacido" puede incluir tanto D-
como L-amino&cidos.

El término "acido nucleico" o "secuencia de acido nucleico" se refiere a un oligonucleétido desoxirribonucleétido o
ribonucledtido en forma mono- o bicatenaria. El término abarca acidos nucleicos, es decir, oligonucleétidos, que
contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades de unién similares o mejoradas, para
los fines deseados, como el acido nucleico de referencia. El término también incluye acidos nucleicos que se
metabolizan de manera similar a los nucleétidos naturales o a velocidades que se mejoran en los mismos para los
fines deseados. El término también abarca estructuras similares a los acidos nucleicos con esqueletos sintéticos. Los
analogos del esqueleto de ADN descritos en la presente memoria incluyen fosfodiéster, fosforotioato, fosforoditioato,
metilfosfonato, fosforamidato, alquilfosfotriéster, sulfamato, 3'-tioacetal, metileno (metilimino), 3'-N-carbamato,
morfolino carbamato y acidos peptidonucleicos); véase, por ejemplo, Oligonucleotides and Analogues, a Practical
Approach, editado por F. Eckstein, IRL Press de Oxford University Press (1991); Antisense Strategies, Annals of the
New York Academy of Sciences, Volumen 600, Eds. Baserga y Denhardt (NYAS 1992); Mulligan (1993) J. Med. Chem.
36:1923-1937; Antisense Research and Applications (1993, CRC Press). Los APN contienen esqueletos no ionicos,
tales como unidades de N-(2-aminoetil) glicina. Los enlaces de fosforotioato se describen, por ejemplo, en los
documentos WO 97/03211; WO 96/39154; Mata (1997) Toxicol. Appi. Pharmacol. 144: 189-197. Otros esqueletos
sintéticos abarcados por el término incluyen enlaces metilfosfonato o enlaces alternativos de metil-fosfonato y
fosfodiéster (Strauss-Soukup (1997) Biochemistry 36: 8692-8698), y enlaces de bencilfosfonato (Samstag (1996)
Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 6: 153-156). El término acido nucleico se usa indistintamente con un gen, ADNc,
ARNm, cebador oligonucleotidico, sonda y producto de amplificacion.

En un aspecto de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria, el término "sitio de
recombinacién” o "sitio de recombinacion especifico de sitio" se refiere a una secuencia de bases en una molécula de
acido nucleico que es reconocida por una recombinasa (junto con proteinas asociadas, en algunos casos) que media
en el intercambio o la escision de los segmentos de acido nucleico que flanquean los sitios de recombinacion. Las
recombinasas y las proteinas asociadas se denominan colectivamente "proteinas de recombinacién”, véase, por
ejemplo, Landy, A., (Current Opinion in Genetics & Development) 3: 699-707; 1993).

Un "vector de expresion en fago" o "fagémido" se refiere a cualquier sistema de expresién recombinante basado en
fagos con el fin de expresar una secuencia de acido nucleico de los métodos y las composiciones que se proporcionan
en la presente memoria in vitro o in vivo, de forma constitutiva o inducible, en cualquier célula, lo que incluye las células
procariéticas, de levadura, fungicas, vegetales, de insectos o mamiferos. Un vector de expresion en fago tipicamente
puede reproducirse en una célula bacteriana y, en condiciones adecuadas, producir particulas de fago. El término
incluye los sistemas de expresion lineal o circular, y abarca los vectores de expresion basados en fagos que
permanecen episomales o se integran en el genoma de la célula huésped.

En un aspecto, el término "unido de forma operable", como se usa en la presente memoria, significa que el acido
nucleico regulador de la transcripcion y la traduccién se posiciona con relacion a cualquier secuencia codificante de
tal manera que se inicie la transcripcion. En general, esto significara que el promotor y las secuencias de inicio de la
transcripcion estan posicionadas en 5' respecto de la region codificante.

En un aspecto, un "marco de lectura abierto" u "ORF" es una parte del genoma de un organismo que contiene una
secuencia de bases que potencialmente podria codificar una proteina. En otro aspecto, los extremos inicial y final del
ORF no son equivalentes a los extremos del ARNm, pero generalmente estan contenidos dentro del ARNm. En un
aspecto, los ORF estan ubicados entre la secuencia del codon de inicio (codon de iniciacion) y la secuencia de coddn
de parada (codon de terminacion) de un gen. Por lo tanto, en un aspecto, una molécula de acido nucleico integrada
de forma operable en un genoma como un marco de lectura abierto con un polipéptido endégeno es una molécula de
acido nucleico que se ha integrado en un genoma en el mismo marco de lectura abierto que un polipéptido enddgeno.

Un aspecto descrito en la presente memoria proporciona un polipéptido de fusién que comprende una secuencia
enlazadora. En un aspecto, una "secuencia enlazadora" se refiere a una secuencia de aminoacidos que une dos
polipéptidos heterdlogos, o fragmentos o dominios de los mismos. En general, como se usa en la presente memoria,
un enlazador es una secuencia de aminoacidos que une covalentemente los polipéptidos para formar un polipéptido
de fusion. Un enlazador incluye tipicamente los aminoacidos traducidos de la sefial de recombinacion restante después
de la eliminacién de un gen indicador de un vector de expresion para crear una proteina de fusion que comprende una
secuencia de aminoacidos codificada por un marco de lectura abierto y la proteina de expresion. Como apreciara un
experto en la técnica, el enlazador puede comprender aminoacidos adicionales, tales como glicina y otros aminoacidos
neutros pequefios.

En un aspecto, "enddégeno”, como se usa en la presente memoria, describe un articulo que se ha desarrollado o se ha
originado dentro del organismo de referencia, o que ha surgido dentro del organismo de referencia. En otro aspecto,
enddgeno se refiere a nativo.
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En un aspecto, "heterdlogo”, como se usa en la presente memoria, describe un acido nucleico, aminoacido, péptido,
polipéptido o proteina derivada de una especie diferente de la especie de referencia. Asi, por ejemplo, una cepa de
Listeria que expresa un polipéptido heterdlogo, en un aspecto, expresaria un polipéptido que no es nativo o endégeno
respecto de la cepa de Listeria, o en otro aspecto, un polipéptido que normalmente no se expresa en la cepa de
Listeria, o en otro aspecto, un polipéptido de una fuente distinta de la cepa de Listeria. En otro aspecto, se puede usar
heterélogo para describir algo derivado de un organismo diferente dentro de la misma especie. En otro aspecto, el
antigeno heterdlogo se expresa mediante una cepa recombinante de Listeria, y se procesa y presenta a las células T
citotoxicas tras la infeccion de células de mamifero por la cepa recombinante. En otro aspecto, el antigeno heterélogo
expresado por las especies de Listeria no necesita coincidir con precision con el antigeno o la proteina sin modificar
correspondiente en la célula tumoral o el agente infeccioso, siempre que dé como resultado una respuesta de células
T que reconozca el antigeno o la proteina sin modificar que se expresa naturalmente en el mamifero.

En un aspecto, un "vector de expresion episomal”, como se describe en la presente memoria, se refiere a un vector
de acido nucleico que puede ser lineal o circular, y que normalmente tiene una forma bicatenaria. En una realizacion,
un vector de expresion episomal comprende un gen de interés. En otro aspecto, el gen de interés insertado no se
interrumpe ni se somete a las restricciones regulatorias que a menudo se producen por la integracion en el ADN
celular. En otro aspecto, la presencia del gen heterdlogo insertado no conduce a la reorganizacion o la interrupcion de
las regiones importantes propias de la célula. En otro aspecto, los vectores episémicos persisten en multiples copias
en el citoplasma bacteriano, lo que da como resultado la amplificacion del gen de interés y, en otro aspecto, se
suministran factores virales que actdan en trans cuando es necesario. En otro aspecto, en procedimientos de
transfeccion estable, el uso de vectores episomales a menudo da como resultado una mayor eficiencia de transfeccion
que el uso de plasmidos de integracion cromosomica (Belt, P.B.G.M., et al (1991) Efficient cDNA cloning by direct
phenotypic correction of a mutant human cell line (HPRT2) using an Epstein-Barr virus-derived cDNA expression
vector. Nucleic Acids Res. 19, 4861-4866; Mazda, O., et al. (1997) Extremely efficient gene transfection into lympho-
hematopoietic cell lines by Epstein-Barr virusbased vectors. J. Immunol. Methods 204, 143-151). En un aspecto, los
vectores de expresion episomal de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria
pueden administrarse a células in vivo, ex vivo o in vitro mediante cualquiera de una variedad de los métodos
empleados para suministrar moléculas de ADN a las células. Los vectores también pueden administrarse solos o en
forma de una composicion farmacéutica que mejora la administracion a las células de un sujeto.

En un aspecto, "fusionado" se refiere a la unién mediante enlaces covalentes.

"Transformacion”, en un aspecto, se refiere a la modificacién de una célula bacteriana para captar un plasmido u otra
molécula de ADN heterdloga. En otro aspecto, "transformar" se refiere a la modificacion de una célula bacteriana para
expresar un gen de un plasmido u otra molécula de ADN heterdloga. Cada posibilidad representa un aspecto distinto
de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En otro aspecto, la conjugacion se usa para introducir material genético y/o plasmidos en bacterias. Los métodos para
la conjugacion son muy conocidos en la técnica, y se describen, por ejemplo, en Nikodinovic J et al. (A second
generation snp- derived Escherichia coli-Streptomyces shuttle expression vector that is generally transferable by
conjugation. Plasmid. nov. de 2006; 56 (3): 223-7) y Auchtung JM et al (Regulation of a Bacillus subtilis mobile genetic
element by intercellular signaling and the global DNA damage response. Proc Natl Acad Sci U S A. 30 de agosto de
2005; 102 (35): 12554-9). Cada método representa un aspecto distinto de los métodos y las composiciones que se
proporcionan en la presente memoria.

"Enzima metabdlica" se refiere, en otro aspecto, a una enzima involucrada en la sintesis de un nutriente requerido por
las bacterias huésped. En otro aspecto, el término se refiere a una enzima requerida para la sintesis de un nutriente
requerido por las bacterias huésped. En otro aspecto, el término se refiere a una enzima involucrada en la sintesis de
un nutriente utilizado por las bacterias huésped. En otro aspecto, el término se refiere a una enzima involucrada en la
sintesis de un nutriente requerido para el crecimiento sostenido de las bacterias huésped. En otro aspecto, la enzima
es necesaria para la sintesis del nutriente. Cada posibilidad representa un aspecto distinto de los métodos y las
composiciones que se proporcionan en la presente memoria.

En un aspecto, el término "atenuacién”, como se usa en la presente memoria, significa una disminucion de la capacidad
de la bacteria de causar una enfermedad en un animal. En otras palabras, las caracteristicas patdogenas de la cepa de
Listeria atenuada se han reducido en comparacioén con la Listeria de tipo natural, aunque la Listeria atenuada es capaz
de crecer y mantenerse en cultivo. Usando como ejemplo la inoculacion intravenosa en ratones Balb/c de Listeria
atenuada, la dosis letal a la que sobreviven el 50% de los animales inoculados (DL50) se incrementa preferiblemente
por encima de la DL50 de Listeria de tipo natural en al menos aproximadamente 10 veces, mas preferiblemente al
menos aproximadamente 100 veces, mas preferiblemente al menos aproximadamente 1.000 veces, incluso mas
preferiblemente al menos aproximadamente 10.000 veces, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente
100.000 veces. Una cepa atenuada de Listeria es, por lo tanto, una que no mata a un animal al que se administra, o
es una que mata al animal solo cuando el nimero de bacterias administradas es mucho mayor que el nimero de
bacterias no atenuadas de tipo natural que serian necesarias para matar al mismo animal. Una bacteria atenuada
también debe interpretarse como una que es incapaz de replicarse en el medio general porque el nutriente necesario
para su crecimiento no esta presente en el mismo. Por lo tanto, la bacteria se limita a la replicacién en un medio
controlado en el que se proporciona el nutriente necesario. Las cepas atenuadas de la presente invencién son, por lo
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tanto, seguras para el medio ambiente en el sentido de que son incapaces de tener una replicacion incontrolada.

El término "aproximadamente", como se usa en la presente memoria, significa en términos cuantitativos mas o menos
un 5%, o, en otro aspecto, mas o menos un 10%, o, en otro aspecto, mas o menos un 15%, o, en otro aspecto, mas o
menos un 20%.

El término "sujeto" se refiere en un aspecto a un mamifero que incluye un ser humano que necesita terapia o es
susceptible a una afecciéon o a sus secuelas. El sujeto puede incluir perros, gatos, cerdos, vacas, ovejas, cabras,
caballos, ratas y ratones y humanos. En un aspecto, el término "sujeto” no excluye a un individuo que esté sano en
todos los aspectos y que no tenga ni muestre signos de enfermedad o trastorno.

En un aspecto, la Listeria como se proporciona en la presente memoria expresa un polipéptido heterélogo, como se
describe en la presente memoria, en otro aspecto, la Listeria como se proporciona en la presente memoria secreta un
polipéptido heterélogo, como se describe en la presente memoria, y en otro aspecto, la Listeria como se proporciona
en la presente memoria expresa y secreta un polipéptido heterélogo, como se describe en la presente memoria. En
otro aspecto, la Listeria como se proporciona en la presente memoria comprende un polipéptido heterdlogo, y, en otro
aspecto, comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido heterdlogo.

En un aspecto, las cepas de Listeria como se proporcionan en la presente memoria pueden usarse en la preparacion
de vacunas. En un aspecto, las cepas de Listeria tal como se proporcionan en la presente memoria pueden usarse en
la preparacion de vacunas peptidicas. Los métodos para preparar vacunas peptidicas son muy conocidos en la técnica
y se describen, por ejemplo, en el documento EP1408048, el nimero de solicitud de patente de Estados Unidos
20070154953, y OGASAWARA et al. (Proc. Nati. Acad Sci. USA, vol. 89, pags. 8995-8999, octubre de 1992). En un
aspecto, se utilizan técnicas de evolucion de péptidos para crear un antigeno con mayor inmunogenicidad. Las técnicas
de evoluciéon de péptidos son muy conocidas en la técnica y se describen, por ejemplo, en la patente de Estados
Unidos 6773900.

En un aspecto, las vacunas de los métodos y las composiciones que se proporcionan en la presente memoria pueden
administrarse a un animal vertebrado huésped, preferiblemente un mamifero, y mas preferiblemente un ser humano,
ya sea solas o en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otro aspecto, la vacuna se administra
en una cantidad efectiva para inducir una respuesta inmune hacia la propia cepa de Listeria o hacia un antigeno
heterélogo que la especie de Listeria ha sido modificada para expresar. En otro aspecto, la cantidad de vacuna a
administrar la puede determinar rutinariamente un experto en la técnica cuando esta en posesiéon de la presente
descripcion. En otro aspecto, un vehiculo farmacéuticamente aceptable puede incluir, pero sin limitaciéon, agua
destilada estéril, solucion salina, soluciones tamponadas con fosfato o soluciones tamponadas con bicarbonato. En
otro aspecto, el vehiculo farmacéuticamente aceptable seleccionado y la cantidad de vehiculo a usar dependeran de
varios factores que incluyen el modo de administracion, la cepa de Listeria y la edad y el estado de la enfermedad del
vacunado. En otro aspecto, la administracion de la vacuna puede ser por via oral, o puede ser parenteral, intranasal,
intramuscular, intravascular, intrarrectal, intraperitoneal, o cualquiera de una variedad de vias de administracion muy
conocidas. En otro aspecto, la via de administracion puede seleccionarse de acuerdo con el tipo de agente infeccioso
o tumor a tratar.

Un aspecto descrito en la presente memoria proporciona una cepa de Listeria recombinante que comprende una
molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido antigénico heterdlogo o un fragmento del mismo, en el que
dicha molécula de acido nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto
con un gen que contiene PEST enddgeno.

Otro aspecto descrito en la presente memoria proporciona un método para inducir una respuesta inmune a un antigeno
en un sujeto que comprende administrar una cepa de Listeria recombinante que comprende una molécula de acido
nucleico que codifica un polipéptido antigénico heterdlogo o un fragmento del mismo, en el que dicha molécula de
acido nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un gen que
contiene PEST enddgeno.

Otro aspecto descrito en la presente memoria proporciona un método para tratar, suprimir o inhibir un cancer en un
sujeto que comprende administrar una cepa de Listeria recombinante que comprende una molécula de acido nucleico
que codifica un polipéptido antigénico heterélogo o un fragmento del mismo, en el que dicha molécula de acido nucleico
se integra de forma operable en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un gen que contiene PEST
endogeno.

Otro aspecto descrito en la presente memoria proporciona un método para tratar, suprimir o inhibir al menos un tumor
en un sujeto que comprende administrar una cepa de Listeria recombinante que comprende una molécula de acido
nucleico que codifica un polipéptido antigénico heterdlogo o un fragmento del mismo, en el que dicha molécula de
acido nucleico se integra de forma operable en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un gen que
contiene PEST enddgeno.

Otro aspecto descrito en la presente memoria proporciona un método para producir una cepa de Listeria recombinante
que expresa un antigeno, y el método comprende fusionar genéticamente un primer acido nucleico que codifica un
antigeno en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un gen que contiene PEST enddgeno; y expresar
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dicho antigeno en condiciones conducentes a la expresion antigénica en dicha cepa de Listeria recombinante.

Otro aspecto descrito en la presente memoria proporciona cualquiera de los métodos descritos anteriormente en la
presente memoria utilizando una cepa de Listeria recombinante que comprende una molécula de acido nucleico que
codifica un polipéptido antigénico heterélogo o un fragmento del mismo, en el que dicha molécula de acido nucleico
se integra de forma operable en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un gen que contiene PEST
enddgeno.

Otro aspecto descrito en la presente memoria proporciona un kit para poner en practica convenientemente los métodos
que se proporcionan en la presente memoria, que comprende una o mas cepas de Listeria tal como se proporciona
en la presente memoria, un aplicador y material instructivo que describe cémo usar los componentes del kit al poner
en practica los métodos tal como se proporcionan en la presente memoria.

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar mas detalladamente los aspectos descritos en la presente memoria.
Ejemplos

Se desarrollé6 una Lm recombinante que secreta PSA fusionado a t{LLO (Lm-LLO-PSA), que provoca una potente
respuesta inmune especifica de PSA asociada a la regresion de tumores en un modelo de ratén del cancer de prostata,
en donde la expresion de tLLO-PSA procede de un plasmido basado en pGG55 (Tabla 1), que confiere resistencia a
antibidticos al vector. Recientemente se desarrolld una nueva cepa para la vacuna de PSA basada en el plasmido
pADV142, que no tiene marcadores de resistencia a antibiéticos, y se denomina LmddA-142 (Tabla 1). Esta nueva
cepa esta 10 veces mas atenuada que Lm-LLO-PSA. Ademas, LmddA-142 fue ligeramente mas inmunogénica y
significativamente mas eficaz en la regresion de tumores que expresan PSA que la Lm-LLO-PSA.

Tabla 1. Plasmidos y cepas

Plasmidos Caracteristicas

pGG55 Plasmido lanzadera pAM401/pGB354 con resistencia a gram (-) y gram (+) cm, casete de|
expresion LLO-E7 y una copia del gen prfA de Lm

pTV3 Derivado de pGG55 delecionando los genes cm e insertando el gen dal de Lm

pADV119 Derivado de pTV3 delecionando el gen prfA

pADV134 Derivado de pADV119 reemplazando el gen dal de Lm por el gen dal de Bacillus

pADV142 Derivado de pADV134 reemplazando HPV16 e7 con klk3

pADV168 Derivado de pADV134 reemplazando HPV16 e7 con hmw-maaz1so-2258

Cepas Genotipo

10403S Listeria monocytogenes de tipo natural:: str

XFL-7 104038 prfA©

Lmdd 104038 dal” dat®

LmddA 10403S dal” dat” actA®

LmddA-134 10403S dal”) dat® actA® pADV134

LmddA-142 10403S dal” dat® actA® pADV142

Lmdd-143 10403S dal” dat® con kik3 fusionado con el gen hly en el cromosoma

LmddA-143 10403S dal” dat® actA® con kIk3 fusionado con el gen hly en el cromosoma

LmddA-168 10403S dal”) dat® actA® pADV168

Lmdd-143/134 Lmdd-143 pADV134

LmddA-143/134  |LmddA-143 pADV134

Lmdd-143/168 Lmdd-143 pADV168

LmddA-143/168 |LmddA-143 pADV168
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La secuencia del plasmido pAdv142 (6523 pb) fue la siguiente: cggagtgtatactggcttactatgttggcactgatgaggg
tgtcagtgaagtgcttcatgtggcaggagaaaaaaggctgcaccggtgcgtcagcagaatatgtgatacaggatatattccgcttcctcgctcactgactcgctacgcet
cggtcgttcgactgcggcgagcggaaatggcttacgaacggggceggagatttcctggaagatgccaggaagatacttaacagggaagtgagagggeccgeggcea
aagccgtttttccataggctccgeccccctgacaagcatcacgaaatctgacgctcaaatcagtggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttce
ccctggeggcteectegtgegctetectgttectgcectttcggtttaccggtgtcattccgcetgttatggeegcegtttgtctcattccacgectgacactcagttccgggtagge
agttcgctccaagcetggactgtatgcacgaaccccccegttcagtccgaccgetgcgcecttatccggtaactategtettgagtccaacccggaaagacatgcaaaagce
accactggcagcagccactggtaattgatttagaggagttagtcttgaagtcatgcgccggttaaggctaaactgaaaggacaagttttggtgactgcgctcctccaag
ccagttacctcggttcaaagagttggtagctcagagaaccttcgaaaaaccgccctgcaaggceggtttittcgttttcagagcaagagattacgcgcagaccaaaacg
atctcaagaagatcatcttattaatcagataaaatatttctagccctcctttgattagtatattcctatcttaaagttacttttatgtggaggcattaacatttgttaatgacgtcaa
aaggatagcaagactagaataaagctataaagcaagcatataatattgcgtttcatctttagaagcgaatttcgccaatattataattatcaaaagagaggggtggca
aacggtatttggcattattaggttaaaaaatgtagaaggagagtgaaacccatgaaaaaaataatgctagtttttattacacttatattagttagtctaccaattgcgcaac
aaactgaagcaaaggatgcatctgcattcaataaagaaaattcaatttcatccatggcaccaccagcatctccgectgcaagtcctaagacgccaatcgaaaagaa
acacgcggatgaaatcgataagtatatacaaggattggattacaataaaaacaatgtattagtataccacggagatgcagtgacaaatgtgccgccaagaaaaggt
tacaaagatggaaatgaatatattgttgtggagaaaaagaagaaatccatcaatcaaaataatgcagacattcaagttgtgaatgcaatttcgagcctaacctatcca
ggtgctctcgtaaaagcgaattcggaattagtagaaaatcaaccagatgttctccctgtaaaacgtgattcattaacactcagcattgatttgccaggtatgactaatcaa
gacaataaaatagttgtaaaaaatgccactaaatcaaacgttaacaacgcagtaaatacattagtggaaagatggaatgaaaaatatgctcaagcttatccaaatgt
aagtgcaaaaattgattatgatgacgaaatggcttacagtgaatcacaattaattgcgaaatttggtacagcatttaaagctgtaaataatagcttgaatgtaaacttcgg
cgcaatcagtgaagggaaaatgcaagaagaagtcattagttttaaacaaatttactataacgtgaatgttaatgaacctacaagaccttccagatttttcggcaaagct
gttactaaagagcagttgcaagcgcttggagtgaatgcagaaaatcctcctgcatatatctcaagtgtggegtatggecgtcaagtttatttgaaattatcaactaattcce
atagtactaaagtaaaagctgcttttgatgctgccgtaagcggaaaatctgtctcaggtgatgtagaactaacaaatatcatcaaaaattcttccttcaaagccgtaattta
cggaggttccgcaaaagatgaagttcaaatcatcgacggcaacctcggagacttacgcgatattttgaaaaaaggcgctacttttaatcgagaaacaccaggagttc
ccattgcttatacaacaaacttcctaaaagacaatgaattagctgttattaaaaacaactcagaatatatigaaacaactticaaaagcttatacagatggaaaaattaa
catcgatcactctggaggatacgttgctcaattcaacattticttgggatgaagtaaattatgatctcgagattqtgggaggctgggagtgcgagaagcattcccaaccct
ggcaggtgcttataggcctctcgtggcagggcagtctgcageaatgttctgatacacccccagtggatectcacagetgcccactgcatcaggaacaaaagegtgatet
tactggatcggcacagcectgtttcatcctgaagacacaggccagatatttcaggtcagecacagcttcccacacccgctctacgatatgagectectgaagaatcgatt
cctcaggccaggtgatgactccagccacgacctecatgctgctccgcectgtcagagectgccgagcetcacqgatgetgtgaaggtcataggacctgeccacccaggag
ccagcactggggaccacctgctacgcectcaggctagggcagceattgaaccagaggagttctigaccccaaagaaacttcagtgtgtggacctccatgttatttccaat
gacatgtgtgcgcaagttcaccctcagaaggtgaccaagttcatgctgtatactggacgctggacagagggcaaaageacctgctcggatgattctaggggeccact

tatctgttatggtgtgcttcaagatatcacgtcatagggcagtgaaccatatgccctgcccgaaaggcecttcectgtacaccaagatggtgcattaccaggaagtaggatea
aggacaccatcgtggccaacccc TAAcccgggcecactaactcaacgctagtagtggatttaatcccaaatgagccaacagaaccagaaccagaaacagaaca

agtaacattggagttagaaatggaagaagaaaaaagcaatgatttcgtgtgaataatgcacgaaatcattgcttatttttttaaaaagcgatatactagatataacgaa
acaacgaactgaataaagaatacaaaaaaagagccacgaccagttaaagcctgagaaactttaactgcgagccttaattgattaccaccaatcaattaaagaagt
cgagacccaaaatttggtaaagtatttaattactttattaatcagatacttaaatatctgtaaacccattatatcgggtttttgaggggatttcaagtctttaagaagataccag
gcaatcaattaagaaaaacttagttgattgccttttttgttgtgattcaactttgatcgtagctictaactaattaattttcgtaagaaaggagaacagctgaatgaatatccctt
ttgttgtagaaactgtgcttcatgacggcttgttaaagtacaaatttaaaaatagtaaaattcgctcaatcactaccaagccaggtaaaagtaaaggggctatttttgegta
tcgctcaaaaaaaagcatgattggcggacgtggcgttgttctgacttccgaagaagcgattcacgaaaatcaagatacatttacgcattggacaccaaacgtttatcgt
tatggtacgtatgcagacgaaaaccgttcatacactaaaggacattctgaaaacaatttaagacaaatcaataccttctttattgattttgataticacacggaaaaaga
aactatttcagcaagcgatattttaacaacagctattgatttaggttttatgcctacgttaattatcaaatctgataaaggttatcaagcatattttgttttagaaacgccagtct
atgtgacttcaaaatcagaatttaaatctgtcaaagcagccaaaataatctcgcaaaatatccgagaatattttggaaagtctttgccagttgatctaacgtgcaatcatttt
gggattgctcgtataccaagaacggacaatgtagaattttttgatcccaattaccgttattctttcaaagaatggcaagattggtctttcaaacaaacagataataagggc
tttactcgttcaagtctaacggttttaagcggtacagaaggcaaaaaacaagtagatgaaccctggtttaatctcttatigcacgaaacgaaattttcaggagaaaagg
gtttagtagggcgcaatagcgttatgtttaccctctctttagcctactttagttcaggctattcaatcgaaacgtgcgaatataatatgttigagtttaataatcgattagatcaa
cccttagaagaaaaagaagtaatcaaaattgttagaagtgcctaticagaaaactatcaaggggctaatagggaatacattaccattctttgcaaagcttgggtatcaa
gtgatttaaccagtaaagatttatttgtccgtcaagggtggtttaaaticaagaaaaaaagaagcgaacgtcaacgtgttcatttgtcagaatggaaagaagatttaatg
gcttatattagcgaaaaaagcgatgtatacaagccttatttagcgacgaccaaaaaagagattagagaagtgctaggcattcctgaacggacattagataaattgctg
aaggtactgaaggcgaatcaggaaattttctttaagattaaaccaggaagaaatggtggcattcaacttgctagtgttaaatcattgttgctatcgatcattaaattaaaa
aaagaagaacgagaaagctatataaaggcgctgacagcttcgtttaatttagaacgtacatttattcaagaaactctaaacaaattggcagaacgccccaaaacgg
acccacaactcgatttgtttagctacgatacaggctgaaaataaaacccgcactatgccattacatttatatctatgatacgtgtttgtttttctttgctggctagcttaattgcett
atatttacctgcaataaaggatttcttacttccattatactcccattttccaaaaacatacggggaacacgggaacttattgtacaggccacctcatagttaatggtticgag
ccttcctgcaatctcatccatggaaatatattcatcccecctgeccggcectattaatgtgacttttgtgcccggeggatattcctgatccagctccaccataaattggtcecatgca
aattcggccggcaattttcaggcgttttcccttcacaaggatgtcggtecctttcaattttcggagccagcecgtccgcatagectacaggcaccgtcccgatecatgtgtctt
tttccgcetgtgtactcggcetecgtagetgacgctctegcecttttctgatcagtttgacatgtgacagtgtcgaatgcagggtaaatgccggacgcagcetgaaacggtatcte
gtccgacatgtcagcagacgggcgaaggccatacatgccgatgccgaatctgactgcattaaaaaagccttttttcagccggagtccageggcegcetgtticgegeagt
ggaccattagattctttaacggcagcggagcaatcagctctttaaagcgctcaaactgcattaagaaatagcctctttctttttcatccgctgtcgcaaaatgggtaaatac
ccctttgcactttaaacgagggttgcggtcaagaattgccatcacgttctgaacttcttectetgtttttacaccaagtctgttcatcccegtatcgacctticagatgaaaatga
agagaaccttttttcgtgtggcgggctgcectcctgaagccattcaacagaataacctgttaaggtcacgtcatactcagcagcgattgccacatactccgggggaaccg
cgccaagcaccaatataggcgccttcaatccctttttgcgcagtgaaatcgcttcatccaaaatggccacggccaagcatgaagcacctgcgtcaagagcagecttt
gctgtttctgcatcaccatgcccgtaggcegtttgctttcacaactgccatcaagtggacatgttcaccgatatgttttttcatattgctgacattttcctttatcgcggacaagtca
atttccgcccacgtatctctgtaaaaaggttttgtgctcatggaaaactcctctcttttttcagaaaatcccagtacgtaattaagtatttgagaattaattttatattgattaatac
taagtttacccagttttcacctaaaaaacaaatgatgagataatagctccaaaggctaaa-gaggactataccaactatttgttaattaa (SEQ ID N°: 46). Este
plasmido se secuencio en la instalacion de Genewiz a partir de la cepa de E. coli el 2-20-08.

EJEMPLO 1: Construccion de la cepa de Listeria atenuada-LmddAactA e insercion del gen klk3 humano en el marco
de lectura del gen hly en las cepas Lmdd y Lmdda.

La cepa Lm dal dat (Lmdd) se atenu6 mediante la delecion irreversible del factor de virulencia, ActA. Se construyo una
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delecion en el marco de lectura de actA en el fondo de Lmdaldat (Lmdd) para evitar cualquier efecto polar en la
expresion de los genes posteriores. El Lm dal dat AactA contiene los primeros 19 aminoacidos del extremo N-terminal
y 28 residuos de aminoacidos del extremo C-terminal con una delecion de 591 aminoacidos de ActA.

El mutante de delecion de actA se produjo amplificando la regién cromosémica correspondiente a las porciones
anteriores (oligo de 657 pb Adv 271/272) y posteriores (oligo de 625 pb Adv 273/274) de actA y uniéndolas mediante
PCR. La secuencia de los cebadores utilizados para esta amplificacion se da en la Tabla 2. Las regiones de ADN
anteriores y posteriores de actA se clonaron en el pNEB193 en el sitio de restriccion EcoRI/Pstl y, a partir de este
plasmido, el EcoRI/Pstl se clond adicionalmente en el plasmido pKSV7 sensible a la temperatura, dando como
resultado AactA/pKSV7 (pAdv120).

Tabla 2: Secuencias de los cebadores que se usaron para la amplificacion de las secuencias de ADN anteriores y
posteriores de actA

Cebador Secuencia SEQ ID N¢:
Adv271-actAF1 cgGAATTCGGATCCgcgccaaatcattggttgattg 47
Adv272-actAR1 gcgaGTCGACgtcggggttaatcgtaatgcaattgge 48
Adv273-actAF2 gcgaGTCGACccatacgacgttaattcttgcaatg 49
Adv274-actAR2 gataCTGCAGGGATCCittcccttctcggtaatcagtcac 50

La delecion del gen de su ubicacion cromosémica se verificd utilizando cebadores que se unen externamente a la
region de delecion de actA, que se muestran en la Figura 1 como cebador 3 (Adv 305-tgggatggccaagaaattc, SEQ ID
N°: 51) y cebador 4 (Adv304-ctaccatgccttcecttttcttg) SEQ ID N°: 52). El analisis de PCR se realizé en el ADN
cromosomico aislado de Lmdd y LmddAactA. Se esperaba que los tamafios de los fragmentos de ADN después de la
amplificacién con dos conjuntos diferentes de pares de cebadores 1/2 y 3/4 en el ADN cromosémico de Lmdd fueran
de 3,0 Kby 3,4 Kb. Por otro lado, los tamarios esperados de la PCR utilizando los pares de cebadores 1/2 y 3/4 para
el LmddAactA fueron de 1,2 Kb y 1,6 Kb. Por lo tanto, el analisis de PCR de la Figura 1 confirma que la regién de actA
de 1,8 kb se delecion6 en la cepa LmddAactA. La secuenciacion del ADN también se realizé en productos de PCR
para confirmar la delecién de la region que contenia actA en la cepa LmddAactA.

EJEMPLO 2: Construccioén del sistema de expresion episomal independiente de antibidticos para la administracion de
antigenos mediante vectores de Lm.

El sistema de expresion episomal independiente de antibidticos para la administracion de antigenos mediante vectores
de Lm (pAdv142) es la proxima generacion del plasmido pTV3 sin antibiéticos (Verch et al., Infect Immun, 2004. 72
(11): 6418-25). El gen para el activador de la transcripcion del gen de virulencia, prfA, se delecioné de pTV3 ya que la
cepa Lmdd de Listeria contiene una copia del gen prfA en el cromosoma. Ademas, el casete para p60-dal de Listeria
en el sitio de restriccion Nhel/Pacl se reemplazd por p60-dal de Bacillus subtilis que dio como resultado el plasmido
pAdv134 (Figura 2A). La similitud de los genes dal de Listeria y Bacillus es del -30%, eliminando virtualmente la
posibilidad de recombinacion entre el plasmido y el fragmento restante del gen dal en el cromosoma Lmdd. El plasmido
pAdv134 contenia el casete de expresion de antigeno tLLO-E7. La cepa LmddA se transformd con el plasmido
pADV134 y la expresion de la proteina LLO-E7 a partir de los clones seleccionados se confirmé mediante transferencia
de Western (Figura 2B). El sistema Lmdd derivado de la cepa de tipo natural 10403S carece de marcadores de
resistencia a antibiéticos, a excepcioén de la resistencia a estreptomicina de Lmdd.

Ademas, pAdv134 se restringié con Xhol/Xmal para clonar PSA humano, klk3 lo que dio como resultado el plasmido,
pAdv142. El nuevo plasmido, pAdv142 (Figura 2C, Tabla 1) contiene dal de Bacillus (B-Dal) bajo el control del promotor
de p60 de Listeria. El plasmido lanzadera pAdv142 complementé el crecimiento tanto de E. coli ala drx MB2159 como
de la cepa Lmdd de Listeria monocytogenes en ausencia de D-alanina exdgena. El casete de expresion de antigeno
en el plasmido pAdv142 consiste en un promotor hly y una proteina de fusion LLO-PSA (Figura 2C).

El plasmido pAdv142 se transformé en las cepas de fondo de Listeria, la cepa LmddactA que dio como resultado Lm-
ddA-LLO-PSA. La expresion y secrecion de la proteina de fusién LLO-PSA por la cepa, Lm-ddA-LLO-PSA se confirmé
mediante transferencia de Western utilizando anticuerpos anti-LLO y anti-PSA (Figura 2D). Hubo una expresioén y
secrecion estable de la proteina de fusién LLO-PSA por la cepa, Lm-ddA-LLO-PSA después de dos pases in vivo.

EJEMPLO 3: Estabilidad in vitro e in vivo de la cepa LmddA-LLO-PSA

La estabilidad in vitro del plasmido se examiné cultivando la cepa de Listeria LmddA-LLO-PSA en presencia o ausencia
de presiodn selectiva durante ocho dias. La presion selectiva para la cepa LmddA-LLO-PSA es D-alanina. Por lo tanto,
la cepa LmddA-LLO-PSA se pas6 en infusion de cerebro-corazén (BHI) y BHI + 100 pg/ml de D-alanina. Las UFCs se
determinaron para cada dia después de la siembra en placas en medio selectivo (BHI) y no selectivo (BHI + D-alanina).
Se esperaba que una pérdida de plasmido resultara en una UFC mas alta después de la colocaciéon en placas en un
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medio no selectivo (BHI + D-alanina). Como se muestra en la Figura 3A, no hubo diferencia entre el nimero de UFC
en el medio selectivo y el no selectivo. Esto sugiere que el plasmido pAdv142 fue estable durante al menos 50
generaciones, cuando termind el experimento.

El mantenimiento del plasmido in vivo se determind mediante inyeccién intravenosa de 5 x 10 UFC de LmddA-LLO-
PSA en ratones C57BL/6. Las bacterias viables se aislaron de bazos homogeneizados en PBS a las 24 hy 48 h. Las
UFCs para cada muestra se determinaron en cada punto de tiempo en placas BHI y BHI + 100 ug/ml de D-alanina.
Después de sembrar los esplenocitos en un medio selectivo y no selectivo, las colonias se recuperaron después de
24 h. Dado que esta cepa esta muy atenuada, la carga bacteriana se elimina in vivo en 24 h. No se detectaron
diferencias significativas de UFCs en las placas selectivas y no selectivas, lo que indica la presencia estable del
plasmido recombinante en todas las bacterias aisladas (Figura 3B).

EJEMPLO 4: Pases in vivo, virulencia y eliminacién de la cepa LmddA-142 (LmddA-LLO-PSA)

LmddA-142 es una cepa de Listeria recombinante que secreta la proteina de fusion tLLO-PSA expresada
episdmicamente. Para determinar una dosis segura, los ratones se inmunizaron con LmddA-LLO-PSA a varias dosis
y se determinaron los efectos toxicos. LmddA-LLO-PSA causé efectos toxicos minimos (datos no mostrados). Los
resultados sugirieron que los ratones toleraron bien una dosis de 102 UFC de LmddA-LLO-PSA. Los estudios de
virulencia indican que la cepa LmddA-LLO-PSA estuvo altamente atenuada.

Se determino la eliminacion in vivo de LmddA-LLO-PSA después de la administracion de la dosis segura, 108 UFC por
via intraperitoneal en ratones C57BL/6. No hubo colonias detectables en el higado y el bazo de los ratones
inmunizados con LmddA-LLO-PSA después del dia 2. Dado que esta cepa estd muy atenuada, se elimind
completamente in vivo a las 48 h (Figura 4A).

Para determinar si la atenuacion de LmddA-LLO-PSA atenué la capacidad de la cepa LmddA-LLO-PSA de infectar
macrofagos y crecer intracelularmente, se realizé un ensayo de infeccion celular. La linea celular de tipo macrofago
de ratén, tal como J774A.1, se infectd in vitro con construcciones de Listeria y se cuantificé el crecimiento intracelular.
La cepa de control positivo, la cepa de Listeria 10403S de tipo natural crece intracelularmente, y el control negativo
XFL7, un prfA mutante, no puede escapar del fagolisosoma y, por lo tanto, no crece en las células J774. El crecimiento
intracitoplasmatico de LmddA-LLO-PSA fue mas lento que 10403S debido a la pérdida de la capacidad de esta cepa
de propagarse desde una célula a otra (Figura 4B). Los resultados indican que LmddA-LLO-PSA tiene la capacidad
de infectar macréfagos y crecer intracitoplasmaticamente.

EJEMPLO 5: Inmunogenicidad de la cepa LmddA-LLO-PSA en ratones C57BL/6

Las respuestas inmunes especificas hacia PSA provocadas por la construccion LmddA-LLO-PSA en ratones C57BL/6
se determinaron usando una tincién con tetramero de PSA. Los ratones se inmunizaron dos veces con LmddA-LLO-
PSA a intervalos de una semana, y los esplenocitos se tifieron para el tetramero de PSA en el dia 6 después del
refuerzo. La tincion de los esplenocitos con el tetramero especifico de PSA mostré que LmddA-LLO-PSA provocé un
23% de células tetramero de PSA*CD8*CD62L3° (Figura 5A).

La capacidad funcional de las células T especificas de PSA de secretar IFN-y después de la estimulacién con el
péptido de PSA durante 5 h se examiné utilizando la tincién de citoquinas intracelulares. Hubo un aumento de 200
veces en el porcentaje de células secretoras de CD8*CD62L a°|FN-y estimuladas con el péptido de PSA en el grupo
LmddA-LLO-PSA en comparacion con los ratones sin exposicion (Figura 5B), lo que indica que la cepa LmddA-LLO-
PSA es muy inmunogénica y estimula niveles altos de respuestas de células T CD8* funcionalmente activas contra el
PSA en el bazo.

Para determinar la actividad funcional de las células T citotoxicas generadas contra el PSA después de inmunizar
ratones con LmddA-LLO-PSA, se ensay¢ la capacidad de los CTL especificos de PSA de lisar células EL4 pulsadas
con el péptido H-2DP en un ensayo in vitro. Se utilizd un ensayo de caspasa basado en FACS (Figura 5C) y la liberacion
de Europio (Figura 5D) para medir la lisis celular. Los esplenocitos de ratones inmunizados con LmddA-LLO-PSA
contenian CTL con una alta actividad citolitica hacia las células que expresan el péptido PSA como antigeno objetivo.

Se realiz6 un Elispot para determinar la capacidad funcional de las células T efectoras de secretar IFN-y después de
24 h de estimulacion con el antigeno. Usando ELISpot, se observé que hubo un aumento de 20 veces en el nimero
de puntos para IFN-y en los esplenocitos de ratones inmunizados con LmddA-LLO-PSA estimulados con un péptido
especifico en comparacion con los esplenocitos de los ratones sin exponer (Figura 5E).

EJEMPLO 6: La inmunizacion con las cepas LmddA-142 induce la regresion de un tumor que expresa PSA y la
infiltracion del tumor con CTL especificos de PSA.

La eficacia terapéutica de la construccion LmddA-142 (LmddA-LLO-PSA) se determind utilizando una linea celular de
adenocarcinoma de préstata disefiada para expresar PSA (Tramp-CI-PSA (TPSA); Shahabi et al., 2008). Se
implantaron subcutaneamente 2 x 108 células TPSA a los ratones. Cuando los tumores alcanzaron un tamafrio palpable
de 4-6 mm, en el dia 6 después de la inoculacién del tumor, los ratones se inmunizaron tres veces a intervalos de una
semana con 102 UFC de LmddA-142, 107 UFC de Lm-LLO-PSA (control positivo) o se dejaron sin tratar Los ratones
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sin tratamiento desarrollaron tumores gradualmente (Figura 6A). Los ratones inmunizados con LmddA-142 estuvieron
sin tumores hasta el dia 35 y, gradualmente, 3 de los 8 ratones desarrollaron tumores, que crecieron a una velocidad
mucho mas lenta en comparacién con los ratones sin tratamiento (Figura 6B). Cinco de cada ocho ratones
permanecieron sin tumores hasta el dia 70. Como se esperaba, los ratones vacunados con Lm-LLO-PSA tuvieron
menos tumores que los controles sin tratamiento, y los tumores se desarrollaron mas lentamente que en los controles
(Figura 6C). Por lo tanto, la construccion LmddA-LLO-PSA pudo hacer retroceder el 60% de los tumores establecidos
por la linea celular TPSA vy frenar el crecimiento de los tumores en otros ratones. Los ratones curados que
permanecieron sin tumores se volvieron a exponer a tumores TPSA en el dia 68.

La inmunizacion de los ratones con LmddA-142 puede controlar el crecimiento e inducir la regresion de los tumores
Tramp-Cl establecidos durante 7 dias que se modificaron para expresar el PSA en mas del 60% de los animales
experimentales (Figura 6B), en comparacion con ninguno en el grupo sin tratar (Figura 6A). El LmddA-142 se construyd
utilizando un vector altamente atenuado (LmddA) y el plasmido pADV142 (Tabla 1).

Ademas, se investigo la capacidad de los linfocitos CD8 especificos de PSA generados mediante la construccion
LmddA-LLO-PSA de infiltrarse en tumores. Los ratones se implantaron subcutdneamente con una mezcla de tumores
y matrigel, seguido de dos inmunizaciones a intervalos de siete dias con Listeria sin tratar o de control (Lm-LLO-E7),
o con LmddA-LLO-PSA. Los tumores se extirparon en el dia 21 y se analizaron para determinar la poblacion de células
T reguladoras CD8*CD62Lba° PSAetréamerct y CD4* CD25*FoxP3* que infiltraban los tumores.

Se observo un numero muy bajo de linfocitos infiltrantes en el tumor (TILs) CD8*CD62L e PSAtetrémero+ ggpecificos de
PSA que estaban presentes tanto en ratones sin tratamiento como en ratones inmunizados con el control de Lm-LLO-
E7. Sin embargo, hubo un aumento de 10-30 veces en el porcentaje de TILs CD8*CD62LPa° PSAetrémerot ggpecificos
de PSA en los ratones inmunizados con LmddA-LLO-PSA (Figura 7A). Curiosamente, la poblacion de células
CD8*CD62Lbae PSAterameret an g| bazo fue 7,5 veces menor que en el tumor (Figura 7A).

Ademas, se determind la presencia de células T reguladoras (regs) CD4*/CD25*/Foxp3* en los tumores de ratones
sin tratar y de ratones inmunizados con Listeria. Curiosamente, la inmunizacion con Listeria produjo una disminucion
considerable del nimero de T-regs CD4* CD25*FoxP3* en el tumor, pero no en el bazo (Figura 7B). Sin embargo, la
construccion LmddA-LLO-PSA tuvo un mayor impacto en la disminucion de la frecuencia de T-regs CD4*
CD25*FoxP3* en los tumores en comparacion con el grupo sin tratamiento e inmunizado con Lm-LLO-E7 (Figura 7B).

Por lo tanto, la vacuna LmddA-142 puede inducir células T CD8* especificas de PSA que pueden infiltrarse en el sitio
tumoral (Figura 7A). Curiosamente, la inmunizacion con LmddA-142 se asocio con un numero reducido de células T
reguladoras en el tumor (Figura 7B), probablemente creando un entorno mas favorable para una actividad eficaz de
CTL antitumorales.

EJEMPLO 7: Lmdd-143 y LmddA-143 secretan una LLO funcional a pesar de la fusion de PSA.

Lmdd-143 y LmddA-143 contienen el gen klk3 humano de longitud completa, que codifica la proteina PSA, insertado
mediante recombinacién homologa en una posicion posterior y en el marco de lectura del gen hly en el cromosoma.
Estas construcciones se realizaron mediante recombinacion homologa utilizando el plasmido pKSV7 (Smith y
Youngman, Biochimie. 1992; 74 (7-8) p. 705-711), que tiene un replicén sensible a la temperatura, que lleva el casete
de recombinacion hly-kik3-mpl. Debido a la escision del plasmido después del segundo evento de recombinacion, el
marcador de resistencia a antibioticos utilizado para la seleccién por integracion se pierde. Ademas, el gen actA se
deleciona en la cepa LmddA-143 (Figura 8A). La insercién de klk3 en el marco de lectura con hly en el cromosoma se
verifico mediante PCR (Figura 8B) y secuenciacion (datos no mostrados) en ambas construcciones.

Un aspecto importante de estas construcciones cromosémicas es que la produccién de LLO-PSA no eliminaria
completamente la funciéon de LLO, que es necesaria para el escape de Listeria del fagosoma, la invasion del citosol y
una inmunidad eficiente generada por L. monocytogenes. El andlisis de transferencia de Western de las proteinas
secretadas en los sobrenadantes de cultivo de Lmdd-143 y LmddA-143 reveld una banda de ~81 kDa correspondiente
a la proteina de fusion LLO-PSA y una banda de ~60 kDa, que es el tamafio esperado de LLO (Figura 9A), lo que
indica que la LLO se escinde de la fusién LLO-PSA o aun se produce como una proteina unica en L. monocytogenes,
a pesar del gen de fusion en el cromosoma. La LLO secretada por Lmdd-143 y LmddA-143 retuvo un 50% de la
actividad hemolitica, en comparacion con la L. monocytogenes 10403S de tipo natural (Figura 9B). De acuerdo con
estos resultados, tanto Lmdd-143 como LmddA-143 fueron capaces de replicarse intracelularmente en la linea celular
J774 de tipo macrofago (Figura 9C).

Ejemplo 8: Tanto Lmdd-143 como LmddA-143 provocan respuestas inmunes mediadas por células contra el antigeno
PSA.

Después de demostrar que tanto Lmdd-143 como LmddA-143 son capaces de secretar PSA fusionado a LLO, se
investigo si estas cepas podrian provocar respuestas inmunes especificas de PSA in vivo. Los ratones C57B1/6 se
dejaron sin tratar o se inmunizaron dos veces con Lmdd-143, LmddA-143 o LmddA-142. Las respuestas de células T
CD8* especificas de PSA se midieron mediante la estimulacion de esplenocitos con el péptido PSAgs.74 y la tincion
intracelular para IFN-y. Como se muestra en la Figura 10, la respuesta inmune inducida por los vectores cromosémicos
y basados en plasmidos es similar.
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EJEMPLO 9: Una cepa de Lm recombinante que secreta una proteina de fusién LLO-HMW-MAA da como resultado
una amplia respuesta antitumoral.

Se disefiaron tres vacunas basadas en Lm que expresaban distintos fragmentos de HMW-MAA segun la posicion de
los epitopos HLA-A2 previamente cartografiados y predichos (Figura 11A). La Lm-tLLO-HMW-MMA2160-2258 (también
denominada Lm-LLO-HMW-MAA-C) se basa en la cepa de Lm XFL-7 avirulenta y un plasmido basado en pGG55.
Esta cepa secreta una banda de ~62 kDa que corresponde a la proteina de fusion tLLO-HMW-MAAz160-2258 (Figura
11B). La secrecion de tLLO-HMW-MAA;160-2258 €S relativamente débil, probablemente debido a la alta hidrofobicidad
de este fragmento, que corresponde al dominio transmembrana de HMW-MAA. Usando células de melanoma B16F10
transfectadas con el gen HMW-MAA de longitud completa, se observéd que hasta el 62,5% de los ratones inmunizados
con la Lm-LLO-HMW-MAA-C pudieron impedir el crecimiento de tumores establecidos (Figura 11C). Este resultado
muestra que HMW-MAA puede usarse como un antigeno objetivo en las estrategias de vacunacion. Curiosamente,
también se observd que la inmunizacion de ratones con Lm-LLO-HMW-MAA-C perjudico significativamente el
crecimiento de tumores no modificados para expresar HMW-MAA, como B16F10, RENCA y NT-2 (Figura 11D), que
se obtuvieron de distintas cepas de ratén. En el modelo de tumor NT-2, que es una linea celular de carcinoma mamario
que expresa la proteina HER-2/neu de rata y procede de ratones transgénicos FVB/N, la inmunizacién con Lm-LLO-
HMW-MAA-C 7 dias después de la inoculacion del tumor no solo afectd al crecimiento del tumor sino que también
indujo la regresion del tumor en 1 de cada 5 ratones (Figura 11D).

EJEMPLO 10: La inmunizacién de ratones con Lm-LLO-HMW-MAA-C induce la infiltracion del estroma tumoral con
células T CD8* y una reduccion significativa de la cobertura de pericitos en la vasculatura tumoral.

Aunque las células NT-2 no expresan el homologo NG2 de HMW-MAA, la inmunizacion de ratones FVB/N con Lm-
LLO-HMW-MAA-C perjudic6 significativamente el crecimiento de los tumores NT-2 y finalmente condujo a la regresion
tumoral (Figura 11D). Este modelo de tumor se us6 para evaluar las células T CD8" y los pericitos en el sitio tumoral
mediante inmunofluorescencia. La tincion de cortes del tumor NT-2 para CD8 mostré la infiltracion de células T CD8*
en los tumores y alrededor de los vasos sanguineos en los ratones inmunizados con la vacuna Lm-LLO-HMW-MAA-
C, pero no en los ratones inmunizados con la vacuna de control (Figura 12A). Los pericitos en los tumores NT-2
también se analizaron mediante tincion doble con anticuerpos hacia aSMA y NG2 (homdlogo murino de HMW-MAA).
El andlisis de los datos de tres tumores NT-2 independientes mostré una disminucion significativa del nimero de
pericitos en los ratones inmunizados con Lm-LLO-HMW-MAA-C, en comparacion con el control (P < 0,05) (Figura
12B). Se obtuvieron resultados similares cuando el analisis se limitd a las células tefiidas para aSMA, que la vacuna
no selecciona como objetivo (datos no mostrados). Por lo tanto, la vacunacion con Lm-LLO-HMW-MAA-C afecta a la
formacion de vasos sanguineos en el sitio tumoral al atacar a los pericitos.

EJEMPLO 11: Desarrollo de un vector de L. monocytogenes recombinante con una actividad antitumoral mejorada
mediante la expresion y secrecion concomitante de proteinas de fusion LLO-PSA y tLLO-HMW-MAA2160-2258, que
provoca respuestas inmunes hacia ambos antigenos heterdlogos.

Materiales y métodos:

Construccion del plasmido pADV168. El fragmento HMW-MAA-C se escinde de un plasmido pCR2.1-HMW-MAA;1eo-
2258 mediante doble digestion con endonucleasas de restriccion Xhol y Xmal. Este fragmento se clona en el plasmido
pADV134 ya digerido con Xhol y Xmal para extirpar el gen E7. El plasmido pADV168 se somete a electroporacion en
la cepa de E. coli dal) dat®) MB2159 electrocompetente y los clones positivos se criban con respecto a RFLP y el
analisis de secuencia.

Construccion de Lmdd-143/168, LmddA-143/168 y las cepas de control LmddA-168, Lmdd-143/134 y LmddA-143/134.
Lmdd, Lmdd-143 y LmddA-143 se transforman con el plasmido pADV168 o pADV134. Los transformantes se
seleccionan en placas de agar de infusidon de cerebro-corazén suplementadas con estreptomicina (250 pg/ml) y sin D-
alanina (medio BHIs). Los clones individuales se criban en busca de LLO-PSA, tLLO-HMW-MAAz160-2258 ¥ la secrecion
de tLLO-E7 en sobrenadantes de cultivos bacterianos mediante transferencia de Western utilizando un anticuerpo anti-
LLO, anti-PSA o anti-E7. Se evaluara un clon seleccionado de cada cepa para determinar la virulencia in vitro e in
vivo. Cada cepa se somete a pases dos veces in vivo para seleccionar los clones recombinantes mas estables.
Brevemente, se cultiva un clon seleccionado de cada construccion y se inyecta i.p. a un grupo de 4 ratones a 1x102
UFC/raton. Los bazos se recogen en los dias 1y 3, se homogeneizan y se colocan en placas de agar BHIs. Después
del primer pase, se selecciona una colonia de cada cepa y se realiza un pase in vivo por segunda vez. Para evitar una
mayor atenuacion del vector, a un nivel que perjudique su viabilidad, se generan construcciones en dos vectores con
distintos niveles de atenuacion (Lmdd-143/168, LmddA-143/168).

Determinacion de la virulencia in vitro mediante replicacion intracelular en células J774. La captacién de Lm por los
macrofagos, seguida de la invasion citosoélica y la proliferacion intracelular, son necesarias para la administracion y
presentacion eficaz del antigeno por parte de las vacunas basadas en Lm. Se utiliza un ensayo de invasion in vitro,
que utiliza una linea celular J774 de tipo macrofago para ensayar estas propiedades en nuevas cepas de Lm
recombinantes. Brevemente, las células J774 se infectan durante 1 hora en un medio sin antibiéticos a una MOI de
1:1 con la cepa 10403S de Lm de tipo natural de control o con las nuevas cepas de Lm que se van a ensayar. Las
bacterias extracelulares se destruyen mediante incubacién de 1 hora en un medio con 10 pg/ml de gentamicina. Las
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muestras se recogen a intervalos regulares y las células se lisan con agua. Se colocan en placas diluciones en serie
de diez veces de los lisados por duplicado en placas de BHIs y se cuentan las unidades formadoras de colonias (UFC)
en cada muestra.

Estudios de virulencia in vivo. Se inyectan a grupos de cuatro ratones C57BL/6 (7 semanas de edad) i.p. dos dosis
diferentes (1 x 108 y 1 x 10° UFC/dosis) de cepas Lmdd-143/168, LmddA-143/168, LmddA-168, Lmdd-143/134 o
LmddA-143/134. Los ratones se siguen durante 2 semanas con respecto a la supervivencia y la estimacion de la DLsy.
Una DLso de > 1 x 108 constituye un valor aceptable basado en la experiencia previa con otras vacunas basadas en
Lm.

RESULTADOS

Una vez que el plasmido pADV 168 se construye con éxito, se secuencia con respecto a la presencia de la secuencia
de HMW-MAA correcta. Este plasmido en estas nuevas cepas expresa y secreta las proteinas de fusion de LLO
especificas para cada construccion. Estas cepas estan muy atenuadas, con una DL50 de al menos 1x108 UFC, y
probablemente mas de 1x10° UFC para las cepas deficientes de actA (LmddA), que carecen del gen actA y en
consecuencia de la capacidad de propagacion de célula a célula. La construccion se ensaya y se selecciona la que
tiene un mejor equilibrio entre la atenuacion y la eficacia terapéutica.

EJEMPLO 12: Deteccién de respuestas inmunes y efectos antitumorales provocados por la inmunizacién con Lmdad-
143/168 y LmddA-143/168.

Las respuestas inmunitarias a PSA y HMW-MAA se estudian en ratones tras la inmunizacion con cepas Lmdd-143/168
y LmddA-143/168 utilizando métodos habituales, como la deteccion de IFN-y y la actividad especifica de CTL contra
estos antigenos. La eficacia terapéutica de los vectores de expresion doble se analiza en el modelo de tumor TPSA23.

Tincion intracelular de citoquinas para IFN-y. Los ratones C57BL/6 (3 ratones por grupo de tratamiento) se inmunizan
dos veces a intervalos de 1 semana con las cepas Lmdd-143/168 y LmddA-143/168. Como controles para este
experimento, los ratones se inmunizan con Lmdd-143, LmddA-143, LmddA-142, LmddA-168, Lmdd-143/134, LmddA-
143/134 o se dejan sin tratar (grupo sin tratamiento). Los bazos se recogen después de 7 dias y se prepara una
suspension de esplenocitos de células individuales. Estos esplenocitos se cultivan en placas a 2x108 células/pocillo
en una placa de 96 pocillos de fondo redondo, en medio RPMI completo recién preparado con IL-2 (50 U/ml) y se
estimulan con el péptido de PSA H-2Db, HCIRNKSVIL, (SEQ ID N°: 53), o el péptido de control de HPV16 E7 H-2Db
RAHYNIVTF (SEQ ID N° 54) a una concentracion final de 1 yM. Como los epitopos de HMW-MAA no se han
cartografiado en el raton C57B1/6, las respuestas inmunes especificas de HMW-MAA se detectan incubando 2x108
esplenocitos con 2x10° células EL4-HMW-MAA. Las células se incuban durante 5 horas en presencia de monensina
para retener el IFN-y intracelular en las células. Después de la incubacion, las células se tifien con anticuerpos anti-
raton CD8-FITC, CD3-PerCP, CD62L-APC. Luego se permeabilizan y se tifien para detectar IFNy-PE y se analizan
en un FACS Calibur de cuatro colores (BD Biosciences).

Ensayo de citotoxicidad. Para investigar la actividad efectora de las células T especificas de PSA y HMW-MAA
generadas tras las vacunaciones, se incuban esplenocitos aislados durante 5 dias en medio RPMI completo que
contiene 20 U/ml de IL-2 de raton (Sigma), en presencia de células estimuladoras (células MC57G tratadas con
mitomicina C infectadas con vacuna de PSA o HMW-MAA). Para el ensayo de citotoxicidad, las células objetivo EL4
se marcan durante 15 minutos con DDAO-SE (0,6 mM) (Molecular Probes) y se lavan dos veces con medio completo.
Las células objetivo marcadas se pulsan durante 1 hora con el péptido PSA H-2Db o con el péptido de control HPV16
E7 H-2Db, a una concentracion final de 5 mM. Para las respuestas citotoxicas especificas de HMW-MAA, las células
EL4-HMW-MAA se utilizan como objetivos. El ensayo de citotoxicidad se realiza durante 2 horas incubando las células
diana (T) con células efectoras (E) a diferentes proporciones E:T durante 2-3 horas. Las células se fijan con formalina,
se permeabilizan y se tifien para escindir la caspasa-3 para detectar la induccion de la apoptosis en las células objetivo.

Eficacia antitumoral. La eficacia antitumoral de las cepas Lmdd-143/168 y LmddA-143/168 se compara con la de
LmddA-142 y LmddA-168, utilizando el modelo de tumor T-PSA23 (TrampC-1/PSA). Se inocularon grupos de 8 ratones
C57BL/6 macho (6-8 semanas de edad) s.c. con 2 x 108 células T-PSA23, y 7 dias después se inmunizaron i.p. con
dosis 0,1 x DL50 de Lmdd-143/168, LmddA-143/168, LmddA-142 y LmddA-168. Como controles, los ratones se dejan
sin tratar o se inmunizan con una cepa de control de Lm (LmddA-134). Cada grupo recibe dos dosis adicionales de
las vacunas a intervalos de 7 dias. Los tumores se monitorizan durante 60 dias o hasta que alcanzan un tamafio de 2
cm, momento en el que se sacrifican los ratones.

RESULTADOS

La inmunizacién de ratones con LmddA-168 da como resultado la induccién de respuestas especificas contra HMW-
MAA. De manera similar, Lmdd-143/168 y LmddA-143/168 provocan una respuesta inmune contra PSA y HMW-MAA
que es comparable a las respuestas inmunes generadas por los vectores de L. monocytogenes que expresan cada
antigeno individualmente. La inmunizacion de ratones portadores de T-PSA-23 con Lmdd-143/168 y LmddA-143/168
da como resultado una mejor eficacia terapéutica antitumoral que la inmunizaciéon con LmddA-142 o LmddA-168.

EJEMPLO 13: La inmunizacién con Lmdd-143/168 o LmddA-143/168 da como resultado la destruccion de pericitos,
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la estimulacion de las moléculas de adhesion en las células endoteliales y una mayor infiliracion de TILs especificos
de PSA.

Caracterizacion de linfocitos infiltrantes en tumores y moléculas de adhesion en células endoteliales inducidas tras la
inmunizacion con Lmdd-143/168 o LmddA-143/168. Los tumores de ratones inmunizados con Lmdd-143/168 o LmddA-
143/168 se analizan mediante inmunofluorescencia para estudiar la expresion de moléculas de adhesion en las células
endoteliales, la densidad de vasos sanguineos y la cobertura de pericitos en la vasculatura tumoral, asi como la
infiltracion en el tumor de células inmunes, incluidas las células T CD8 y CD4. Los TILs especificos del antigeno de
PSA se caracterizan mediante el analisis de tetrameros y pruebas funcionales.

Analisis de linfocitos infiltrantes en tumores (TILs). Se inoculan células TPSA23 incrustadas en matrigel s.c. en ratones
(n = 3 por grupo), que se inmunizan los dias 7 y 14 con Lmdd-143/168 o LmddA-143/168, dependiendo de cual sea el
mas eficaz segun los resultados obtenidos en los estudios antitumorales. Para comparacion, los ratones se inmunizan
con LmddA-142, LmddA-168, una vacuna de Lm de control o se dejan sin tratar. En el dia 21, los tumores se extirpan
quirdrgicamente, se lavan en PBS enfriado con hielo y se trocean con un bisturi. Los tumores se tratan con dispasa
para solubilizar el Matrigel y liberar las células individuales para su andlisis. Las células T CD8* especificas de PSA
se tifien con un tetramero de PSA65-74 H-2Db-PE y CD8-FITC antiraton, CD3-PerCP-Cy5.5 y CD62L-APC. Para
analizar las células T reguladoras en el tumor, los TILs se tifien con CD4-FITC, CD3-PerCP-Cy5.5 y CD25-APC y
posteriormente se permeabilizan para la tincién de FoxP3 (anti-FoxP3-PE, Milteny Biotec). Las células se analizan
mediante un citdmetro FACS Calibur y el programa informatico CellQuestPro (BD Biosciences).

Inmunofluorescencia. En el dia 21 tras la inoculaciéon del tumor, los tumores TPSA23 incrustados en matrigel se
extirpan quirdrgicamente y un fragmento se crioconserva inmediatamente en medio de congelacion OCT. Los
fragmentos de tumor se cortan en criostato en cortes de 8-10 mm de espesor. Para la inmunofluorescencia, las
muestras se descongelan y se fijan con formalina al 4%. Después del bloqueo, los cortes se tifien con anticuerpos en
disolucion de bloqueo en una camara humidificada a 37 °C durante 1 hora. La tinciéon con DAPI (Invitrogen) se realiza
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para las tinciones intracelulares (aSMA), la incubacion se realiza en
PBS/Tween al 0,1%/solucion de BSA al 1%. Los portaobjetos se cubren con una solucién de montaje (Biomeda) con
agentes contra el destefido, se fijan durante 24 horas y se mantienen a 4 °C hasta la obtencién de imagenes con el
programa informatico Spot Image (2006) y el microscopio fluorescente Olympus de la serie BX51. CD8, CD4, FoxP3,
aSMA, NG2, CD31, ICAM-1, VCAM-1 y VAP-1 se evaluan mediante inmunofluorescencia.

Analisis estadistico: se aplican pruebas no paramétricas de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis para comparar los tamarios
de los tumores entre los diferentes grupos de tratamiento. Los tamafios de los tumores se comparan en el punto
temporal mas reciente con el mayor nimero de ratones en cada grupo (8 ratones). Un valor de p inferior a 0,05 se
considera estadisticamente significativo en estos analisis.

RESULTADOS

La inmunizacion de ratones que albergan TPSA23 con Lmdd-143/168 y LmddA-143/168 da como resultado un mayor
numero de TILs de efectores especificos para PSA y también disminuye la cobertura de pericitos de la vasculatura
tumoral. Ademas, los marcadores de adhesion celular estan significativamente estimulados en los ratones
inmunizados.
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260

Lys

Tyr

Thr

Ser

Asn

340

Val

Lys

Thr

Ser

Asn

420

Asp

Asn

Ser

Asn

Gln

245

Asn

Glu

Ile

Asn

Gly

325

Ser

Gln

Gly

Thr

Glu

405

Ile

Glu

Trp

Glu

Asn

230

Glu

Glu

Gln

Ser

Ser

310

Lys

Ser

Ile

Ala

Asn

390

Tyr

Asp

Val

Ser

Ser

215

Ser

Glu

Pro

Leu

Ser

295

His

Ser

Phe

Ile

Thr

375

Phe

Ile

His

Asn

Glu
455

ES 2741730 T3

Gln

Leu

Val

Thr

Gln

280

Val

Ser

vVal

Lys

Asp

360

Phe

Leu

Glu

Ser

Tyr

440

Asn

Leu

Asn

Ile

Arg

265

Ala

Ala

Thr

Ser

Ala

345

Gly

Asn

Lys

Thr

Gly

425

Asp

Asn

Ile

val

Ser

250

Pro

Leu

Tyr

Lys

Gly

330

Val

Asn

Arg

Asp

Thr

410

Gly

Pro

Lys

57

Ala

Asn

235

Phe

Ser

Gly

Gly

Val

315

Asp

Ile

Leu

Glu

Asn

395

Ser

Tyr

Glu

Ser

Lys

220

Phe

Lys

Arg

val

Arg

300

Lys

Val

Tyr

Gly

Thr

380

Glu

Lys

val

Gly

Lys
460

Phe

Gly

Gln

Phe

Asn

285

Gln

Ala

Glu

Gly

Asp

365

Pro

Leu

Ala

Ala

Asn

445

Leu

Gly

Ala

Ile

Phe

270

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

350

Leu

Gly

Ala

Tyr

Gln

430

Glu

Ala

Thr

Ile

Tyr

255

Gly

Glu

Tyr

Phe

Thr

335

Ser

Arg

Val

vVal

Thr

415

Phe

Ile

His

Ala

Ser

240

Tyr

Lys

Asn

Leu

Asp

320

Asn

Ala

Asp

Pro

Ile

400

Asp

Asn

Val

Phe



10

Thr Ser Ser Ile Tyr Leu
465 470

Ala Lys Glu Cys Thr Gly
485

Asp Asp Arg Asn Leu Pro
500

Gly Thr Thr Leu Tyr Pro
515

Glu

<210> 13

<211> 416

<212> PRT

<213> Listeria monocytogenes

<400> 13

Met Lys Lys Ile Met Leu
1 5

Pro Ile Ala Gln Gln Thr
20

Glu Asn Ser Ile Ser Ser
35

Pro Lys Thr Pro Ile Glu
50

Ile Gln Gly Leu Asp Tyr
65 70

Asp Ala Val Thr Asn Val
85

Glu Tyr Ile Val Val Glu
100

Ala Asp Ile Gln Val Vval
115

Ala Leu Val Lys Ala Asn
130

Pro

Leu

Leu

Lys

Vval

Glu

val

Lys

55

Asn

Pro

Lys

Asn

Ser
135

ES 2741730 T3

Gly

Ala

val

Tyr
520

Phe

Ala

Ala

40

Lys

Lys

Pro

Lys

Ala

120

Glu

Asn

Trp

Lys

505

Ser

Ile

Lys

25

Pro

His

Asn

Arg

Lys

105

Ile

Leu

Ala

Glu

490

Asn

Asn

Thr

10

Asp

Pro

Ala

Asn

Lys

90

Lys

Ser

Val

58

Arg

475

Trp

Arg

Lys

Leu

Ala

Ala

Asp

val

75

Gly

Ser

Ser

Glu

Asn

Trp

Asn

Val

Ile

Ser

Ser

Glu

Leu

Tyr

Ile

Leu

Asn
140

Ile

Arg

Ile

Asp
525

Leu

Ala

Pro

45

Ile

Val

Lys

Asn

Thr

125

Gln

Asn

Thr

Ser

510

Asn

Val

Phe

30

Pro

Asp

Tyr

Asp

Gln

110

Tyr

Pro

vVal

Val

495

Ile

Pro

Ser

15

Asn

Ala

Lys

His

Gly

Asn

Pro

Asp

Tyr

480

Ile

Trp

Ile

Leu

Lys

Ser

Tyr

Gly

Asn

Asn

Gly

Val



ES 2741730 T3

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

Met Thr Asn Gln Asp Asn Lys Ile Val Val Lys Asn Ala Thr Lys Ser
165 170 175

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

Tyr Ala Gln Ala Tyr Ser Asn Val Ser Ala Lys Ile Asp Tyr Asp Asp
195 200 205

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

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

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

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

Ala Val Thr Lys Glu Gln Leu Gln Ala Leu Gly Val Asn Ala Glu Asn
275 280 285

Pro Pro Ala Tyr Ile Ser Ser Val Ala Tyr Gly Arg Gln Val Tyr Leu
290 295 300

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

Ala Ala Val Ser Gly Lys Ser Val Ser Gly Asp Val Glu Leu Thr Asn
325 330 335

Ile Ile Lys Asn Ser Ser Phe Lys Ala Val Ile Tyr Gly Gly Ser Ala
340 345 350

Lys Asp Glu Val Gln Ile Ile Asp Gly Asn Leu Gly Asp Leu Arg Asp
355 360 365

Ile Leu Lys Lys Gly Ala Thr Phe Asn Arg Glu Thr Pro Gly Val Pro
370 375 380

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

385 390 395 400

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

<210> 14

<211> 390

<212> PRT

<213> Listeria monocytogenes

59



<400> 14

Met

1

Asn

Asn

Val

Asp

65

Ala

Ile

Glu

Pro

Ala

145

Lys

Asp

Ser

Arg

Pro

Thr

Asn

50

Ile

Asp

Asn

Ala

Gly

130

Ile

Pro

Ala

Ser

Ala

Asp

Asp

35

Thr

Lys

Leu

Asn

Ser

115

Leu

Ala

Thr

Ser

Pro

Met

Ile

20

Glu

Gly

Glu

Ile

Asn

100

Gly

Pro

Ser

Lys

Glu

180

Gln

Met

Ile

Trp

Pro

Leu

Ala

85

Asn

Ala

Ser

Ser

Val

165

Ser

Pro

Val

Phe

Glu

Arg

Glu

70

Met

Ser

Asp

Asp

Asp

150

Asn

Asp

Leu

val

Ala

Glu

Tyr

55

Lys

Leu

Glu

Arg

Ser

135

Ser

Lys

Leu

Lys

ES 2741730 T3

Phe

Ala

Glu

40

Glu

Ser

Lys

Gln

Pro

120

Ala

Glu

Lys

Asp

Ala

Ile

Thr

25

Lys

Thr

Asn

Glu

Thr

105

Ala

Ala

Leu

Lys

Ser

185

Asn

Thr

10

Asp

Thr

Ala

Lys

Lys

90

Glu

Ile

Glu

Glu

vVal

170

Ser

Gln

60

Ala

Ser

Glu

Arg

Vval

75

Ala

Asn

Gln

Ile

Ser

155

Ala

Met

Gln

Asn

Glu

Glu

Glu

60

Arg

Glu

Ala

Val

Lys

140

Leu

Lys

Gln

Pro

Cys

Asp

Gln

45

Val

Asn

Lys

Ala

Glu

125

Lys

Thr

Glu

Ser

Phe

Ile

Ser

30

Pro

Ser

Thr

Gly

Ile

110

Arg

Arg

Tyr

Ser

Ala

190

Phe

Thr

15

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

95

Asn

Arg

Arg

Pro

val

175

Asp

Pro

Ile

Leu

Glu

Arg

Lys

80

Asn

Glu

His

Lys

Asp

160

Ala

Glu

Lys



ES 2741730 T3

195 200 205

Val Phe Lys Lys Ile Lys Asp Ala Gly Lys Trp Val Arg Asp Lys Ile
210 215 220

Asp Glu Asn Pro Glu Val Lys Lys Ala Ile Val Asp Lys Ser Ala Gly
225 230 235 240

Leu Ile Asp Gln Leu Leu Thr Lys Lys Lys Ser Glu Glu Val Asn Ala
245 250 255

Ser Asp Phe Pro Pro Pro Pro Thr Asp Glu Glu Leu Arg Leu Ala Leu
260 265 270

Pro Glu Thr Pro Met Leu Leu Gly Phe Asn Ala Pro Ala Thr Ser Glu
275 280 285

Pro Ser Ser Phe Glu Phe Pro Pro Pro Pro Thr Asp Glu Glu Leu Arg
290 295 300

Leu Ala Leu Pro Glu Thr Pro Met Leu Leu Gly Phe Asn Ala Pro Ala
305 310 315 320

Thr Ser Glu Pro Ser Ser Phe Glu Phe Pro Pro Pro Pro Thr Glu Asp
325 330 335

Glu Leu Glu Ile Ile Arg Glu Thr Ala Ser Ser Leu Asp Ser Ser Phe
340 345 350

Thr Arg Gly Asp Leu Ala Ser Leu Arg Asn Ala Ile Asn Arg His Ser
355 360 365

Gln Asn Phe Ser Asp Phe Pro Pro Ile Pro Thr Glu Glu Glu Leu Asn
370 375 380

Gly Arg Gly Gly Arg Pro

385 390

<210> 15

<211>1200

<212> ADN

<213> Listeria monocytogenes

<400> 15

atgcgtgcga tgatggtggt tttcattact gccaattgca ttacgattaa ccccgacata 60
atatttgcag cgacagatag cgaagattct agtctaaaca cagatgaatg ggaagaagaa 120
aaaacagaag agcaaccaag cgaggtaaat acgggaccaa gatacgaaac tgcacgtgaa 180

61



10

gtaagttcac
gcagacctaa
aacagtgaac
gctatacaag
aaaagaagga
aaaccaacaa
agtgacttag
aaccaacaac
cgtgataaaa
ttaattgacc
ccaccaccta
tttaatgctc
gaagagttaa
acatcggaac
atccgggaaa
agaaatgcta
gaagagttga
<210> 16

<211> 390
<212> PRT

gtgatattaa
tagcaatgtt
aaactgagaa
tggagcgteg
aagccatagce
aagtaaataa
attctagcat
catttttcce
tcgacgaaaa
aattattaac
cggatgaaga
ctgctacatc
gacttgcettt
cgagctcegtt
cagcatcctce
ttaatcgecca

acgggagagg

ES 2741730 T3

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

cggtagacca

<213> Listeria monocytogenes

<400> 16

Met Arg Ala

1

Asn Pro Asp

Asn Thr Asp

35

Val Asn Thr

50

Asp Ile Glu

Ala Asp Leu

Met Met Val Val Phe

Ile Ile Phe Ala Ala

20

Glu Trp Glu Glu Glu

40

Gly Pro Arg Tyr Glu

55

aaatcgaata
gcagaaaaag
aatgaagagg
ttgeccategg
agtgagcttg
gcgaaagagt
gatgagtctt
aaaaaaataa
aagaaagcga
agtgaagagg
gctttgeccag
tcattcgaat
ccaatgcecttce
ccgectccaa
agttttacaa
ttctctgatt

gaagagttga

Ile Thr Ala
10

Thr Asp Ser
25

Lys Thr Glu

Thr Ala Arg

Glu Leu Glu Lys Ser Asn Lys Val

70

75

Ile Ala Met Leu Lys Ala Lys Ala

62

aagtgagaaa
gtccaaatat
cttcaggage
atagcgcagce
aaagccttac
cagttgcgga
caccacaacc
aagatgcggg
ttgttgataa
taaatgcttc
agacaccaat
ttccaccacc
ttggttttaa
cagaagatga
gaggggattt
tcccaccaat

acgggagagg

Asn Cys Ile

Glu Asp Ser
30

Glu Gln Pro
45

Glu Val Ser
60

Lys Asn Thr

Glu Lys Gly

tacgaacaaa
caataataac
cgaccgacca
ggaaattaaa
ttatcecggat
tgcttctgaa
tttaaaagca
gaaatgggta
aagtgcaggg
ggacttcccg
gcttcttggt
acctacggat
tgctecctget
actagaaatc
agctagtttg
cccaacagaa

cggtagacca

Thr Ile
15

Ser Leu

Ser Glu

Ser Arg

Asn Lys

80

Pro Asn

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



Asn

Glu

Pro

Ala

145

Lys

Asp

Ser

Val

Asp

225

Leu

Ser

Pro

Pro

Leu

305

Thr

Asn

Ala

Gly

130

Ile

Pro

Ala

Thr

Phe

210

Glu

Ile

Asp

Glu

Ser

290

Ala

Ser

Asn

Ser

115

Leu

Ala

Thr

Ser

Pro

195

Lys

Asn

Asp

Phe

Thr

275

Ser

Leu

Glu

Asn

100

Gly

Ser

Ser

Lys

Glu

180

Gln

Lys

Pro

Gln

Pro

260

Pro

Phe

Pro

Pro

85

Asn

Val

Ser

Ser

Ala

165

Ser

Pro

Ile

Glu

Leu

245

Pro

Met

Glu

Glu

Ser
325

Gly

Asp

Asp

Asp

150

Asn

Asp

Leu

Lys

Val

230

Leu

Pro

Leu

Phe

Thr

310

Ser

Glu

Arg

Ser

135

Ser

Lys

Leu

Lys

Asp

215

Lys

Thr

Pro

Leu

Pro

295

Pro

Phe

ES 2741730 T3

Gln

Pro

120

Ala

Glu

Arg

Asp

Ala

200

Ala

Lys

Lys

Thr

Gly

280

Pro

Met

Glu

Thr

105

Thr

Ala

Leu

Lys

Ser

185

Asn

Gly

Ala

Lys

Asp

265

Phe

Pro

Leu

Phe

90

Gly

Leu

Glu

Glu

val

170

Ser

Gln

Lys

Ile

Lys

250

Glu

Asn

Pro

Leu

Pro
330

63

Asn

Gln

Ile

Ser

155

Ala

Met

Lys

Trp

Val

235

Ser

Glu

Ala

Thr

Gly

315

Pro

Val

Val

Lys

140

Leu

Lys

Gln

Pro

Val

220

Asp

Glu

Leu

Pro

Asp

300

Phe

Pro

Ala

Glu

125

Lys

Thr

Glu

Ser

Phe

205

Arg

Lys

Glu

Arg

Thr

285

Glu

Asn

Pro

Ile

110

Arg

Arg

Tyr

Ser

Ala

190

Phe

Asp

Ser

Val

Leu

270

Pro

Glu

Ala

Thr

95

Asn

Arg

Arg

Pro

Val

175

Asp

Pro

Lys

Ala

Asn

255

Ala

Ser

Leu

Pro

Glu
335

Glu

His

Lys

Asp

160

val

Glu

Lys

Ile

Gly

240

Ala

Leu

Glu

Arg

Ala

320

Asp



10

15

Glu Leu Glu

Thr Ser Gly
355

Glu Asn Phe

370

Gly Arg Gly

385

<210> 17
<211> 1200
<212> ADN

Met Arg Glu

Leu Ala Ser

Asp Phe Pro

375

Arg Pro

390

ES 2741730 T3

Thr Ala Pro Ser Leu Asp Ser Ser Phe

345

350

Leu Arg Ser Ala Ile Asn Arg His Ser

360

365

Leu Ile Pro Thr Glu Glu Glu Leu Asn

<213> Listeria monocytogenes

<400> 17

atgcgtgega
atatttgcag
aaaacagaag
gtaagttcac
gcagacctaa
aacggtgagc
actctgcaag
aaaagaagaa
aaaccaacaa
agtgacttag
aatcaaaaac
cgtgataaaa
ttaattgacc
ccaccaccta
tttaatgctc
gaagagttaa
acatcggaac
atgcgggaaa
agaagtgcta
gaagagttga
<210> 18

<211> 1256
<212> ADN

tgatggtagt
cgacagatag
agcagccaag
gtgatattga
tagcaatgtt
aaacaggaaa
tggagcgteg
aagccatagc
aagcaaataa
attctagcat
catttttcce
tcgacgaaaa
aattattaac
cggatgaaga
ctactccatc
gacttgcettt
cgagctcatt
cagcacctte
ttaatcgcca

acgggagagg

tttcattact
cgaagattcce
cgaggtaaat
ggaactagaa
gaaagcaaaa
tgtggctata
tcatccaggt
gtcgtcggat
gagaaaagtg
gcagtcagca
taaagtattt
tcctgaagta
caaaaagaaa
gttaagactt
ggaaccgagc
gccagagacg
cgaatttcca
gctagattct
tagcgaaaat

cggtagacca

<213> Listeria monocytogenes

<400> 18

gccaactgeca
agtctaaaca
acgggaccaa
aaatcgaata
gcagagaaag
aatgaagagg
ctgtcatcgg
agtgagcecttg
gcgaaagagt
gacgagtcta
aaaaaaataa
aagaaagcga
agtgaagagg
gctttgeccag
tcattcgaat
ccaatgcttce
ccgectccaa
agttttacaa
ttctctgatt

gaagagttga

64

380

ttacgattaa
cagatgaatg
gatacgaaac
aagtgaaaaa
gtccgaataa
cttcaggagt
atagcgcage
aaagccttac
cagttgtgga
caccacaacc
aagatgcggg
ttgttgataa
taaatgcttc
agacaccgat
ttececgeegece
ttggttttaa
cagaagatga
gcggggattt
tcccactaat

acgggagagg

ccccgacata
ggaagaagaa
tgcacgtgaa
tacgaacaaa
caataataac
cgaccgacca
ggaaattaaa
ttatccagat
tgcttctgaa
tttaaaagca
gaaatgggta
aagtgcaggg
ggacttcccg
gcttcteggt
acctacggat
tgctcecctget
actagaaatt
agctagtttg
cccaacagaa

cggtagacca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



10

gcgccaaatc
ataagaagca
tegettecac
aataaagcag
tttcgecgect
cttcaacaag
tgggaagcag
atattcttaa
actgctaatc
tctaaaaagg
atgcgtgcga
gacccatacg
tatcaaaatt
gtgaatgata
gtcttteccgg
gctcecgeatg
acaaatactg
aaagatgtaa
atagctcaag
ttatctcatt

aaaataacag

<210> 19
<211> 2322
<212> PRT

attggttgat
ttaaagatcc
tcacagagga
cctataatac
taaagtacta
cagcgaaaga
ttggggttaa
aataattcat
caatttttaa
ttgtattage
tgatggtggt
acgttaattc
attcaattaa
tgaaattcaa
taacgataaa
atattgacag
acgtaaatac
atcatatgcg
gaatatatga
tttataatcc

gagcaaagta

<213> Homo sapiens

<400> 19

1

ES 2741730 T3

tggtgaggat
tgacaaatat
aggcgactgg
tatcactaaa
tttaacgaaa
tttatatggt
ctgattaaca
gaatattttt
cggaacaaat
gtatcacgag
tttcattact
ttgcaatgtt
gaaaaaataa
aaaggtggtt
agcaaatgcc
caaattacca
gcactattgg
agctaattta
tgcggatcat
tgatagagat

tttcaatcaa

gtctgtgtge
aatcaagcgg
ggcggagttc
cttggaaaag
aaatcccagt
gaagatgctt
aatgttagag
tcttatatta
tagtgaaaat
gagggagtat
gccaattgca
agctattgge
ttaaaaacac
ctaggtatgt
tgttgtgatg
cataaactta
ctttttaaac
atgaatgaac
aaaaatccat
aatacttatt

tecggtgactg

10

gtgggtcgeg
ctcatatgaa
attataatag
aaaaaacaga
ttaccgatgce
ctaaaaaagt
aaaaattaat
gctaattaag
gaaggccgaa
aagtgggatt
ttacgattaa
gtgttctctt
agaacgaaag
gcttgatcge
aatacttaca
gttggtccge
aagcggaaaa
ttaaaaaatt
attatgatac
tgcecgggttt

attaccgaga

agatgggcga
agattacgaa
tggtatcecg
acagctttat
gaaaaaagcg
tgctgaaget
tctccaagtg
aagataacta
ttttcecttgt
aaacagattt
cccecgacgte
taggggegtt
aaaaagtgag
aagtgttcta
aacacccgca
ggataacccg
aatactagct
cgataaacaa
tagtacattt
tgctaatgeg

agggaa

Met Gln Ser Gly Arg Gly Pro Pro Leu Pro Ala Pro Gly Leu Ala Leu
5

15

Ala Leu Thr Leu Thr Met Leu Ala Arg Leu Ala Ser Ala Ala Ser Phe

20

25

65

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1256



Phe

Ile

Leu

65

Gly

Gln

Val

Leu

Gly

145

Gly

Gly

Ala

Pro

Thr

225

Phe

Glu

Leu

Gly

Asp

Leu

Arg

Thr

Leu

Asn

130

Leu

Thr

Arg

Glu

His

210

Leu

Gln

Gly

His

Glu

Leu

Ala

Leu

Pro

Thr

115

Ala

Phe

Ser

Ser

Glu

195

Ser

Glu

Ala

His

Asn
275

Asn

Gln

Ala

Gln

Ala

100

val

Ser

Val

Arg

Leu

180

Phe

Leu

Phe

Gly

Leu

260

Ser

His

Leu

Gly

val

85

Glu

Val

Ser

Gly

Pro

165

Leu

Ser

Ala

Thr

Gly

245

Arg

val

Leu

Gln

Pro

70

Arg

Thr

Glu

Ala

Gly

150

Leu

Arg

Ala

Ala

Leu

230

Arg

Ala

Pro

Glu

Phe

Ala

Leu

Leu

Gly

val

135

Thr

Arg

Pro

Ser

Phe

215

Thr

Arg

Val

val

ES 2741730 T3

Val

40

Ser

Asp

val

Leu

Trp

120

Pro

Gly

Gly

Leu

Asp

200

Pro

Thr

Gly

Val

Ala
280

Pro

Thr

His

Leu

Ser

105

Ala

Gly

Thr

Cys

Thr

185

Asp

Ala

Gln

Asp

Glu

265

Asp

Val

Ser

Leu

Gly

920

Asp

Thr

Ala

Leu

Leu

170

Pro

Val

Trp

Ser

Phe

250

Lys

Gly

66

Ala

Gln

Leu

75

Gln

Ser

Leu

Pro

Gly

155

His

Asp

Ala

Gly

Arg

235

Ile

Gly

Gln

Thr

Pro

Leu

Glu

Ile

Ser

Leu

140

Leu

Ala

val

Leu

Thr

220

Gln

Tyr

Gln

Pro

Ala

45

Glu

Gln

Glu

Pro

Val

125

Glu

Pro

Ala

His

Gly

205

Gln

Ala

Val

Gly

His
285

Leu

Ala

Leu

Leu

His

110

Asp

Val

Tyr

Thr

Glu

1390

Phe

Asp

Pro

Asp

Thr

270

Glu

Thr

Leu

Tyr

Arg

95

Thr

Gly

Pro

Leu

Leu

175

Gly

Ser

Glu

Leu

Ile

255

Val

val

Asp

Leu

Ser

80

Leu

val

Phe

Tyr

Arg

160

Asn

Cys

Gly

Gly

Ala

240

Phe

Leu

Ser



val

Thr

305

Ser

Glu

Gly

Glu

Glu

385

Leu

Pro

Thr

Trp

Lys

465

Leu

Leu

Asp

Pro

His

290

His

Leu

His

Cys

Ala

370

Glu

Ala

Glu

Ile

Arg

450

Ser

Glu

Asp

Thr

Met

Ile

Thr

Leu

Arg

Met

355

Leu

Tyr

Pro

Pro

Ser

435

His

Gln

Leu

Val

Ser

515

Pro

Asn

Ser

Leu

Leu

340

Glu

Leu

Glu

Glu

Gly

420

Pro

Val

val

Asp

Val

500

Asp

Ser

Ala

Asn

Gly

325

Gly

Asp

Thr

Asp

Ala

405

Leu

Leu

Gln

Leu

Ile

485

Asn

Gln

Cys

His

Arg

310

Gly

Leu

Leu

Asp

390

Trp

Pro

val

Pro

Phe

470

Pro

Arg

Leu

Leu

Arg

295

Gly

Leu

Thr

Ser

Asn

375

Ala

Pro

Pro

Val

Thr

455

Ser

Gly

Lys

Val

Arg
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Leu

Val

Asp

Pro

val

360

Met

Tyr

Ala

val

Ala

440

Leu

val

Ala

Ala

Leu

520

Arg

Glu

Leu

Ala

Glu

345

Asn

Ala

Gly

Met

Phe

425

Glu

Asp

Thr

Gln

Arg

505

Glu

Gly

Ile

Ser

Glu

330

Ala

Gly

Ala

His

Glu

410

Ala

Gly

Leu

Arg

Ala

490

Phe

val

Gln

67

Ser

Tyr

315

Ala

Thr

Gln

Gly

Tyr

395

Leu

Asn

Gly

Met

Gly

475

Arg

Ile

Ser

Thr

Val

300

Leu

Ser

Asn

Arg

Cys

380

Glu

Pro

Phe

Thr

Glu

460

Ala

Lys

His

Vval

Tyr

Asp

Glu

Arg

Ala

Arg

365

Arg

Ala

Glu

Thr

Ala

445

Ala

Arg

Met

Asp

Thr

525

Leu

Gln

Pro

His

Ser

350

Gly

Leu

Phe

Pro

Gln
430

Trp

Glu

His

Phe

Gly

510

Ala

Leu

Tyr

Arg

Leu

335

Leu

Leu

Glu

Ser

Cys

415

Leu

Leu

Leu

Gly

Thr

495

Ser

Arg

Pro

Pro

Gly

320

Gln

Leu

Arg

Glu

Thr

400

Val

Leu

Glu

Arg

Glu

480

Leu

Glu

vVal

Ile



Gln

545

Ser

Val

Gln

Pro

Ser

625

Arg

Val

Leu

Glu

Gly

705

Glu

Glu

Tyr

Ile

530

val

Leu

Phe

Val

Gly

610

Leu

Val

Ala

Ala

Thr

690

Ala

Gly

Gln

Asp

Leu
770

Asn

Met

Gln

Leu

595

Glu

Val

Ser

Ile

Gln

675

Asn

Leu

Ala

Gly

Thr

755

Ser

Pro

Val

Ala

580

Gly

Pro

Tyr

Asp

Arg

660

Gly

Ala

Gln

Glu

Arg

740

Val

Asn

Val

Ile

565

Tyr

Thr

Ala

val

Gly

645

Pro

Ser

val

Phe

Trp

725

VvVal

Glu

Leu

Asn

550

Leu

Asp

Ser

Thr

His

630

Leu

Ala

Ala

Gly

Gly

710

Trp

Arg

Asn

Ser

535

Asp

Glu

Pro

Ser

Glu

615

Arg

Gln

Ile

Met

Gln

695

Glu

Ala

Tyr

Leu

Phe
775
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Pro

His

Asp

Gly

600

Phe

Gly

Ala

Gln

Pro

680

Asp

Leu

Thr

Leu

Ala

760

Pro

Pro

Thr

Ser

585

Leu

Ser

Gly

Ser

Ile

665

Ile

val

Gln

Gln

Ser

745

Leu

val

His

Gln

570

Ala

Pro

Cys

Pro

Pro

650

His

Leu

Ser

Lys

Ala

730

Thr

Glu

Thr

68

Ile

555

Lys

Cys

val

Arg

Ala

635

Pro

Arg

Pro

val

Gln

715

Phe

Asp

val

Ile

540

Ile

Pro

Glu

Glu

Glu

620

Gln

Ala

Ser

Ala

Leu

700

Gly

His

Pro

Gln

Gln
780

Phe

Leu

Gly

Arg

605

Leu

Asp

Thr

Thr

Asn

685

Phe

Ala

Gln

Gln

Val

765

Arg

Pro

Gly

Leu

590

Arg

Glu

Leu

Leu

Gly

670

Leu

Arg

Gly

Arg

His

750

Gly

Ala

His

Pro

575

Thr

Asp

Ala

Thr

Lys

655

Leu

Ser

Vval

Gly

Asp

735

His

Gln

Thr

Gly

560

Glu

Phe

Gln

Gly

Phe

640

Val

Arg

Val

Thr

Val

720

Val

Ala

Glu

Val



ES 2741730 T3

Trp Met Leu Arg Leu Glu Pro Leu His Thr Gln Asn Thr Gln Gln Glu
785 790 795 800

Thr Leu Thr Thr Ala His Leu Glu Ala Thr Leu Glu Glu Ala Gly Pro
805 810 815

Ser Pro Pro Thr Phe His Tyr Glu Val Val Gln Ala Pro Arg Lys Gly
820 825 830

Asn Leu Gln Leu Gln Gly Thr Arg Leu Ser Asp Gly Gln Gly Phe Thr
835 840 845

Gln Asp Asp Ile Gln Ala Gly Arg Val Thr Tyr Gly Ala Thr Ala Arg
850 855 860

Ala Ser Glu Ala Val Glu Asp Thr Phe Arg Phe Arg Val Thr Ala Pro
865 870 875 880

Pro Tyr Phe Ser Pro Leu Tyr Thr Phe Pro Ile His Ile Gly Gly Asp
885 890 895

Pro Asp Ala Pro Val Leu Thr Asn Val Leu Leu Val Val Pro Glu Gly
300 905 910

Gly Glu Gly Val Leu Ser Ala Asp His Leu Phe Val Lys Ser Leu Asn
915 920 925

Ser Ala Ser Tyr Leu Tyr Glu Val Met Glu Arg Pro Arg His Gly Arg
930 935 940

Leu Ala Trp Arg Gly Thr Gln Asp Lys Thr Thr Met Val Thr Ser Phe
945 950 955 960

Thr Asn Glu Asp Leu Leu Arg Gly Arg Leu Val Tyr Gln His Asp Asp
965 970 975

Ser Glu Thr Thr Glu Asp Asp Ile Pro Phe Val Ala Thr Arg Gln Gly
980 985 990

Glu Ser Ser Gly Asp Met Ala Trp Glu Glu Val Arg Gly Val Phe Arg
995 1000 1005

Val Ala 1Ile Gln Pro Val Asn Asp His Ala Pro Val Gln Thr Ile
1010 1015 1020

Ser Arg Ile Phe His Val Ala Arg Gly Gly Arg Arg Leu Leu Thr
1025 1030 1035

69



Thr

Ala

Val

Glu

Asp

Ala

Val

Thr

Arg

Trp

Gln

Ser

Pro

Gly

Val

Ala

Asp
1040

Gln
1055

Ala
1070

Asp
1085

Arg
1100

Thr
1115

Ala
1130

Tle
1145

Ser
1160

Gly
1175

Gln
1190

Leu
1205

val
1220

Pro
1235

Phe
1250

Ala
1265

Asp

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

Asn

Asp

Gly

Gln

Asp

Ser

His

Leu

Gln

Gln

Val

Val

Asp

Arg

Trp

Leu

Gly

Thr

Asp

Leu

Leu

Pro

Thr

Ala

Gly

Glu

Ala

Leu

Glu

Lys

Ile

Leu

Ser

Ala

Glu

val

Leu

Arg

Asp

Pro

Glu

Ala

Phe

Thr

Pro

Arg

Gln

Glu

Ser

Val

Val

Arg

Asp

Asp

Ala

Leu

Ala

val
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Ser
1045

Arg
1060

Thr
1075

Arg
1090

Leu
1105

Val
1120

Leu
1135

Leu
1150

His
1165

Ala
1180

Gly
1195

Thr
1210

Thr
1225

Lys
1240

Ala
1255

Pro
1270

Asp

Lys

Arg

val

Gln

Gln

val

His

Tyr

Gly

Ala

Met

Leu

Leu

Glu

Pro

Ala

Asp

Pro

Leu

val

Ala

Val

Leu

His

Gln

Val

Ala

Gln

Val

Ile

Ala

Asp

Leu

Ile

Phe

Ser

Ser

Pro

Asp

Val

Pro

Leu

Phe

val

Arg

Arg

Asp

70

Ser

Leu

Tyr

vVal

Asp

Glu

Gln

Thr

Thr

Ala

Tyr

Ser

Thr

His

Arg

Ile

Gly
1050

Phe
1065

Arg
1080

His
1095

Gly
1110

Pro
1125

Gly
1140

Asn
1155

Ala
1170

Thr
1185

Ser
1200

Vval
1215

Ile
1230

Lys
1245

Asp
1260

val
1275

Phe

Gly

Phe

Ser

Gln

Tyr

Gly

Leu

Gly

Ala

His

Glu

Ala

Lys

Gln

Phe

Ala

Ser

Thr

Gly

His

Leu

Gln

Asp

Pro

Phe

Asn

Ala

Leu

Ile

Leu

Ser

Asp

Ile

Gln

Ala

Gln

Arg

Gly

Ile

Arg

Ser

Gly

Gly

Glu

Tyr

Glu

Val



Lys

Ala

Ser

Arg

Gly

Leu

Glu

Gly

Glu

Ala

Leu

Phe

Pro

Pro

Thr

Ser

Ser
1280

Leu
1295

Gln
1310

Pro
1325

Leu
1340

Pro
1355

Gly
1370

Pro
1385

Pro
1400

Arg
1415

Ile
1430

val
1445

Val
1460

Ile
1475

Ala
1490

Gly

Pro

Ala

Glu

Glu

Gly

Ala

Gly

Tyr

Pro

Thr

Arg

Leu

Ala

Leu

Pro

Ser

Pro

Asp

Ala

Ala

Ala

Ala

Ser

Phe

Gln

Leu

Tyr

Met

Phe

Thr

Ile

Glu

Ser

Glu

Val

Trp

Pro

Ile

Leu

Pro

His

Ser

Val

Ala

Thr

Thr

Pro

Asp

Ala

Pro

Asp

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Gly

Ala

His

Asn

Val

Asn

Ala

Leu
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Gly
1285

Pro
1300

Thr
1315

Asp
1330

Glu
1345

Leu
1360

Leu
1375

Leu
1390

Ala
1405

Phe
1420

Asp
1435

Ala
1450

Thr
1465

Thr
1480

Glu
1495

val

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Glu

Ala

Leu

Leu

Ser

Gly

Ser

Val

Gly

Ala

Tyr

Leu

Leu

Arg

Phe

val

Ala

Pro

Gly

Gln

Trp

Ser

Glu

Leu

Leu

Leu

Thr

Val

Asp

Val

Ser

Leu

Gln

Pro

Leu

Lys

Arg

Glu

Met

Pro

Gln

Arg

Ile

71

Met

Pro

Leu

Leu

vVal

Asn

Leu

Ser

Glu

Met

Thr

Asp

Val

Met

Ser

Glu

Val
1290

Val
1305

Tyr
1320

Asp
1335

Glu
1350

Phe
1365

Leu
1380

Leu
1395

Asp
1410

val
1425

Leu
1440

Arg
1455

Asn
1470

Trp
1485

Thr
1500

Gln

Ser

Gln

Leu

Val

Leu

Ser

Arg

Gln

Gly

Glu

Thr

Gln

Asp

Glu

Asp

Pro

Arg

Ser

His

Ala

Glu

Val

Val

val

Pro

Glu

Asp

Ser

Gln

Gly

Gly

Ser

Gly

Phe

Ser

Ser

val

Pro

Ser

Leu

Gln

Gln

Ser

His

Pro

Ala

Asp

Asn
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1505 1510 1515

Gly Arg Val Val Leu Arg Gly Ala Pro Gly Thr Glu Val Arg Ser
1520 1525 1530

Phe Thr Gln Ala Gln Leu Asp Gly Gly Leu Val Leu Phe Ser His
1535 1540 1545

Arg Gly Thr Leu Asp Gly Gly Phe Arg Phe Arg Leu Ser Asp Gly
1550 1555 1560

Glu His Thr Ser Pro Gly His Phe Phe Arg Val Thr Ala Gln Lys
1565 1570 1575

Gln Val Leu Leu Ser Leu Lys Gly Ser Gln Thr Leu Thr Val Cys
1580 1585 1590

Pro Gly Ser Val Gln Pro Leu Ser Ser Gln Thr Leu Arg Ala Ser
1595 1600 1605

Ser Ser Ala Gly Thr Asp Pro Gln Leu Leu Leu Tyr Arg Val Val
1610 1615 1620

Arg Gly Pro Gln Leu Gly Arg Leu Phe His Ala Gln Gln Asp Ser
1625 1630 1635

Thr Gly Glu Ala Leu Val Asn Phe Thr Gln Ala Glu Val Tyr Ala
1640 1645 1650

Gly Asn Ile Leu Tyr Glu His Glu Met Pro Pro Glu Pro Phe Trp
1655 1660 1665

Glu Ala His Asp Thr Leu Glu Leu Gln Leu Ser Ser Pro Pro Ala
1670 1675 1680

Arg Asp Val Ala Ala Thr Leu Ala Val Ala Val Ser Phe Glu Ala
1685 1690 1695

Ala Cys Pro Gln Arg Pro Ser His Leu Trp Lys Asn Lys Gly Leu
1700 1705 1710

Trp Val Pro Glu Gly Gln Arg Ala Arg Ile Thr Val Ala Ala Leu
1715 1720 1725

Asp Ala Ser Asn Leu Leu Ala Ser Val Pro Ser Pro Gln Arg Ser
1730 1735 1740

72



Glu

Gln

Phe

Gly

Leu

Glu

Gln

Ala

Ala

Gly

Phe

Asn

Gly

Pro

Gln

val

His
1745

Leu
1760

Leu
1775

Gly
1790

Gln
1805

Ala
1820

Pro
1835

Pro
1850

Pro
1865

Phe
1880

Thr
1895

Gly
1910

Ala
1925

Ser
1940

Ala
1955

Ser
1970

Asp

Leu

Gln

Gly

Gly

Phe

Gln

Ile

Gly

Leu

Gln

Ser

Ser

Ala

Leu

Asp

Val

Val

Ser

Gly

Pro

Ala

Ala

Ser

Glu

Ser

Ala

Ser

Pro

Ile

Gly

Arg

Leu

Ser

Gln

Thr

Ala

Ile

Ser

Arg

Ile

Leu

Asp

Vval

Pro

Glu

Arg

Glu

Phe

Glu

Leu

Gln

Gly

Thr

Val

Ala

Glu

val

Val

Ala

Leu

vVal

Ser

Glu
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Gln
1750

Glu
1765

Ala
1780

Gln
1795

Ala
1810

Val
1825

Pro
1840

Gln
1855

Tyr
1870

Gly
1885

Asp
1900

Gly
1915

Pro
1930

Gln
1945

Ser
1960

Pro
1975

val

Pro

Ala

Asp

Ser

Arg

Leu

Leu

Glu

Gly

Ser

Ile

Met

Leu

Leu

Glu

Thr

Leu

Gly

Gly

val

Asp

Arg

Ser

Val

Gly

Gly

Phe

Ser

Arg

Ser

Ala

Gln

His

Gln

Phe

Ala

val

Leu

Val

Gln

Leu

Arg

Gln

Leu

Ala

Gln

Ala

73

Phe

Ala

Leu

His

Gly

Asn

Thr

Val

Arg

Gly

Leu

Leu

Ala

Pro

Gln

Tyr

Pro
1755

Gly
1770

val
1785

Phe
1800

Pro
1815

Glu
1830

Arg
1845

Asp
1860

Ala
1875

Pro
1890

Ala
1905

Ser
1920

val
1935

Leu
1950

Gln
1965

Arg
1980

Ser

Gln

Tyr

Arg

Gln

Arg

Gly

Pro

Pro

val

Phe

Met

Asp

Glu

Leu

Leu

Arg

Pro

Ala

Ala

Thr

Pro

Ser

Asp

His

Thr

Val

Ser

Ile

val

Arg

Ile

Gly

His

His

His

Ser

Pro

Arg

Ser

Asn

Arg

Ala

Asp

Leu

Pro

Val

Gln



Gly

Ala

Phe

Leu

Arg

Ala

Ala

Pro

Pro

Glu

Ala

Gln

Pro

Pro

Pro

val

Pro
1985

Phe
2000

Thr
2015

Ala
2030

Ala
2045

Thr
2060

Asn
2075

Arg
2090

Gly
2105

Asp
2120

Pro
2135

Gly
2150

Tyr
2165

Glu
2180

Thr
2195

Ala
2210

Gln

Ser

Asn

Arg

Leu

Leu

Arg

His

Gly

Gly

Gly

Val

Asn

Ala

Gly

Lys

Tyr

Gln

Phe

Gly

Leu

Arg

Thr

Gly

Ser

Arg

Pro

Pro

Ala

Ala

Glu

Gly

Gly

Phe

Ser

val

His

Leu

Gly

Arg

Gln

Leu

Ala

Pro

Ala

Arg

Pro

Gly

His

Gln

Ser

Asn

Val

Asp

Ser

Val

Leu

Gly

Gly

Ala

Arg

Thr

Gly

Phe
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Leu
1990

Ile
2005

Ser
2020

Ala
2035

Trp
2050

Pro
2065

Val
2080

Val
2095

Val
2110

Leu
2125

Asp
2140

Val
2155

Pro
2170

Glu
2185

Pro
2200

Leu
2215

Leu

Asp

His

Ser

Ala

Thr

Pro

Arg

Glu

Glu

Ser

Ala

Tyr

Ala

Met

Ser

Val

Gln

Asp

Ala

Gly

Val

Arg

Val

Gln

val

Leu

Ser

Ser

Gly

Ala

Phe

Gly

Gly

His

val

Gly

Leu

Phe

Pro

Phe

Gly

Thr

Leu

val

Lys

Ser

Leu

74

Gly

Glu

Phe

vVal

Pro

Asp

Arg

Arg

Thr

Arg

Leu

Asp

Ala

Pro

Ser

Glu

Arg
1995

val
2010

Arg
2025

Asn
2040

Trp
2055

Ala
2070

Leu
2085

Ala
2100

Gln
2115

Pro
2130

Glu
2145

Phe
2160

Leu
2175

Glu
2190

Pro
2205

Ala
2220

Pro

val

val

val

Pro

Gly

Leu

Arg

Gln

Glu

Leu

Ala

Leu

Ser

Glu

Asn

Thr

Phe

Leu

Thr

Gln

Glu

Glu

Thr

Asp

Gly

Trp

Thr

Ser

Ser

Pro

Met

Ser

Ala

Ala

Val

Gly

Leu

Gly

Glu

Leu

Arg

Ala

Glu

Val

Thr

Ala

Phe
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Ser Val 1Ile Ile Pro Met Cys

2225
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Leu
2230

Ile Leu Pro Leu Leu Phe Tyr Leu

2240

Lys His
2255

Ala Gly
2270

Ile Pro
2285

Gln Pro
2300

Ala Leu Lys Asn Gly Gln Tyr

2315

<210> 20
<211>7011
<212> ADN

Asp Val Gln Val Leu

Asp Thr Glu Thr Phe

Leu Thr Ala Val Pro

Asp Pro Glu Leu Leu

<213> Homo sapiens

<400> 20

atgcagtccg
actatgttgg
cctgtggeca
gaagccctcce
ggacgcctge
gagacgctgce
gccacgttgt
gaggtccect
ggaaccagcc
ctceggecte
gatgtggccce
caggacgaag
ttccaggecag

cgggccgtgg

gccgceggece
ccagacttge
cggctctgac
ttctecctgge
aggtcagact
tgagtgactc
cagtcgatgg
atgggctctt
gacccctgag
tgacccecga
tgggcttcte
gaaccctaga
ggggccggcyg

tggagaaggg

2245

Thr
2260

Arg
2275

Gly
2290

Gln
2305

Trp
2320

cccacttcca
atccgegget
cgacatagac
agcaggccca
tgttctggge
catccceccac
gtttctgaac
tgttggggge
gggttgecctc
tgtgcatgag
tgggccccac
gtttacactc
tggggacttc

ccagggtacc

Val Leu Leu Leu Leu

2235

Arg Lys Arg Asn Lys

Ala Lys Pro Arg

2250

Asn
2265

Lys Val Glu Pro Gly

2280

Gln Gly Pro Pro Pro

2295

Phe Cys Arg Thr Pro

Val

gcccccggece
tccttetteg
ctgcagcectge
gctgaccacce
caggaggagc
actgtggtgce
gcctcecteag
actgggaccc
catgcagcca
ggctgtgetg
tctetggetg
accacacaga
atctatgtgg

gtattgctce

75

2310

tggcecttgge
gtgagaacca
agttctccac
tcctgetgea
tgaggctgca
tgactgtecgt
cagtcccagg
ttggcctgece
ccctcaatgg
aagagttttce
cctteectge
gccggcagge
acatatttga

acaacagtgt

Ala Leu

Thr Gly

Gly Leu

Gln Ala

Gly Gly

Asn Pro

tttgaccctg
cctggaggtg
gtcccagecece
gctctactct
gactccagca
agagggctgg
agcccccecta
ctacctgagg
ccgecagcecte
tgccagtgat
ctggggcact
acccttggece
gggccacctg

gecctgtggece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



gatgggcagc
gaccagtacc
agtctccttce
ggcctgacac
aatggccaga
aggctggagg
ctggccectg
ctgcctectg
gaggggggca
gctgagectge
ctcgagctgg
aaccgcaagg
gaggtgtcgg
ctecctgecca
agcctcatgg
tatgacccgg
ctceceegtgg
ttggaggccg
cgggtcagcg
ccggeccatac
atcttgeceg
ttcecgegtea
gagggtgctg
gtgaggtacc
ctggaggtgce
agagccactg
accctcacca
ttccattatg
ctgtcagatg
gccacagcac

ccatatttet

cccatgaggt
ctacgcatac
tecgggggget
cagaggccac
ggcgggggct
aggaggagta
aggcttggece
tctttgecaa
cagcctgget
gcaaatccca
acatcccggg
cccgetteat
tgacggctcg
tccaggtcaa
tgatcctgga
actctgcctg
agcgccgaga
gcagcctagt
atggactgca
agatccaccg
ccaacctgtce
ctggggecect
agtggtggge
tgagcactga
aggtgggcca
tgtggatgcect
cagcccacct
aggtggttca
gccagggctt
gtgcctcaga

ccccactcta
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cagtgtccac
ttcgaaccga
ggatgcagag
caatgcectce
gcgggaagcet
tgaggacgat
agccatggag
tttcacccag
tgagtggagg
ggtgctgtte
agcccaggca
ccacgatggce
ggtgcccatg
ccectgtcaat
acacacgcag
tgagggcctc
ccagcectggg
ctatgtccac
ggccagcccce
cagcacaggg
ggtggagacc
gcagtttggg
cacacaggcg
cccacagcac
ggagatcctg
gcggctggag
ggaggccacc
ggctcccagg
cacccaggat
ggcagtcgag

taccttecece

atcaatgctc
ggagtcctca
gcctcectegte
ctgetggget
ttgctgacge
gcctatggac
ctgecctgage
ctgctgacta
catgtgcagc
agcgtgacce
cgaaaaatgt
tctgaggaca
ccctecatgee
gacccaccce
aagccgcetgg
accttccagg
gagccggcga
cgeggtggte
ccggccacgce
ttgcgactgg
aatgccgtgg
gagctgcaga
ttccaccage
cacgcttacg
agcaatctgt
ccactgcaca
ctggaggagg
aaaggcaacc
gacatacagg
gacaccttcc

atccacattg

76

accggctgga
gctacctgga
acctccagga
gcatggaaga
gcaacatggce
attatgaagc
catgcgtgee
tcagcccact
ccacgctgga
gaggggcacg
tcaccctcct
ccteccgacca
ttcggagggg
acatcatctt
ggcctgaggt
tccttggecac
ccgagttcte
ctgcacagga
tgaaggtggt
cccaaggctce
ggcaggatgt
agcagggggc
gggatgtgga
acaccgtgga
cctteccagt
ctcagaacac
caggcccaag
ttcaactaca
ctggccgggt

gtttcegtgt

gtggtgaccc

aatctcegtg
gccacggggce
acaccgcctg
cctcagtgte
agccggcetge
tttctececace
tgagccaggg
ggtggtggee
cctgatggag
ccatggcgag
ggacgtggtg
gctggtgetg
ccaaacatac
cccacatgge
tttccaggee
ctcctetgge
ctgccgggag
cttgacgttce
ggccatccgg
tgccatgecee
gagcgtgetg
aggtggggtg
gcagggccge
gaacctggcc
gaccatccag
ccagcaggag
cceccccaace
gggcacaagyg
gacctatggg
cacagctcca

agatgcgect

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



gtcctcacca
cacctctttg
cgccatggga
accaatgaag
gaagatgata
gaggaggtac
cagaccatca
gacgtggect
aaggacctcc
ttcacccagg
ggctggatcc
caggcctcegg
ggccagggea
ggggatgagg
ggtcagccag
cacaatggca
cacacggatg
ctggtcecgge
cagctggagg
ccaccgagtg
agcctggacc
ctgcactccc
ggtgcteccee
gaggcgcaaa
cgtgtctecg
ccccagceatg
tcctggagaa
acagacagtt
gccttcactg
ggcctgecaga
gacggcgact

gtagtgetge

atgtcctcect
tcaagagtct
ggttggcttg
acctgttgeg
tcccatttgt
ggggtgtctt
gccggatett
tcagcgatge
tctttggcag
aggacctcag
agctgcaggt
aaccctacct
ccatcgacac
tccactacca
ccacagccett
gcctecagece
ccaccctaca
acaagaagat
cagcccagga
ccggcetaccet
ctgtgcagag
gccctgagge
tcgagggegt
acttcagegt
ggccctactt
gagccctgea
tggtggaaga
ttgtecctgat
tcactgtect
tgtgggaggg
ctgggtctga

ggggggcgec
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cgtggtgect
caacagtgcc
gcgtgggaca
tggceggetg
tgctacccge
ccgagtggec
ccatgtggee
tgactecggge
tatcgtggece
gaagaggcga
gtccgacggg
ccgtgtggec
ggccgtgete
cgtcacagct
ctcccageag
ccgcgacacce
agtgaccatt
ctacgtcttc
ggcagtgcca
ggtgatggtg
cttctcccag
ctggagcgat
ccttgtggag
ccctgagggt
ccccactcete
gaaggaggac
gcagctgatce
ggctaatgecc
gcctgtcaat
ggccactgeg
ggatctggtce

gggcactgag

gagggtggtg
agctacctct
caggacaaga
gtctaccage
cagggcgaga
atccagccecceg
cggggtggge
tttgctgacg
gtagatgagc
gtactgttcg
caacaccagg
aacggctcca
cacctggaca
ggcccteget
gacctgetgg
atggccttet
gcectagagg
cagggagagg
cctgcagaca
tcgegtggeg
gaggcagtgg
gccttetege
ctggaggtge
ggcagcctea
ctgggcctca
ggacctcaag
cgctacgtge
tcecgagatgg
gaccaacccc
cccatccctg
tacaccatcg

gtgcgecaget

77

agggtgtcct
atgaggtcat
ccactatggt
atgatgactce
gcagtggtga
tgaatgacca
ggcggetget
cccagetggt
ccacgcggcc
tgcactcagg
ccactgeget
gccttgtggt
ccaacctcga
ggggacagct
atggggccgt
ccgtggaage
gcccactgge
cagctgagat
togtattete
ccttggecaga
acacaggcag
tggatgtggc
tgcecegetge
ccetggeccee
gcctgcaggt
ccaggaccct
atgacgggag
atcgccagag
ccatcctcac
cggaggctct
agcagcccag

tcacgcagge

ctectgetgac
ggagcggccc
gacatcctte
cgagaccaca
catggcctgg
cgceectgtg
gactacagac
gcttacccege
catctaccge
ggctgaccgt
gctggaggtg
ccctcaaggg
catccgcagt
agtccgggct
tctctatage
agggccagtg
cccactgaag
cagaagggac
agtgaagagc
tgagccacce
ggtcctgtac
ctcaggcctg
catcccacta
tccactgete
gctggagcca
cagcgcectte
cgagacactg
ccatecctgtg
tacaaacaca
gaggagcacg
caacgggcgg

ccagetggac

2760

2820

2880

2940

3000

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



ggcgggcetceg
tctgacggeg
ctcctectege
agcagtcaga
cgtgtggtge
gaggccctgg
gagatgccce
ccgectgeece
ccccagegec
gccaggatca
cagcgctcag
ttggtgtceg
gcagggcage
cgtgececcace
tttgccatca
ctccggcectea
ccagactcag
ctcagecctgg
tcagggcggc
atgtctgatg
gccatcgagg
ctgagccage
ctcatccagg
agccaattcc
catgaccact
gtcactgtga
ctgcgectgg
ccgegettee
aggacggagc
gggaggctgg

agtctcactce

tgctgttete
agcacacttc
tgaagggcag
ccctcaggge
ggggccccca
tgaacttcac
ccgagccectt
gggacgtgge
ccagccacct
ccgtggcetge
agcatgatgt
aggagcccect
tagtgtatgce
tccaggggcece
cggtgaggga
cccgaggctce
ctcctgggga
tgggtggtgg
tggccttegt
gggccagccc
tgcagctgeg
agcagctcecg
gaccccagta
agatagacca
tcagagtcct
gggctetget
accccaccgt
gcctcctgga
ccgggggcag
ggctggaggt

tggagctgtg
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acacagagga
cceccggacac
ccagacactg
cagctccage
gctaggecegg
tcaggcagag
ttgggaggce
cgccaccctt
ctggaagaac
tctggatgee
gctcttccag
ccatgectggg
ccacggcggt
agcaggggcc
tgtaaatgag
tecgtgeccecece
gattgagtac
cectggggece
ggccaacggg
acccctgece
ggcacccctg
ggtggtttca
tgggcatcte
gggcgaggtg
ggcactggcet
gcatgtgtgg
cctagatget
gggaccccgg
ccagctggtg
gggcaggccea

ggcacaggge

accctggatg
ttcttecgag
actgtctgcc
gcaggcactg
ctgttccacg
gtctacgectg
catgataccc
gctgtggcetg
aaaggtctct
tccaatctet
gtcacacagt
cagccccact
gggggcacce
tcegtggetg
cggccceccte
atctcccggg
gaggtccage
gtgacceget
agcagcgtgg
atgtccctgg
gaggtgecccec
gatcgggagg
ctggtgggcg
gtctttgecet
aggggtgtca
gcaggtggge
ggcgagetgg
catggccgeg
gagcagttca
gaggggaggyg

gtcecegectg

78

gaggctteceg
tgacggccca
cagggtccgt
acccccagcet
cccagcagga
ggaatattct
tagagctcca
tgtcttttga
gggtcceccga
tggccagegt
tccececageeg
tcctgecagte
agcaggatgg
gaccccaaac
agccacaggc
cccagctgag
gggcacccca
tcacgcaagce
caggcatctt
ctgtggacat
aagctttggg
agccagaggc
ggcggeccac
tcaccaactt
atgcatcagce
catggcccca
ccaaccgcac
tggtcecgegt
ctcagcagga
ccceceggece

ctgtggcecte

cttecegecte
gaagcaagtg
ccagccactc
cctgectctac
cagcacaggg
gtatgagcat
gctgtecteg
ggctgectgt
gggccagcgg
tccatcacce
gggccagctg
ccagctgget
cttccacttt
ctcagaggcce
ctctgtccca
tgtggtggac
caacggcttce
cgatgtggat
ccagctgagc
cctaccatcce
gcgctectea
agcataccge
ctecggectte
ctcctectet
cgtagtgaac
gggtgccacce
aggcagtgtg
gccccgagec
ccttgaggac
cgcaggtgac

cctggacttt

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480



10

gccactgagce
gccgcccegga
atggcatcca
aacatgttca
ccectgetet
actgccaagce
ggccaggcca
gacccagagc
tgggtgtgag
<210> 21

<211> 261
<212> PRT

cttacaatgc
cggaagcagg
gcecctgagee
gcgtcatcat
tctacctcceg
cccgcaacgg
tccegetcac
tgctgcagtt

gcectggectg

<213> Homo sapiens

<400> 21
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tgceceggecce
gaagccagag
cgctgtggece
ccccatgtge
aaaacgcaac
cctggetggt
agctgtgect
ctgceggaca

ggcccagatg

tacagecgtgg
agcagcaccc
aagggaggct
ctggtacttc
aagacgggca
gacaccgaga
ggccaggggce
cccaaccctg

ctgatcggge

ccctgetcag
ccacaggcga
tcctgagett
tgctecctgge
agcatgacgt
cctttcgecaa
ccecctcecagg
cccttaagaa

cagggacagg

tgtcceegag
gccaggccce
ccttgaggece
gctcatcctg
ccaggtcctg
ggtggagcca
aggccagcct
tggccagtac

[

Met

1

Ala

Lys

val

His

65

Phe

Pro

Pro

Pro

Glu

Trp

Ala

His

Cys

50

Cys

His

His

Gly

Ala

130

Pro

Val

Pro

Ser

35

Gly

Ile

Pro

Pro

Asp

115

Glu

Ala

Pro

Leu

20

Gln

Gly

Arg

Glu

Leu

100

Asp

Leu

Leu

Val

Ile

Pro

Val

Asn

Asp

85

Tyr

Ser

Thr

Gly

VvVal

Leu

Trp

Leu

Lys

70

Thr

Asp

Ser

Asp

Thr

Phe

Ser

Gln

val

55

Ser

Gly

Met

His

Ala

135

Thr

Leu

Arg

Val

40

His

VvVal

Gln

Ser

Asp

120

Val

Cys

Thr

Ile

25

Leu

Pro

Ile

Val

Leu

105

Leu

Lys

Tyr

Leu

10

Val

Val

Gln

Leu

Phe

90

Leu

Met

Val

Ala

79

Ser

Gly

Ala

Trp

Leu

75

Gln

Lys

Leu

Met

Ser

Val Thr

Gly Trp

Ser Arg
45

Val
60

Leu

Gly Arg

Val Ser

Asn Arg

Leu Arg

125

Asp Leu

140

Gly Trp

Trp

Glu

30

Gly

Thr

His

His

Phe

110

Leu

Pro

Gly

Ile

15

Cys

Arg

Ala

Ser

Ser

95

Leu

Ser

Thr

Ser

Gly

Glu

Ala

Ala

Leu

Phe

Arg

Glu

Gln

Ile

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7011
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145

Glu Pro Glu Glu Phe
165

His Val Ile Ser Asn
180

Thr Lys Phe Met Leu
195

Cys Ser Gly Asp Ser
210

Gly Ile Thr Ser Trp
225

Ser Leu Tyr Thr Lys
245

Ile Val Ala Asn Pro
260

<210> 22

<211> 237

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22

Ile vVal Gly Gly Trp

1 5

Leu Val Ala Ser Arg
20

Pro Gln Trp Val Leu
35

Ile Leu Leu Gly Arg
50

Val Phe Gln Val Ser
65

Leu Leu Lys Asn Arg
85

Leu Met Leu Leu Arg

150

Leu

Asp

Cys

Gly

Gly

230

Val

Glu

Gly

Thr

His

His

70

Phe

Leu

Thr

Val

Ala

Gly

215

Ser

Val

Cys

Arg

Ala

Ser

55

Ser

Leu

Ser
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Pro

Cys

Gly

200

Pro

Glu

His

Glu

Ala

Ala

40

Leu

Phe

Arg

Glu

Lys

Ala

185

Arg

Leu

Pro

Tyr

Lys

Val

25

His

Phe

Pro

Pro

Pro

Lys

170

Gln

Trp

Val

Cys

Arg
250

His

10

Cys

Cys

His

His

Gly

90

Ala

80

155

Leu

Val

Thr

Cys

Ala

235

Lys

Ser

Gly

Ile

Pro

Pro

75

Asp

Glu

Gln

His

Gly

Asn

220

Leu

Trp

Gln

Gly

Arg

Glu

60

Leu

Asp

Leu

Cys

Pro

Gly

205

Gly

Pro

Ile

Pro

Val

Asn

45

Asp

Tyr

Ser

Thr

Val

Gln

190

Lys

val

Glu

Lys

Trp

Leu

Lys

Thr

Asp

Ser

Asp

Asp

175

Lys

Ser

Leu

Arg

Asp
255

Gln

15

Val

Ser

Gly

Met

His

95

Ala

160

Leu

Val

Thr

Gln

Pro

240

Thr

val

His

Val

Gln

Ser

80

Asp

Val
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Lys Val

Tyr Ala
130

Lys Lys
145

Ala Gln

Arg Trp

Leu Val

Pro Cys
210

Tyr Arg
225

<210> 23

<211> 237

Met

115

Ser

Leu

Val

Thr

Cys

195

Ala

Lys

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 23
Ile Val
1

Leu Val

Pro Gln

Ile Leu
50

Val Phe
65

Leu Leu

Gly

Ala

Trp

Leu

Gln

Lys

100

Asp

Gly

Gln

His

Gly

180

Tyr

Leu

Trp

Gly

Ser

20

val

Gly

Val

Asn

Leu

Trp

Cys

Pro

165

Gly

Gly

Pro

Ile

Trp

Arg

Leu

Arg

Ser

Arg

Pro

Gly

Vval

150

Gln

Lys

val

Glu

Lys
230

Glu

Gly

Thr

His

His

70

Phe

Thr

Ser

135

Asp

Lys

Ser

Leu

Arg

215

Asp

Cys

Arg

Ala

Ser

55

Ser

Leu
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Gln

120

Ile

Leu

Val

Thr

Gln

200

Pro

Thr

Glu

Ala

Ala

40

Leu

Phe

Arg

105

Glu

Glu

His

Thr

Cys

185

Gly

Ser

Ile

Lys

vVal

25

His

Phe

Pro

Pro

Pro

Pro

Vval

Lys

170

Ser

Ile

Leu

Val

His

10

Cys

Cys

His

His

Gly

81

Ala

Glu

Ile

155

Phe

Gly

Thr

Tyr

Ala
235

Ser

Gly

Ile

Pro

Pro

75

Asp

Leu

Glu

140

Ser

Met

Asp

Ser

Thr

220

Asn

Gln

Gly

Arg

Glu

60

Leu

Asp

Gly

125

Phe

Asn

Leu

Ser

Trp

205

Lys

Pro

Pro

val

Asn

45

Asp

Tyr

Ser

110

Thr

Leu

Asp

Cys

Gly

190

Gly

Val

Trp

Leu

30

Lys

Thr

Asp

Ser

Thr

Thr

Val

Ala

175

Gly

Ser

val

Gln

15

vVal

Ser

Gly

Met

His

Cys

Pro

Cys

160

Gly

Pro

Glu

His

val

His

val

Gln

Ser

80

Asp
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85
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Leu Met Leu Leu Arg Leu Ser Glu

Lys Val Met
115

100

Asp Leu Pro Thr Gln

120

Tyr Ala Ser Gly Trp Gly Ser Ile

130

135

Lys Lys Leu Gln Cys Val Asp Leu
150

145

Ala Gln Val

His Pro Gln Lys Val

165

Arg Trp Thr Gly Gly Lys Ser Thr

Leu Val Cys
195

180

Asn Gly Val Leu Gln

200

Pro Cys Ala Leu Pro Glu Arg Pro

210

Tyr Arg Lys

225

<210> 24
<211> 5873
<212> ADN

215

Trp Ile Lys Asp Thr
230

<213> Homo sapiens

<400> 24

ggtgtcttag
aagaatcggg
ctttgtccee
agtaattgca
gggggttgte
gggcaggggce
gccccaagcet
cctcacccectg

gggagccage

gcacactggt
gatcgtaccce
tagatgaagt
gaacagcaag
cagcctccag
ggagtcctgg
taccacctge
tcecgtgacgt

cctgactgte

cttggagtgce
acccccetgtt
ctccatgage
tgctagctcet
cagcatgggg
ggaatgaagg
acccggagag
ggattggtga

aagctgaggce

90

Pro Ala Glu
105

Glu Pro Ala

Glu Pro Glu

His Val Ile
155

Thr Lys Phe
170

Cys Ser Gly
185

Gly Ile Thr

Ser Leu Tyr

Ile Val Ala
235

aaaggatcta
tctgtttcat
tacaagggcc
ccctecectt
agggccttgg
ttttataggg
ctgtgtcacc

gaggggccat

tetttecece

82

95

Leu Thr Asp Ala Val

110

Leu Gly Thr Thr Cys

125

Glu Phe Leu Thr Pro

140

Ser Asn Asp Val Cys

Met Leu Cys

160

Ala Gly
175

Asp Ser Gly Gly Pro

190

Ser Trp Gly Ser Glu

205

Thr Lys Val

220

Asn Pro

ggcacgtgag
cctgggcecatg
tggtgcatcc
ccacagctct
tcagcctcectg
ctcctggggg
atgtgggtcc

ggttgggggg

ccaacccagce

Val His

gctttgtatg
tctectetge
agggtgatct
gggtgtggga
ggtgccagca
aggctcccca
cggttgtcectt
atgcaggaga

accccagceccce

60

120

180

240

300

360

420

480

540



agacagggag
tccectecat
cccagaactt
ggaagttcct
ctcaatgcca
atcacagtct
tgatgcttgg
tttecctagee
ctctgagaac
tttccttagg
tctgeatcet
gaccagaact
caactgaacc
atccacaact
acccaatccce
ctgggttcaa
caaacctagg
aggactccca
ctecctatceg
tctgecaggeg
cattcccaac
ctggtgcacc
tggggtctgg
gataacctct
catggggagg
tgtcecctcta
tgtcteteeg
tatctceccee
tctetetgee
acacgcacgg
ggctcacacc

ggagttcgag

ctgggctcett
attgcaacag
tctteccatt
gggcatctce
ttggttecctt
actgactttt
cctecccaate
aggctatctg
tcctcattece
aaaaacatga
tttcaaaacc
gttttctcaa
tcgccataag
tgtaccaagt
cagactcaag
ctectgetece
gaagattgac
gcecttggttc
agtcccccag
ctgegeccect
cctggcaggt
cccagtgggt
ggagcaggtg
aaggccagcece
cagggttggg
tgtctctttg
tgtgactatt
tectectetgte
aggctctgtce
gatgggcctg
tgtaatccca

accagcctgg
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ttetgtetet
tcctcactcece
tgcccageca
gtgtttctet
ggaccgtatc
cccattcagce
ttgcectagg
gcctgagaca
ctgactctta
gcatcccecag
taaaaacaaa
cctgggactt
gcacttatcc
ttcecettete
atatggtctg
agagcatgaa
agaattccca
tctgcecececg
ttccecetgt
catcectgtcet
gcttgtggec
cctcacagct
tctgtgtcee
ttgggactgg
gctggaccac
tgtcgettte
ttgttectete
cttectetggt
tcteggtete
ggggaccctg
gcactttggg

ccaactggtg

cccageccea
cacaccaggt
gctecectget
ttgtggggct
actggtccat
tgtgagtgtc
atacccagat
acaaatgggt
gccccagact
ccacaactgc
aagaaaaaca
cctaaacttt
ctggttccta
ccagtccaag
ggcgetgtet
gcctetecac
gcctttecca
tgtcttttca
caaccctgat
cggattgtgg
tctcegtggea
gcccactgea
agaggaataa
gggagagagg
cctcccecatg
attatgtctc
teteectete
ccctetetag
tgtctcacct
agaaaaggaa
aggccaaggc

aaaccccatce

83

cttcaagcce
cccegetecee
cccagetget
caaaacctce
ctecectgagee
caaccctatc
gccaaccaga
ccctecagtcet
cttcattcag
cagctctctg
aataaaacaa
ccaaaacctt
gcacccctta
accccaaatc
tgtgtctect
cagcaccagce
gctccceccectg
aacccacatc
tccectgate
gaggctggga
gggcagtctg
tcaggaagtg
cagctgggca
gaaagttctg
gctgectggg
ttggtaactg
ttctetgtet
ccagtgtgte
gtgeccttete
gggctttgge
aggtagatca

tctactaaaa

atacccccag
tcccacttac
ttactaaagg
aaggacctct
cctcaatcct
ccagagacct
cacctcectte
ggcaatggga
tggcccacat
agtccccaaa
aaccaactca
cctettecag
tccectcaga
accacaaagg
accctgatce
caccaacctg
cccatgtcce
ctaaatccat
tagcacccce
gtgcgagaag
cggcggtgtt
agtaggggcc
tttteccecag
gttcaggtca
tctccatctg
gctteggttg
tcagtcteca
tcaccctgta
cctactgaac
tgggcgeggt
cctgaggtca

atacaaaaaa

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



ttagccagge
attgcattga
cctgggtgac
aaagaaaaga
gagggccecct
gaagggctgg
gaaggaaaac
ggcctgecagg
agccactctg
tttctctece
tgacttcctg
ctctctetet
ctgtgtattt
tgcecetttta
tctcacactg
ccctgtgttt
cttctctett
agcgtgatcet
caggtcagcc
ctcaggccag
gagctcacgg
acctgctacg
ggtgcagccg
tgagggagga
ccgtagtcett
tgtgtgegeca
cagggggcaa
tgagtgggac
ctccecaget
tttgactcce

gcacacggtt

gtggtggege
acctggaggt
agagtgagac
aaagaaaagg
ctcactccat
ttccagcetgg
agggtatggg
caggctacct
aggcctccece
acactttatc
cttcecctttce
ttctetggece
tecggctcacce
ccctettect
ctgtttecca
tctcactgtt
tccttatcat
tgctgggtcg
acagcttccc
gtgatgactc
atgctgtgaa
cctcaggetg
ggagcccaga
gggccaagga
gaccccaaag
agttcaccct
aagcacctgc
cttaattctg
gtagccatge
tcaaggcaat

actaggcacc
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atgcctgtag
tgaggttgca
tccgectcaa
aagtgtttta
tcctteteca
agctgggagg
ggaaaggacc
acccacttgg
tceceeggegg
atcccececgga
tcattcatct
catgtctgtt
ttgtttgtca
tttececettgg
actcgttgte
tctttttete
cctegetect
gcacagcctg
acacccgctce
cagccacgac
ggtcatggac
gggcagcatt
tgecctgggte
accaggtggg
aaacttcagt
cagaaggtga
tcggtgagtce
ggctggggte
caccteeceeg
aggttattct

tgctatgcac

tccecagetac
gtgagccgag
aaaaaaaaaa
tcecectgatgt
ggacatcccet
ggcaattgag
ctggggagcg
aaacccacgc
tccccactca
ttcctctceta
gtttctcact
tctctatgtt
ctgttctcecece
ttctectecagt
tgtattttgg
ttttggagcc
cattcctgeg
tttcatecctg
tacgatatga
ctcatgcectge
ctgcccaccece
gaaccagagg
tgagggagga
gtccageccca
gtgtggacct
ccaagttcat
atccctactce
tagaagccaa
tgtctcatcet
tacagcacaa

ccagcactgce

84

tcaggagctg
accgtgeccac
aaaaaaaaaa
gtgtgggtat
ccactettgg
ggaggaggaa
aagtggagga
caaagccgca
gctccaaagt
cttggttcte
ttctgectgg
tctgtetttt
ctectgeccett
tctgtatctg
cctgaactgt
tcctecttge
tctgettect
aagacacagg
gcctcctgaa
tcegectgte
aggagccagc
agtgtacgcce
ggggacagga
caacagtgtt
ccatgttatt
gctgtgtget
ccaagatctt
caaggcgtct
cattcecctee
ctcatctgtt

cctagagcect

agggaggaga
tgcactccag
aaaaaaaaga
gagggtatga
gagacacaga
ggagaagggg
tacaaccttg
tctacagcetg
ctectctecct
attcttcectt
ttttgttcett
ctttctecatce
tcattctcte
ccettecacce
gtcttceccaa
tcctectgtee
ccccagcaaa
ccaggtattt
gaatcgattc
agagcctgece
actggggacc
tgggccagat
ctecctgggte
tttgcctgge
tccaatgacg
ggacgctgga
gagggaaagg
gccteecectg
ttcectette
cctgegttcea

gggacatagce

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320



10

agtgaacaga
gcaggaacag
ggggagggag
gagcaaacac
gcatctggcece
ctggctggag
gcctcacctg
gtgctggaca
atgggatcag
gacctggggg
gctecectggece
ctgatcaccg
tggagaggag
gggacagcat
cctegtggac
gactggagcc
ggagacattt
tctgaaagat
ttttaccctt
acgtcatggg
gtgcattacc
agtccctatt
cagttctact
cagacacagg
tggggaatac
atggggtgtc
<210> 25

<211> 238
<212> PRT

cagagagcag
ggaccacaac
aaggggtggg
ctgcgcaggg
aggcctggga
tgaaggatcg
ggccacagga
gaagcaggac
actgcaggga
tggcteccagg
ctcagtctct
aactgaccat
gtgtctagtc
cctgcagatg
cctceectet
cctaccccte
ctctettett
aggattgccce
agggtgattc
gcagtgaacc
ggaagtggat
gtagtaaact
gacctttgtce
tgtagaccag
tggccatgcecce

tgtgttattt

<213> Homo sapiens

<400> 25

ES 2741730 T3

ccceteecett
acagaaaagc
gagtgtgact
gaggggaggyg
ggaggggcct
gggcagggtg
ggacactgct
agggcctgge
gggagggcag
cattgtccce
ccectecact
gccagccectg
agagagtagt
gtecectggece
gcacaggagc
tgttggaatc
ccaaagctgg
aggcagaaac
tgggggccca
atgtgccctg
caaggacacc
tggaaccttg
cttaggtgtg
agtgtttctt
tggagacata

gtgggataca

ctgtagcccce
tggagggtgt
gggaggagac
cctgecggeac
agagggcgtc
cgagagggaa
tttcctetga
tcaggtgtcc
cagggatgtg
acctgggecce
ccattctcca
ccgatggtcce
cctggaaggt
ttgtcccacce
tggaccctga
cctgeccacce
gaactgctat
tgggactgac
cttgtctgta
cccgaaaggc
atcgtggcca
gaaatgacca
aggtccaggg
aaatggtgta
tcactcaatt

gagatgaaag

caagccagtg
caggaggtga
atcctgcaga
ctgggggagce
aggagcagag
caaaggaccc
ggagtcagga
agaggctgcecg
gagggagtga
ttacccagcece
cctacccaca
tccatggctce
ggcctctgtg
gacctgtcta
agtcccttce
ttcttctgga
ctgttatctg
ctatctcact
atggtgtgcet
cttccctgta
acccctgage
ggccaagact
ttgctaggaa
attttgtcct
tctctgagga

aggggtggga

aggggcacag
tcaggctete
aggtgggagt
agagggaaca
aggaggttgce
ctcetgecagg
actgtggatg
ctggcctect
tgatggggct
tcecctecacag
gtgggtcatt
cctagtgcecce
aggagccacg
caaggactgt
taccggccag
agtcggctcet
cctgtccagg
ctcteectge
tcaaggtatc
caccaaggtg
acccctatca
caagcctcecce
aagaaatcag
ctctgtgtece
cacagttagg

tce

Met Trp Val Pro Val Val Phe Leu Thr Leu Ser Val Thr Trp Ile Gly

1

5

10

85

15

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5873



Ala

Lys

Val

His

65

Phe

Pro

Pro

Pro

Glu

145

Glu

His

Thr

Cys

Met
225

Ala

His

Cys

50

Cys

His

His

Gly

Ala

130

Pro

Pro

val

Lys

Ser

210

Val

<210> 26
<211> 1906
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 26

Pro

Ser

35

Gly

Ile

Pro

Pro

Asp

115

Glu

Ala

Glu

Ile

Phe

195

Trp

Leu

Leu

20

Gln

Gly

Arg

Glu

Leu

100

Asp

Leu

Leu

Glu

Ser

180

Met

val

His

Ile

Pro

Val

Asn

Asp

85

Tyr

Ser

Thr

Gly

Phe

165

Asn

Leu

Ile

Gly

Leu

Trp

Leu

Lys

70

Thr

Asp

Ser

Asp

Thr

150

Leu

Asp

Cys

Leu

Ser
230

Ser

Gln

vVal

55

Ser

Gly

Met

His

Ala

135

Thr

Thr

val

Ala

Ile

215

Leu
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Arg

Vval

40

His

Vval

Gln

Ser

Asp

120

Val

Cys

Pro

Cys

Gly

200

Thr

Val

Ile

25

Leu

Pro

Ile

Val

Leu

105

Leu

Lys

Tyr

Lys

Ala

185

Arg

Glu

Pro

Val

Val

Gln

Leu

Phe

90

Leu

Met

Vval

Ala

Lys

170

Gln

Trp

Leu

Trp

86

Gly

Ala

Trp

Leu

75

Gln

Lys

Leu

Met

Ser

155

Leu

Val

Thr

Thr

Arg
235

Gly

Ser

Vval

60

Gly

Val

Asn

Leu

Asp

140

Gly

Gln

His

Gly

Met

220

Gly

Trp

Arg

45

Leu

Arg

Ser

Arg

Arg

125

Leu

Trp

Cys

Pro

Gly

205

Pro

Gly

Glu

30

Gly

Thr

His

His

Phe

110

Leu

Pro

Gly

Val

Gln

190

Lys

Ala

Val

Cys

Arg

Ala

Ser

Ser

95

Leu

Ser

Thr

Ser

Asp

175

Lys

Ser

Leu

Glu

Ala

Ala

Leu

Phe

Arg

Glu

Gln

Ile

160

Leu

val

Thr

Pro
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agccccaagce ttaccacctg cacccggaga getgtgtcac catgtgggte ceggttgtet 60
tcectcaccet gteccgtgacg tggattggtg ctgcacccet catcctgtet cggattgtgg 120
gaggctggga gtgcgagaag cattcccaac cctggcaggt gettgtggece tetegtggea 180
gggcagtctg cggeggtgtt ctggtgcace cccagtgggt cctcacaget geccactgea 240
tcaggaacaa aagcgtgatc ttgctgggtc ggcacagcct gtttcatcct gaagacacag 300
gccaggtatt tcaggtcagc cacagcttcc cacacccget ctacgatatg agcctcctga 360
agaatcgatt cctcaggcca ggtgatgact ccagccacga cctcatgetg ctecegectgt 420
cagagcctge cgagctcacg gatgctgtga aggtcatgga cctgececcace caggagccag 480
cactggggac cacctgctac gcctcagget ggggcagcat tgaaccagag gagttcttga 540
ccccaaagaa acttcagtgt gtggacctcc atgttatttc caatgacgtg tgtgcgcaag 600
ttcaccctca gaaggtgacc aagttcatgce tgtgtgetgg acgctggaca gggggcaaaa 660
gcacctgcte gtgggtcatt ctgatcaccg aactgaccat gccagecctg cecgatggtcec 720
tccatggcte cctagtgece tggagaggag gtgtctagtc agagagtagt cctggaaggt 780
ggcctctgtg aggagccacg gggacagcat cctgcagatg gtcctggece ttgtcccacce 840
gacctgtcta caaggactgt cctcgtggac cctcccctet gcacaggage tggaccctga 900
agtceccttee ccaccggeca ggactggage ccctacccecet ctgttggaat cectgeccac 960
cttcttctgg aagtcggctc tggagacatt tctctcttcet tccaaagetg ggaactgcta 1020
tctgttatct gcctgtccag gtctgaaaga taggattgcc caggcagaaa ctgggactga 1080
cctatctcac tctctccetg cttttaccet tagggtgatt ctgggggece acttgtetgt 1140
aatggtgtge ttcaaggtat cacgtcatgg ggcagtgaac catgtgccct geccgaaagg 1200
ccttcectgt acaccaaggt ggtgcattac cggaagtgga tcaaggacac catcgtggec 1260
aacccctgag cacccctatc aaccccctat tgtagtaaac ttggaacctt ggaaatgacc 1320
aggccaagac tcaagcctcce ccagttctac tgacctttgt ccttaggtgt gaggtccagg 1380
gttgctagga aaagaaatca gcagacacag gtgtagacca gagtgtttcet taaatggtgt 1440
aattttgtce tctetgtgte ctggggaata ctggccatge ctggagacat atcactcaat 1500
ttctctgagg acacagatag gatggggtgt ctgtgttatt tgtggggtac agagatgaaa 1560
gaggggtggg atccacactg agagagtgga gagtgacatg tgctggacac tgtccatgaa 1620
gcactgagca gaagctggag gcacaacgca ccagacactc acagcaagga tggagctgaa 1680
aacataaccc actctgtcect ggaggcactg ggaagcctag agaaggctgt gagccaagga 1740
gggagggtct tcctttggca tgggatgggg atgaagtaag gagagggact ggaccccctg 1800
gaagctgatt cactatgggg ggaggtgtat tgaagtcctc cagacaacce tcagatttga 1860
tgatttccta gtagaactca cagaaataaa gagctgttat actgtg 1906
<210> 27

<211>69

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

87



10

15

Met Trp Val

Ala Ala Pro

Lys His Ser Gln

35

ES 2741730 T3

Pro Val Val Phe Leu Thr Leu Ser

10

Leu Ile Leu Ser Arg Ile Val Gly

20

40

25

Pro Trp Gln Val Leu Val Ala

Val Cys Gly Gly Val Leu Val His Pro Gln Trp

50

His Cys Ile

65

<210> 28
<211> 554
<212> ADN

Arg Lys

<213> Homo sapiens

<400> 28

agccccaagc
tcctcaccct
aggctgggag
ggcagtctge
caggaagtga
agctgggcat
aaagttctgg
ctgectgggt
tggtaactgg

tectetgtett

<210> 29
<211> 220
<212> PRT

ttaccacctg
tcegtgacgt
tgcgagaage
ggcggtgtte
gtaggggcct
tttcececcagg
ttcaggtcac
ctccatctgt
ctteggttgt

cagt

<213> Homo sapiens

<400> 29

55

cacccggaga
ggattggtge
attcccaacc
tggtgcaccc
ggggtctggg
ataacctcta
atggggaggc
gttectctat

gtctcteegt

gctgtgtcac
tgcaccccte
ctggcaggtg
ccagtgggte
gagcaggtgt
aggccagcect
agggttgggg
gtctctttgt

gtgactattt

88

Val Thr Trp Ile Gly

15

Gly Trp Glu Cys Glu

30

Ser Arg Gly Arg Ala

45

Val Leu Thr Ala Ala

60

catgtgggtc
atcctgtctce
cttgtggecet
ctcacagctg
ctgtgtccca
tgggactggg
ctggaccacc
gtegettteca

tgttctetet

ccggttgtet
ggattgtggg
ctcgtggcag
cccactgcecat
gaggaataac
ggagagaggg
ctceccecatgg
ttatgtctct

ctceetctet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

554
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Met

Ala

Lys

val

His

65

Phe

Pro

Pro

Lys

Gln

145

Trp

val

Cys

Arg

Trp

Ala

His

Cys

50

Cys

His

His

Gly

Leu

130

vVal

Thr

Cys

Ala

Lys
210

<210> 30
<211> 1341
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 30

agccccaagce ttaccacctg cacccggaga getgtgtcac catgtgggte cecggttgtet

Val

Pro

Ser

35

Gly

Ile

Pro

Pro

Asp

115

Gln

His

Gly

Asn

Leu

195

Trp

Pro

Leu

20

Gln

Gly

Arg

Glu

Leu

100

Asp

Cys

Pro

Gly

Gly

180

Pro

Ile

Val

Ile

Pro

Val

Asn

Asp

85

Tyr

Ser

Val

Gln

Lys

165

Val

Glu

Lys

Val

Leu

Trp

Leu

Lys

70

Thr

Asp

Ser

Asp

Lys

150

Ser

Leu

Arg

Asp

Phe

Ser

Gln

val

55

Ser

Gly

Met

Ile

Leu

135

Val

Thr

Gln

Pro

Thr
215
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Leu

Arg

Val

40

His

Val

Gln

Ser

Glu

120

His

Thr

Cys

Gly

Ser

200

Ile

Thr

Ile

25

Leu

Pro

Ile

val

Leu

105

Pro

val

Lys

Ser

Ile

185

Leu

Val

Leu

10

Val

Val

Gln

Leu

Phe

90

Leu

Glu

Ile

Phe

Gly

170

Thr

Tyr

Ala

89

Ser

Gly

Ala

Trp

Leu

75

Gln

Lys

Glu

Ser

Met

155

Asp

Ser

Thr

Asn

Vval

Gly

Ser

val

Gly

val

Asn

Phe

Asn

140

Leu

Ser

Trp

Lys

Pro
220

Thr

Trp

Arg

45

Leu

Arg

Ser

Arg

Leu

125

Asp

Cys

Gly

Gly

Val
205

Trp

Glu

Gly

Thr

His

His

Phe

110

Thr

Val

Ala

Gly

Ser

190

Val

Ile

15

Cys

Arg

Ala

Ser

Ser

95

Leu

Pro

Cys

Gly

Pro

175

Glu

His

Gly

Glu

Ala

Ala

Leu

Phe

Arg

Lys

Ala

Arg

160

Leu

Pro

Tyr



10

tcctcaccct
gaggctggga
gggcagtctg
tcaggaacaa
gccaggtatt
agaatcgatt
caaagaaact
accctcagaa
cctgectecggg
catggggcag
attaccggaa
cctattgtag
tctactgacc
cacaggtgta
gaatactggc
ggtgtctgtg
gtggagagtg
acgcaccaga
cactgggaag
tggggatgaa
tgtattgaag
ataaagagct

<210> 31
<211> 218
<212> PRT

gtcegtgacg
gtgcgagaag
cggcggtgtt
aagcgtgatc
tcaggtcage
cctcaggcca
tcagtgtgtg
ggtgaccaag
tgattctggg
tgaaccatgt
gtggatcaag
taaacttgga
tttgtcctta
gaccagagtg
catgcctgga
ttatttgtgg
acatgtgctg
cactcacagc
cctagagaag
gtaaggagag
tcctcecagac

gttatactgt

<213> Homo sapiens

<400> 31

ES 2741730 T3

tggattggtg
cattcccaac
ctggtgcacce
ttgectgggtce
cacagcttcc
ggtgatgact
gacctccatg
ttcatgectgt
ggcccacttg
gccctgeceeg
gacaccatcg
accttggaaa
ggtgtgaggt
tttcttaaat
gacatatcac
ggtacagaga
gacactgtcce
aaggatggag
gctgtgagcecce
ggactggacc
aaccctcaga

g

ctgcacccect
cctggcaggt
cccagtgggt
ggcacagcct
cacacccget
ccagcattga
ttatttccaa
gtgctggacg
tctgtaatgg
aaaggccttce
tggccaaccce
tgaccaggcc
ccagggttge
ggtgtaattt
tcaatttcte
tgaaagaggg
atgaagcact
ctgaaaacat
aaggagggag
ccctggaage

tttgatgatt

catcctgtet
gcttgtggece
cctcacaget
gtttcatcct
ctacgatatg
accagaggag
tgacgtgtgt
ctggacaggg
tgtgcttcaa
cctgtacacce
ctgagcaccc
aagactcaag
taggaaaaga
tgtcctetet
tgaggacaca
gtgggatcca
gagcagaagc
aacccactct
ggtcttccett
tgattcacta

tcctagtaga

cggattgtgg
tctegtggea
gcccactgeca
gaagacacag
agcctcctga
ttcttgacce
gcgcaagttc
ggcaaaagca
ggtatcacgt
aaggtggtgce
ctatcaaccc
cctecceccagt
aatcagcaga
gtgtcctggg
gataggatgg
cactgagaga
tggaggcaca
gtcctggagg
tggcatggga
tggggggagyg

actcacagaa

Met Trp Val Pro Val Val Phe Leu Thr Leu Ser Val Thr Trp Ile Gly

1

5

10

15

Ala Ala Pro Leu Ile Leu Ser Arg Ile Val Gly Gly Trp Glu Cys Glu

20

25

30

Lys His Ser Gln Pro Trp Gln Val Leu Val Ala Ser Arg Gly Arg Ala

35

40

90

45

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1341
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ES 2741730 T3

Val Cys Gly Gly Val Leu Val His

50

55

His Cys Ile Arg Lys Pro Gly Asp
70

65

Leu Arg Leu Ser Glu Pro Ala Glu

85

Asp Leu Pro Thr Gln Glu Pro Ala

100

Gly Trp Gly Ser Ile Glu Pro Glu
115

Gln Cys Val

130

120

Asp Leu His Val Ile

135

His Pro Gln Lys Val Thr Lys Phe
150

145

Gly Gly Lys

Asn Gly Val

Ser Thr Cys Ser Gly

165

Leu Gln Gly Ile Thr

180

Leu Pro Glu Arg Pro Ser Leu Tyr
195

Trp Ile Lys

210

<210> 32
<211> 1325
<212> ADN

200

Asp Thr Ile Val Ala

<213> Homo sapiens

<400> 32

agccccaagce
tcctcaccct
gaggctggga
gggcagtctg
tcaggaagcce

ccgagctcac

ttaccacctg
gtcecgtgacg
gtgcgagaag
cggcggtgtt
aggtgatgac

ggatgctgtg

215

cacccggaga
tggattggtg
cattcccaac
ctggtgcacc
tccagccacg

aaggtcatgg

Pro Gln Trp

Asp Ser Ser

Leu Thr Asp
90

Leu Gly Thr
105

Glu Phe Leu

Ser Asn Asp

Met Leu Cys
155

Asp Ser Gly
170

Ser Trp Gly
185

Thr Lys Val

Asn Pro

gctgtgtcac

ctgcacccect
cctggcaggt
cccagtgggt
acctcatget

acctgcccac

91

Val Leu Thr Ala Ala

60

His Asp Leu Met Leu

Ala Val Lys Val Met

95

Thr Cys Tyr Ala Ser
110

Thr Pro Lys Lys Leu

125

Val Cys Ala Gln Val

140

Ala Gly Arg Trp Thr

160

Gly Pro Leu Val Cys

175

Ser Glu Pro Cys Ala
190

Val His Tyr Arg Lys

205

catgtgggtc
catcctgtet
gettgtggece
cctcacaget
gctccgectg

ccaggagcca

ccggttgtet
cggattgtgg
tctegtggea
gcccactgca
tcagagcctg

gcactgggga

60

120

180

240

300

360
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ccacctgcta
aacttcagtg
agaaggtgac
cgggtgatte
gcagtgaacc
caaggacacc
tggaaccttg
cttaggtgtg
agtgtttcectt
tggagacata
gtggggtaca
gctggacact
cagcaaggat
gaaggctgtg
agagggactg
agacaaccct
ctgtg
<210> 33

<211> 261
<212> PRT

cgcctecagge
tgtggacctc
caagttcatg
tgggggccca
atgtgccectg
atecgtggeca
gaaatgacca
aggtccaggg
aaatggtgta
tcactcaatt
gagatgaaag
gtccatgaag
ggagctgaaa
agccaaggag
gaccccectgg

cagatttgat

<213> Homo sapiens

<400> 33

Met Trp Val

1

ES 2741730 T3

tggggcagca
catgttattt
ctgtgtgctg
cttgtctgta
cccgaaaggce
acccctgage
ggccaagact
ttgctaggaa
attttgtcct
tctctgagga
aggggtggga
cactgagcag
acataaccca
ggagggtctt
aagctgattc

gatttcctag

Pro Val Val Phe Leu

Ala Ala Pro Leu Ile Leu Ser Arg

Lys His Ser Gln Pro Trp Gln Val

35

40

Val Cys Gly Gly Val Leu Val His

50

55

His Cys Ile Arg Asn Lys Ser Val
70

65

ttgaaccaga
ccaatgacgt
gacgctggac
atggtgtgcet
cttcectgta
acccctatca
caagcctcce
aagaaatcag
ctctgtgtce
cacagatagg
tccacactga
aagctggagg
ctctgtectg
cctttggeat

actatggggg

tagaactcac

Thr Leu Ser

10

Ile Val Gly

Leu Val Ala

Pro Gln Trp

Ile Leu Leu
75

92

ggagttcttg
gtgtgcgcaa
agggggcaaa
tcaaggtatc
caccaaggtg
accccctatt
cagttctact
cagacacagg
tggggaatac
atggggtgte
gagagtggag
cacaacgcac
gaggcactgg
gggatgggga
gaggtgtatt

agaaataaag

accccaaaga
gttcaccctce
agcacctgcet
acgtcatggg
gtgcattacce
gtagtaaact
gacctttgtce
tgtagaccag
tggccatgcece
tgtgttattt
agtgacatgt
cagacactca
gaagcctaga
tgaagtaagg
gaagtcctcce

agctgttata

Val Thr Trp Ile Gly

15

Gly Trp Glu Cys Glu

Ser Arg Gly Arg Ala

45

Val Leu Thr Ala Ala

60

Gly Arg His Ser Leu

80

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1325
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Phe

Pro

Pro

Pro

Glu

145

Glu

His

Thr

Cys

Gly

225

Ser

Ile

His

His

Gly

Ala

130

Pro

Pro

val

Lys

Ser

210

Ile

Leu

Val

Pro

Pro

Asp

115

Glu

Ala

Glu

Ile

Phe

195

Gly

Thr

Tyr

Ala

Glu Asp
85

Leu
100

Tyr

Asp Ser

Leu Thr

Leu Gly

Glu Phe

165

Ser Asn

180

Met Leu

Asp Ser

Ser Trp

Thr Lys

245

Asn Pro

260

Thr

Asp

Ser

Asp

Thr

150

Leu

Asp

Cys

Gly

Gly

230

Val

Gly

Met

His

Ala

135

Thr

Thr

Val

Ala

Gly

215

Ser

Val

ES 2741730 T3

Gln

Ser

Asp

120

Val

Cys

Pro

Cys

Gly

200

Pro

Glu

His

Val

Leu

105

Leu

Lys

Tyr

Lys

Ala

185

Arg

Leu

Pro

Tyr

Phe

90

Leu

Met

Val

Ala

Lys

170

Gln

Trp

val

Cys

Arg
250

Gln

Lys

Leu

Met

Ser

155

Leu

vVal

Thr

Cys

Ala

235

Lys

Vval

Asn

Leu

Asp

140

Gly

Gln

His

Gly

Asn

220

Leu

Trp

Ser

Arg

Arg

125

Leu

Trp

Cys

Pro

Gly

205

Gly

Pro

Ile

His

Phe

110

Leu

Pro

Gly

Val

Gln

190

Lys

val

Glu

Lys

Ser

95

Leu

Ser

Thr

Ser

Asp

175

Lys

Ser

Leu

Arg

Asp
255

Phe

Arg

Glu

Gln

Ile

160

Leu

Val

Thr

Gln

Pro

240

Thr

<210> 34
<211> 1464
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34

agccccaagce
tcctcacccet
gaggctggga
gggcagtctg

tcaggaacaa

ttaccacctg
gtcegtgacg
gtgcgagaag
cggcggtgtt

aagcgtgatc

cacccggaga
tggattggtg
cattcccaac
ctggtgcacc

ttgectgggtce

gctgtgtcac
ctgcacccct
cctggecaggt
cccagtgggt

ggcacagcct

93

catgtgggtc
catcctgtcet
gettgtggece
cctcacaget

gtttcatcct

ccggttgtet
cggattgtgg
tctegtggea
gcccactgca

gaagacacag

60

120

180

240

300
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gccaggtatt
agaatcgatt
cagagcctge
cactggggac
ccccaaagaa
ttcaccctca
gcacctgcte
cgtcatgggg
tgcattaccg
cccectattg
agttctactg
agacacaggt
ggggaatact
tggggtgtct
agagtggaga
acaacgcacc
aggcactggg
ggatggggat
aggtgtattg
gaaataaaga

<210> 35
<211> 261
<212> PRT

tcaggtcage
cctcaggcca
cgagctcacg
cacctgctac
acttcagtgt
gaaggtgacc
gggtgattct
cagtgaacca
gaagtggatc
tagtaaactt
acctttgtcc
gtagaccaga
ggccatgect
gtgttatttg
gtgacatgtg
agacactcac
aagcctagag
gaagtaagga
aagtcctcca

gctgttatac

<213> Homo sapiens

<400> 35

ES 2741730 T3

cacagcttcce
ggtgatgact
gatgctgtga
gcctcagget
gtggacctcc
aagttcatge
gggggcccac
tgtgecectge
aaggacacca
ggaaccttgg
ttaggtgtga
gtgtttctta
ggagacatat
tggggtacag
ctggacactg
agcaaggatg
aaggctgtga
gagggactgg
gacaaccctce

tgtg

Met Trp Val Pro Val Val Phe Leu

1

5

Ala Ala Pro Leu Ile Leu Ser Arg

20

Lys His Ser Gln Pro Trp Gln Val

35

40

Val Cys Gly Gly Val Leu Val His

50

55

cacacccgcet
ccagccacga
aggtcatgga
ggggcagcat
atgttatttc
tgtgtgctgg
ttgtctgtaa
ccgaaaggcc
tcgtggccaa
aaatgaccag
ggtccagggt
aatggtgtaa
cactcaattt
agatgaaaga
tccatgaage
gagctgaaaa
gccaaggagg
accccctgga

agatttgatg

Thr Leu Ser
10

Ile Val Gly
25

Leu Val Ala

Pro Gln Trp

94

ctacgatatg
cctcatgetg
cctgeccace
tgaaccagag
caatgacgtg
acgctggaca
tggtgtgcett
ttcecectgtac
ccecctgagea
gccaagactc
tgctaggaaa
ttttgteccte
ctctgaggac
ggggtgggat
actgagcaga
cataacccac
gagggtcttc
agctgattca

atttcctagt

agcctcectga
ctcegectgt
caggagccag
gagttcttga
tgtgcgcaag
gggggcaaaa
caaggtatca
accaaggtgg
cccctatcaa
aagcctccce
agaaatcagc
tctgtgtect
acagatagga
ccacactgag
agctggaggc
tetgtectgg
ctttggcatg

ctatgggggg

agaactcaca

Val Thr Trp Ile Gly

15

Gly Trp Glu Cys Glu

30

Ser Arg Gly Arg Ala

45

Val Leu Thr Ala Ala

60

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1464
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His

65

Phe

Pro

Pro

Pro

Glu

145

Glu

His

Thr

Cys

Gly

225

Ser

Ile

Cys

His

His

Gly

Ala

130

Pro

Pro

val

Lys

Ser

210

Ile

Leu

Val

<210> 36
<211> 1495
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 36

gggggagccce caagcttacc acctgcaccc ggagagctgt gtcaccatgt gggtcccggt

tgtcttecte accctgteceg tgacgtggat tggtgctgca cccctcatcee tgteteggat

Ile

Pro

Pro

Asp

115

Glu

Ala

Glu

Ile

Phe

195

Gly

Thr

Tyr

Ala

Arg

Glu

Leu

100

Asp

Leu

Leu

Glu

Ser

180

Met

Asp

Ser

Thr

Asn
260

Asn

Asp

85

Tyr

Ser

Thr

Gly

Phe

165

Asn

Leu

Ser

Trp

Lys

245

Pro

Lys

70

Thr

Asp

Ser

Asp

Thr

150

Leu

Asp

Cys

Gly

Gly

230

Val

Ser

Gly

Met

His

Ala

135

Thr

Thr

Val

Ala

Gly

215

Ser

Val

ES 2741730 T3

Val

Gln

Ser

Asp

120

Val

Cys

Pro

Cys

Gly

200

Pro

Glu

His

Ile

vVal

Leu

105

Leu

Lys

Tyr

Lys

Ala

185

Arg

Leu

Pro

Tyr

Leu

Phe

90

Leu

Met

Val

Ala

Lys

170

Gln

Trp

Val

Cys

Arg
250

95

Leu

75

Gln

Lys

Leu

Met

Ser

155

Leu

val

Thr

Cys

Ala

235

Lys

Gly

Val

Asn

Leu

Asp

140

Gly

Gln

His

Gly

Asn

220

Leu

Trp

Arg

Ser

Arg

Arg

125

Leu

Trp

Cys

Pro

Gly

205

Gly

Pro

Ile

His

His

Phe

110

Leu

Pro

Gly

vVal

Gln

190

Lys

Val

Glu

Lys

Ser

Ser

95

Leu

Ser

Thr

Ser

Asp

175

Lys

Ser

Leu

Arg

Asp
255

Leu

80

Phe

Arg

Glu

Gln

Ile

160

Leu

Val

Thr

Gln

Pro

240

Thr

60

120
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tgtgggaggc
tggcagggca
ctgcatcagg
cacaggccag
cctgaagaat
cctgtcagag
gccagcactg
cttgacccca
gcaagttcac
caaaagcacc
tatcacgtca
ggtggtgeat
atcaactccc
tcceccagtte
tcagcagaca
gtcectgggga
taggatgggg
ctgagagagt
gaggcacaac
cctggaggca
gcatgggatg
gggggaggtyg

tcacagaaat

<210> 37
<211> 218
<212> PRT

tgggagtgcg
gtctgeggeg
aacaaaagcg
gtatttcagg
cgattcctca
cctgcecgage
gggaccacct
aagaaacttc
cctcagaagg
tgctegggtyg
tggggcagtg
taccggaagt
tattgtagta
tactgacctt
caggtgtaga
atactggcca
tgtctgtgtt
ggagagtgac
gcaccagaca
ctgggaagcc
gggatgaagt
tattgaagtc

aaagagctgt

<213> Homo sapiens

<400> 37

ES 2741730 T3

agaagcattc
gtgttctggt
tgatcttget
tcagccacag
ggccaggtga
tcacggatgce
gctacgecte
agtgtgtgga
tgaccaagtt
attctggggg
aaccatgtgce
ggatcaagga
aacttggaac
tgtccttagg
ccagagtgtt
tgcctggaga
atttgtgggg
atgtgctgga
ctcacagcaa
tagagaaggc
agggagaggg
ctccagacaa

tatactgcga

ccaaccctgg
gcacccccag
gggtcggcac
cttceccacac
tgactccage
tgtgaaggtc
aggctggggce
cctccatgtt
catgctgtgt
cccacttgtce
cctgecececgaa
caccatcgtg
cttggaaatg
tgtgaggtcce
tcttaaatgg
catatcactc
tacagagatg
cactgtccat
ggatggagct
tgtgagccaa
actggacccce
ccctcagatt

aaaaaaaaaa

caggtgcttg
tgggtcctca
agcctgttte
ccgcetctacg
cacgacctca
atggacctgce
agcattgaac
atttccaatg
gctggacgcet
tgtaatggtg
aggccttcece
gccaaccccet
accaggccaa
agggttgcta
tgtaattttg
aatttctctg
aaagaggggt
gaagcactga
gaaaacataa
ggagggaggg
ctggaagctg
tgatgatttc

aaaaaaaaaa

tggcctcetceg
cagctgcceca
atcctgaaga
atatgagcct
tgctgcteceg
ccacccagga
cagaggagtt
acgtgtgtge
ggacaggggg
tgcttcaagg
tgtacaccaa
gagcacccect
gactcaggcce
ggaaaagaaa
tcctcectetgt
aggacacaga
gggatccaca
gcagaagctg
cccactctgt
tectteetttg
attcactatg
ctagtagaac

aaaaa

Met Trp Val Pro Val Val Phe Leu Thr Leu Ser Val Thr Trp Ile Gly

1

5

10

15

Ala Ala Pro Leu Ile Leu Ser Arg Ile Val Gly Gly Trp Glu Cys Glu

20

25

96

30

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1495
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Lys

val

His

65

Phe

Pro

Pro

Lys

Gln
145

Trp

Val

Cys

Arg

His

Cys

50

Cys

His

His

Gly

Leu

130

Val

Thr

Cys

Ala

Lys
210

<210> 38

<211> 227

Ser

35

Gly

Ile

Pro

Pro

Asp

115

Gln

His

Gly

Asn

Leu

195

Trp

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 38

Gln

Gly

Arg

Glu

Leu

100

Asp

Cys

Pro

Gly

Gly

180

Pro

Ile

Pro

Vval

Asn

Asp

85

Tyr

Ser

Val

Gln

Lys

165

Val

Glu

Lys

Trp

Leu

Lys

70

Thr

Asp

Ser

Asp

Lys

150

Ser

Leu

Arg

Asp

Gln

val

55

Ser

Gly

Met

Ile

Leu

135

Val

Thr

Gln

Pro

Thr
215

ES 2741730 T3

Val

40

His

Val

Gln

Ser

Glu

120

His

Thr

Cys

Gly

Ser

200

Ile

Leu

Pro

Ile

Val

Leu

105

Pro

val

Lys

Ser

Ile

185

Leu

Val

val

Gln

Leu

Phe

90

Leu

Glu

Ile

Phe

Gly

170

Thr

Tyr

Ala

Ala

Trp

Leu

75

Gln

Lys

Glu

Ser

Met

155

Asp

Ser

Thr

Ser

Val

Gly

Val

Asn

Phe

Asn

140

Leu

Ser

Trp

Lys

Arg

45

Leu

Arg

Ser

Arg

Leu

125

Asp

Cys

Gly

Gly

Val
205

Gly

Thr

His

His

Phe

110

Thr

Val

Ala

Gly

Ser

190

Val

Arg

Ala

Ser

Ser

95

Leu

Pro

Cys

Gly

Pro

175

Glu

His

Ala

Ala

Leu

80

Phe

Arg

Lys

Ala

Arg

160

Leu

Pro

Tyr

Met Trp Val Pro Val Val Phe Leu Thr Leu Ser Val Thr Trp Ile Gly

1

5

10

15

Ala Ala Pro Leu Ile Leu Ser Arg Ile Val Gly Gly Trp Glu Cys Glu

20

25

97

30
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Lys

Val

His

65

Phe

Pro

Pro

Pro

Glu

145

Glu

His

Thr

Cys

Trp
225

His

Cys

50

Cys

His

His

Gly

Ala

130

Pro

Pro

Val

Lys

Ser

210

Gly

<210> 39

<211> 104

Ser

35

Gly

Ile

Pro

Pro

Asp

115

Glu

Ala

Glu

Ile

Phe

195

Val

Pro

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 39

Gln

Gly

Arg

Glu

Leu

100

Asp

Leu

Leu

Glu

Ser

180

Met

Ser

Pro

Val

Asn

Asp

85

Tyr

Ser

Thr

Gly

Phe

165

Asn

Leu

His

Trp

Leu

Lys

70

Thr

Asp

Ser

Asp

Thr

150

Leu

Asp

Cys

Pro

Gln

Val

55

Ser

Gly

Met

His

Ala

135

Thr

Thr

Val

Ala

Tyr
215

ES 2741730 T3

Val

40

His

Val

Gln

Ser

Asp

120

Val

Cys

Pro

Cys

Gly

200

Ser

Leu

Pro

Ile

val

Leu

105

Leu

Lys

Tyr

Lys

Ala

185

Arg

Gln

Vval

Gln

Leu

Phe

90

Leu

Met

Val

Ala

Lys

170

Gln

Trp

Asp

Ala

Trp

Leu

75

Gln

Lys

Leu

Met

Ser

155

Leu

Val

Thr

Leu

Ser

Val

60

Gly

vVal

Asn

Leu

Asp

140

Gly

Gln

His

Gly

Glu
220

Arg

45

Leu

Arg

Ser

Arg

Arg

125

Leu

Trp

Cys

Pro

Gly

205

Gly

Gly

Thr

His

His

Phe

110

Leu

Pro

Gly

vVal

Gln

190

Lys

Lys

Arg

Ala

Ser

Ser

95

Leu

Ser

Thr

Ser

Asp

175

Lys

Ser

Gly

Ala

Ala

Leu

Phe

Arg

Glu

Gln

Ile

160

Leu

Val

Thr

Glu

Met Trp Val Pro Val Val Phe Leu Thr Leu Ser Val Thr Trp Ile Gly

1

5

10

98

15
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Glu Arg Gly

Cys Gln Ala
35

Arg Glu Leu
50

Thr Pro Ser
65

Pro Ala Pro

Ala Pro Cys

<210> 40
<211> 261
<212> PRT

His

20

Glu

Gly

Pro

Ser

Ser
100

Gly

Ala

Ser

Ser

His

85

Gln

<213> Homo sapiens

<400> 40
Met Trp Val
1

Ala Ala Pro

Lys His Ser
35

Val Cys Gly
50

His Cys Ile
65

Phe His Pro

Pro His Pro

Pro Gly Asp
115

Pro

Leu

20

Gln

Gly

Arg

Glu

Leu

100

Asp

Val

Ile

Pro

Val

Asn

Asp

85

Tyr

Ser

Trp

Leu

Phe

Ile

70

Leu

Leu

Val

Leu

Trp

Leu

Lys

70

Thr

Asp

Ser

Gly

Ser

Leu

55

Leu

Pro

Leu

Phe

Ser

Gln

Val

55

Ser

Gly

Met

His

ES 2741730 T3

Asp

Pro

40

Ser

Gln

Gln

Tyr

Leu

Arg

Vval

40

His

Val

Gln

Ser

Asp
120

Ala

25

Pro

Leu

Gln

Asn

Thr

Ile

25

Leu

Pro

Ile

val

Leu

105

Leu

Gly

Thr

Pro

Ser

Phe
90

Leu

10

vVal

val

Gln

Leu

Phe

90

Leu

Met

99

Glu

Gln

Ala

Ser

75

Leu

Ser

Gly

Ala

Trp

Leu

75

Gln

Lys

Leu

Gly

His

Pro

Leu

Pro

Vval

Gly

Ser

Val

60

Gly

val

Asn

Leu

Ala

Pro

45

Leu

Pro

Ile

Thr

Trp

Arg

45

Leu

Arg

Ser

Arg

Arg
125

Ser

30

Ser

Gln

His

Ala

Trp

Glu

30

Gly

Thr

His

His

Phe

110

Leu

Pro

Pro

Ala

Gln

Gln
95

Ile

15

Cys

Arg

Ala

Ser

Ser

95

Leu

Ser

Asp

Asp

His

val

80

Pro

Gly

Glu

Ala

Ala

Leu

80

Phe

Arg

Glu
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Pro Ala Glu Leu Thr Asp Ala Val

130

135

Glu Pro Ala Leu Gly Thr Thr Cys
150

145

Glu Pro Glu Glu Phe Leu Thr Pro

His Val Ile

Thr Lys Phe
195

165

Ser Asn Asp Val Cys

180

Met Leu Cys Ala Gly

200

Cys Ser Gly Asp Ser Gly Gly Pro

210

Gly Ile Thr

225

Ser Leu Tyr

Ile Val Ala

<210> 41
<211> 1778
<212> ADN

215

Ser Trp Gly Ser Glu
230

Thr Lys Val Val His

245

Asn Pro
260

<213> Homo sapiens

<400> 41

aagtttccct
caagatatgg
tcccagagea
tgacagaatt
gttectectgece
ccagtteccte
cccteatect
aggtgcttgt
gggtcctcac
gcectgtttea

cgctctacga

tctcccagte
tctgggeget
tgaagcctcet
cccagecttt
ccegtgtett
ctgtcaacce
gtctcggatt
agcctctegt
agctacccac
tcctgaagac

tatgagcctce

caagacccca
gtcttgtgtc
ccaccagcac
cccagcetceee
ttcaaaccca
tgattcccect
gtgggaggct
ggcagggcag
tgcatcagga
acaggccagg

ctgaagaatc

Lys Val Met

Tyr Ala Ser
155

Lys Lys Leu
170

Ala Gln Val
185

Arg Trp Thr

Leu Val Cys

Pro Cys Ala
235

Tyr Arg Lys
250

aatcaccaca
tcctaccctg
cagccaccaa
cctgcccatg
catcctaaat
gatctagcac
gggagtgcga
tctgeggegg
acaaaagcgt
tatttcaggt

gattcctcag

100

Asp Leu Pro Thr Gln

140

Gly Trp Gly Ser Ile

160

Gln Cys Val Asp Leu

175

His Pro Gln Lys Val
190

Gly Gly Lys Ser Thr

205

Asn Gly Val Leu Gln

220

Leu Pro Glu Arg Pro

240

Trp Ile Lys Asp Thr

aaggacccaa
atccctgggt
cctgcaaacce
tceccaggact
ccatcteccta
ccectetgea
gaagcattcc
tgttctggtg
gatcttgctg
cagccacagc

gccaggtgat

255

tcceccagact
tcaactctge
tagggaagat
cccagecttg
tccgagtecce
ggtgctgcac
caaccctgge
cacccccagt
ggtcggcaca
ttcccacace

gactccagcce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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acgacctcat
tggacctgece
gcattgaacc
tttccaatga
ctggacgctg
gtaatggtgt
ggccttecect
ccaacccctg
ccaggccaag
gggttgctag
gtaattttgt
atttctctga
aagaggggtg
aagcactgag
aaaacataac
gagggagggt
ggaagctgat
atgatttcct

gtagaactca

<210> 42
<211> 1134
<212> ADN
<213> Listeria

<400> 42

atggtgacag
aatataaaaa
gctaatgcat
aaaggtttct
gatgacttta
aaccacattt
acacttcgaa
gaagaagcac

atttacacge

gctgcteege
cacccaggag
agaggagttc
cgtgtgtgeg
gacagggggc
gcttcaaggt
gtacaccaag
agcaccccta
actcaggcct
gaaaagaaat
cctctetgtg
ggacacagat
ggatccacac
cagaagctgg
ccactctgte
cttcectttgg
tcactatggg
agtagaactc

cagaaataaa

ES 2741730 T3

ctgtcagage
ccagcactgg
ttgaccccaa
caagttcacc
aaaagcacct
atcacgtcat
gtggtgcatt
tcaactcecct
ccccagttet
cagcagacac
tcctggggaa
aggatggggt
tgagagagtg
aggcacaacg
ctggaggcac
catgggatgg
gggaggtgta
acagaaataa

gagctgttat

monocytogenes

gctggcatcg
atgaacaaaa
atggtcacgg
gcgtagcecat
ttettgtget
cacttactgt
ttcatttaaa
ggcgaattga

attttgcaac

tccaacatgg
taaactcccg
aattatcgaa
tttagatgag
tggtgcaacc
ttttagagaa
agtagatagc
agcaaccagt

agccgaccag

ctgccgaget
ggaccacctg
agaaacttca
ctcagaaggt
gctcgggtga
ggggcagtga
accggaagtg
attgtagtaa
actgaccttt
aggtgtagac
tactggccat
gtctgtgtta
gagagtgaca
caccagacac
tgggaagcct
ggatgaagta
ttgaagtcct
agagctgtta

actgtgaa

attgaaatag
gaaagtgtcg
gttgctagga
gcactggctce
agaaaagaag
gattggctag
ggtatgggge
actaatgatc

ctagaaacta

101

cacggatgct
ctacgcctca
gtgtgtggac
gaccaagttc
ttetggggge
accatgtgcce
gatcaaggac
acttggaacc
gteccttaggt
cagagtgttt
gcctggagac
tttgtggggt
tgtgctggac
tcacagcaag
agagaaggct
aggagaggga
ccagacaacc

tactgtgaaa

accgcgcagce
acttatgggce
cggcgaaaga
ttagagaagc
atgctaatct
agaatctaac
gtctcggtat
accaattaca

gttattttga

atgaaggtca
ggctggggca
ctccatgtta
atgctgtgtg
ccacttgtcet
ctgcccgaaa
accatcgtgg
ttggaaatga
gtgaggtcca
cttaaatggt
atatcactca
acagagatga
actgtccatg
gatggagctg
gtgaaccaag
ctgacccecct
ctcagatttg

tgatttccta

aattcgcgaa
agtagtcaaa
agctggagca
tggatttcaa
ggcagccaaa
gctagaagca
tcgtacgact
actggaaggt

acaacaatta

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1778

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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gctaagttcc aaacgatttt aacgagttta aaaaaacgac
aattcagctg cttcattgtt acagccacaa atcgggtttg
tcgatgtatg gattaactcec ctccacagaa atcaaaacta
cctgcacttg cactctatac cgagatggtt catgtgaaag
gttagctacg gagcaactta tacagcaaca gagcgagaat
ggctatgcgg atggattgat tcgtcattac agtggtttce
ccagctccaa tcattggtcg agtttgtatg gatcaaacca
tttcaaactg gttcaaaagt aacgataatt ggcaaagatc
gatgatgccg ctcaatattt agatacaatt aattatgagg
cgcataccta gaaaatacat ccattagcgc atacctagaa
<210>43
<211> 368
<212> PRT
<213> Listeria monocytogenes
<400> 43
Met Val Thr Gly Trp His Arg Pro Thr Trp Ile
1 5 10
Ala Ile Arg Glu Asn Ile Lys Asn Glu Gln Asn
20 25
Val Asp Leu Trp Ala Val Val Lys Ala Asn Ala
35 40
Ile Glu Val Ala Arg Thr Ala Lys Glu Ala Gly
50 55
Val Ala Ile Leu Asp Glu Ala Leu Ala Leu Arg
65 70 75
Asp Asp Phe Ile Leu Val Leu Gly Ala Thr Arg
85 90
Leu Ala Ala Lys Asn His Ile Ser Leu Thr Val
100 105
Leu Glu Asn Leu Thr Leu Glu Ala Thr Leu Arg
115 120
Asp Ser Gly Met Gly Arg Leu Gly Ile Arg Thr
130 135

102

caacttatgt
atgcgattceg
gcttgeegtt
aacttgcacc
gggttgecgac
atgttttagt
tcataaaact
atggtaacac
taacttgttt

aatacatcca

Glu Ile Asp

Pro
30

Lys Leu

Tyr Gly His

45

Ala
60

Lys Gly

Glu Ala Gly

Lys Glu Asp

Phe Arg Glu

110

Ile His Leu

125

Thr
140

Glu Glu

tcatacagcc
ctttggtatt
tgagcttaaa
aggcgatagce
attaccaatt
agacggtgaa
accacgtgaa
ggtaacagca
gttaaatgag

ttag

Arg Ala
15

Glu Ser

Gly Ile

Phe Cys

Phe Gln

80

Ala Asn
95

Asp Trp

val

Lys

Ala Arg

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1134
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Arg

145

Ile

Glu

Arg

Pro

Leu

225

Pro

Pro

Glu

His

Ile

305

Phe

Thr

Glu

Ile

Tyr

Gln

Pro

Gln

210

Thr

Ala

Gly

Trp

Tyr

290

Gly

Gln

Val

Val

<210> 44

<211> 870

Glu

Thr

Gln

Thr

195

Ile

Pro

Leu

Asp

val

275

Ser

Arg

Thr

Thr

Thr
355

<212> ADN
<213> Listeria monocytogenes

<400> 44

Ala

His

Leu

180

Tyr

Gly

Ser

Ala

Ser

260

Ala

Gly

Vval

Gly

Ala

340

Cys

Thr

Phe

165

Ala

Val

Phe

Thr

Leu

245

Val

Thr

Phe

Cys

Ser

325

Asp

Leu

Ser

150

Ala

Lys

His

Asp

Glu

230

Tyr

Ser

Leu

His

Met

310

Lys

Asp

Leu

Thr

Thr

Phe

Thr

Ala

215

Ile

Thr

Tyr

Pro

Val

295

Asp

Val

Ala

Asn

ES 2741730 T3

Asn

Ala

Gln

Ala

200

Ile

Lys

Glu

Gly

Ile

280

Leu

Gln

Thr

Ala

Glu
360

Asp

Asp

Thr

185

Asn

Arg

Thr

Met

Ala

265

Gly

Val

Thr

Ile

Gln

345

Arg

His

Gln

170

Ile

Ser

Phe

Ser

Val

250

Thr

Tyr

Asp

Ile

Ile

330

Tyr

Ile

103

Gln

155

Leu

Leu

Ala

Gly

Leu

235

His

Tyr

Ala

Gly

Ile

315

Gly

Leu

Pro

Leu

Glu

Thr

Ala

Ile

220

Pro

Val

Thr

Asp

Glu

300

Lys

Lys

Asp

Arg

Gln

Thr

Ser

Ser

205

Ser

Phe

Lys

Ala

Gly

285

Pro

Leu

Asp

Thr

Lys
365

Leu

Ser

Leu

190

Leu

Met

Glu

Glu

Thr

270

Leu

Ala

Pro

His

Ile

350

Tyr

Glu

Tyr

175

Lys

Leu

Tyr

Leu

Leu

255

Glu

Ile

Pro

Arg

Gly

335

Asn

Ile

Gly

160

Phe

Lys

Gln

Gly

Lys

240

Ala

Arg

Arg

Ile

Glu

320

Asn

Tyr

His
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atgaaagtat
gaccgeggat
ttctttactt
gttattcctt
aatatcaata
catgtaatcc
cctagaaacg
tggttacgcet
gcacatcaac
tctgecttcaa
ttaatcttaa
cctgttaaag
tcaagtacaa
ggaaaacgtg
gcatgtggeg
<210>45

<211> 289
<212> PRT

tagtaaataa
atcagtttgg
ataatgaaca
attccaaaga
cagggaatgt
ctgatgattt
agcgtcaatt
gtgatattaa
aaaatgcttt
acgtttctat
atggtatcac
aagcggattt
ctattgaaat
gaccaattac

aattagagtt

ES 2741730 T3

ccatttagtt
tgatggtgta
cattgatcge
agagctacgt
ctatttacaa
ccctctagaa
cgttgaaggt
gagcttaaac
ggaagctatt
tattaaagat
tcgtcaagtt
cactttaaca
tacacctatt
agcgcaactt

tgcaaaataa

<213> Listeria monocytogenes

<400> 45

Met Lys Val

1

Val Asp Ile

Leu Val Asn Asn His

Glu Asp Arg Gly Tyr

20

Val Val Arg Leu Tyr Asn Gly Lys

Asp Arg Leu

50

Ser Lys Glu

65

Asn Ile Asn

40

Tyr Ala Ser Ala Ala

55

Glu Leu Arg Glu Leu

70

Thr Gly Asn Val Tyr

gaaagagaag
tatgaagtag
ttatatgcta
gaattacttg
gtgactcgtg
ggcgttttaa
ggaacggcga
cttttaggaa
ttacatcgceg
ggtgtattat
atcattgatg
gaccttegtg
acgcatattg

catcaatatt

Leu Val Glu
10

Gln Phe Gly
25

Phe Phe Thr

Lys Ile Asp

Leu Glu Lys

75

Leu Gln Val

104

atgccacagt
ttecgtctata
gtgcagcaaa
aaaaattagt
gtgttcaaaa
cagcagcagc
ttacagaaga
atattctage
gggaacaagt
ggacgcatgce
ttgcgaaaaa
aagcggatga
acggagttca

ttgtagaaga

Arg Glu Asp

Asp Gly Val
30

Tyr Asn Glu

45

Leu Val Ile

Leu Val Ala

Thr Arg Gly

tgacattgaa
taatggaaaa
aattgactta
tgccgaaaat
cccacgtaat
tcgtgaagta
agatgtgcge
aaaaaataaa
aacagaatgt
ggcagataac
gaatggcatt
agtgttcatt
agtagctgac

aatcactcegt

Ala Thr
15

Tyr Glu

His Ile

Pro Tyr

Glu Asn

80

Val Gln

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

870
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Asn

Leu

Glu

Asp

145

Ala

val

Leu

Gln

Ala

225

Ser

Gln

Tyr

Lys

Pro

Thr

Gly

130

Ile

His

Thr

Trp

vVal

210

Asp

Ser

Vval

Phe

<210> 46
<211> 6523
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> plasmido pAdv142

<400> 46

cggagtgtat actggcttac tatgttggca ctgatgaggg tgtcagtgaa gtgettcatg

Arg

Ala

115

Gly

Lys

Gln

Glu

Thr

195

Ile

Phe

Thr

Ala

Val
275

Asn

100

Ala

Thr

Ser

Gln

Cys

180

His

Ile

Thr

Thr

Asp

260

Glu

His

Ala

Ala

Leu

Asn

165

Ser

Ala

Asp

Leu

Ile

245

Gly

Glu

Vval

Arg

Ile

Asn

150

Ala

Ala

Ala

Vval

Thr

230

Glu

Lys

Ile

Ile

Glu

Thr

135

Leu

Leu

Ser

Asp

Ala

215

Asp

Ile

Arg

Thr

ES 2741730 T3

Pro

Val

120

Glu

Leu

Glu

Asn

Asn

200

Lys

Leu

Thr

Gly

Arg
280

Asp

105

Pro

Glu

Gly

Ala

val

185

Leu

Lys

Arg

Pro

Pro

265

Ala

Asp

Arg

Asp

Asn

Ile

170

Ser

Ile

Asn

Glu

Ile

250

Ile

Cys

105

Phe

Asn

Val

Ile

155

Leu

Ile

Leu

Gly

Ala

235

Thr

Thr

Gly

Pro

Glu

Arg

140

Leu

His

Ile

Asn

Ile

220

Asp

His

Ala

Glu

Leu

Arg

125

Trp

Ala

Arg

Lys

Gly

205

Pro

Glu

Ile

Gln

Leu
285

Glu

110

Gln

Leu

Lys

Gly

Asp

1390

Ile

Val

val

Asp

Leu

270

Glu

Gly

Phe

Arg

Asn

Glu

175

Gly

Thr

Lys

Phe

Gly

255

His

Phe

val

Val

Cys

Lys

160

Gln

Val

Arg

Glu

Ile

240

Val

Gln

Ala

60



tggcaggaga
cgcttecteg
ttacgaacgg
agggccgegyg
tgacgctcaa
cctggegget
ctgttatgge
ctccaagetg
taactatcgt
tggtaattga
ggacaagttt
ctcagagaac
ttacgcgecag
agccctectt
tttgttaatg
tattgegttt
tggcaaacgg
aaaaaataat
ctgaagcaaa
cagcatctcce
ataagtatat
cagtgacaaa
agaaaaagaa
cgagcctaac
cagatgttct
ctaatcaaga
taaatacatt
caaaaattga
gtacagcatt
ggaaaatgca
aacctacaag

ttggagtgaa

aaaaaggctg
ctcactgact
ggcggagatt
caaagcegtt
atcagtggtg
ccctegtgeg
cgegtttgte
gactgtatgce
cttgagtcca
tttagaggag
tggtgactgc
cttcgaaaaa
accaaaacga
tgattagtat
acgtcaaaag
catctttaga
tatttggcat
gctagttttt
ggatgcatct
gcctgcaagt
acaaggattg
tgtgccgeca
gaaatccatc
ctatccaggt
ccctgtaaaa
caataaaata
agtggaaaga
ttatgatgac
taaagctgta
agaagaagtc
accttccaga

tgcagaaaat
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caccggtgeg
cgctacgcectc
tcctggaaga
tttccatagg
gcgaaacccg
ctctectgtt
tcatteccacg
acgaaccccce
acccggaaag
ttagtcttga
gctcctccaa
ccgecectgea
tctcaagaag
attcctatct
gatagcaaga
agcgaatttce
tattaggtta
attacactta
gcattcaata
cctaagacgce
gattacaata
agaaaaggtt
aatcaaaata
gctctegtaa
cgtgattcat
gttgtaaaaa
tggaatgaaa
gaaatggctt
aataatagct
attagtttta
ttttteggea

ccteectgeat

tcagcagaat
ggtcgttcga
tgccaggaag
ctecgeceee
acaggactat
cctgecettte
cctgacacte
cgttcagtcc
acatgcaaaa
agtcatgcgce
gccagttacc
aggcggtttt
atcatcttat
taaagttact
ctagaataaa
gccaatatta
aaaaatgtag
tattagttag
aagaaaattc
caatcgaaaa
aaaacaatgt
acaaagatgg
atgcagacat
aagcgaattce
taacactcag
atgccactaa
aatatgctca
acagtgaatc
tgaatgtaaa
aacaaattta
aagctgttac

atatctcaag

106

atgtgataca
ctgcggcgag
atacttaaca
ctgacaagca
aaagatacca
ggtttaccgg
agttccgggt
gaccgetgeg
gcaccactgg
cggttaaggc
tcggttcaaa
ttcgttttea
taatcagata
tttatgtgga
gctataaage
taattatcaa
aaggagagtg
tctaccaatt
aatttcatcce
gaaacacgcg
attagtatac
aaatgaatat
tcaagttgtg
ggaattagta
cattgatttg
atcaaacgtt
agcttatcca
acaattaatt
cttcggecgea
ctataacgtg
taaagagcag

tgtggcgtat

ggatatatte
cggaaatggc
gggaagtgag
tcacgaaatc
ggcgtttece
tgtcattccg
aggcagttcg
ccttateegg
cagcagccac
taaactgaaa
gagttggtag
gagcaagaga
aaatatttct
ggcattaaca
aagcatataa
aagagagggg
aaacccatga
gcgcaacaaa
atggcaccac
gatgaaatcg
cacggagatg
attgttgtgg
aatgcaattt
gaaaatcaac
ccaggtatga
aacaacgcag
aatgtaagtg
gcgaaatttg
atcagtgaag
aatgttaatg
ttgcaagcge

ggccgtcaag

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



tttatttgaa
ccgtaagegg
ccttcaaagc
acctcggaga
gagttcccat
acaactcaga
atcactctgg
tcgagattgt
cctctegtgg
ctgcccactg
ctgaagacac
tgagcctect
tgctecegect
cccaggagcce
aggagttctt
tgtgtgcgca
cagggggcaa
ttcaaggtat
acaccaaggt
ccgggccact
accagaaaca
cgtgtgaata
cgaaacaacg
aactttaact
atttggtaaa
tatcgggttt
aacttagttg
attttcgtaa
catgacggct
ccaggtaaaa

cgtggegttg

attatcaact
aaaatctgtc
cgtaatttac
cttacgcgat
tgcttataca
atatattgaa
aggatacgtt
gggaggctgg
cagggcagtc
catcaggaac
aggccaggta
gaagaatcga
gtcagagcct
agcactgggg
gaccccaaag
agttcaccct
aagcacctgce
cacgtcatgg
ggtgcattac
aactcaacgce
gaacaagtaa
atgcacgaaa
aactgaataa
gcgagcctta
gtatttaatt
ttgaggggat
attgcctttt
gaaaggagaa
tgttaaagta
gtaaaggggc

ttctgacttce
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aattcccata
tcaggtgatg
ggaggttccg
attttgaaaa
acaaacttce
acaacttcaa
gctcaattca
gagtgcgaga
tgcggcggtg
aaaagcgtga
tttcaggtca
ttectecagge
gccgagctca
accacctgcet
aaacttcagt
cagaaggtga
tcgggtgatt
ggcagtgaac
cggaagtgga
tagtagtgga
cattggagtt
tcattgectta
agaatacaaa
attgattacc
actttattaa
ttcaagtcett
ttgttgtgat
cagctgaatg
caaatttaaa
tatttttgeg

cgaagaagcg

gtactaaagt
tagaactaac
caaaagatga
aaggcgctac
taaaagacaa
aagcttatac
acatttcttg
agcattccca
ttctggtgeca
tcttgctggg
gccacagcett
caggtgatga
cggatgcectgt
acgcctcagg
gtgtggacct
ccaagttcat
ctgggggcce
catgtgccecet
tcaaggacac
tttaatccca
agaaatggaa
tttttttaaa
aaaagagcca
accaatcaat
tcagatactt
taagaagata
tcaactttga
aatatccctt
aatagtaaaa
tatcgctcaa

attcacgaaa

107

aaaagctgct
aaatatcatc
agttcaaatc
ttttaatcga
tgaattagcet
agatggaaaa
ggatgaagta
accctggecag
cccccagtgg
tcggcacage
cccacacccg
ctccagceccac
gaaggtcatg
ctggggcage
ccatgttatt
gctgtgtget
acttgtctgt
gcccgaaagqg
catcgtggcc
aatgagccaa
gaagaaaaaa
aagcgatata
cgaccagtta
taaagaagtc
aaatatctgt
ccaggcaatc
tcgtagette
ttgttgtaga
ttcgetcaat
aaaaaagcat

atcaagatac

tttgatgcectg
aaaaattctt
atcgacggca
gaaacaccag
gttattaaaa
attaacatcg
aattatgatc
gtgcttgtgg
gtcctcacag
ctgtttcatce
ctctacgata
gacctcatge
gacctgccca
attgaaccag
tccaatgacg
ggacgctgga
tatggtgtge
cctteectgt
aacccctaac
cagaaccaga
gcaatgattt
ctagatataa
aagcctgaga
gagacccaaa
aaacccatta
aattaagaaa
taactaatta
aactgtgcectt
cactaccaag
gattggcgga

atttacgcat

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840



tggacaccaa
ggacattctg
acggaaaaag
atgcctacgt
ccagtctatg
caaaatatcc
gggattgctce
tctttcaaag
tcaagtctaa
aatctcttat
gttatgttta
tataatatgt
aaaattgtta
attctttgca
gggtggttta
aaagaagatt
acgaccaaaa
ctgaaggtac
ggcattcaac
gaacgagaaa
caagaaactc
agctacgata
cgtgtttgtt
tcttacttec
acaggccacc
ttcatcececce
ctccaccata
aaggatgtcg
cccgatecat
tctgatcagt
cggtatcteg

gactgcatta

acgtttatcg
aaaacaattt
aaactatttc
taattatcaa
tgacttcaaa
gagaatattt
gtataccaag
aatggcaaga
cggttttaag
tgcacgaaac
ccctetettt
ttgagtttaa
gaagtgccta
aagcttgggt
aattcaagaa
taatggctta
aagagattag
tgaaggcgaa
ttgctagtgt
gctatataaa
taaacaaatt
caggctgaaa
tttetttget
attatactcc
tcatagttaa
tgccggecta
aattggtcca
gtccetttea
gtgtettttt
ttgacatgtg
tccgacatgt

aaaaagccett
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ttatggtacg
aagacaaatc
agcaagcgat
atctgataaa
atcagaattt
tggaaagtct
aacggacaat
ttggtctttce
cggtacagaa
gaaattttca
agcctacttt
taatcgatta
ttcagaaaac
atcaagtgat
aaaaagaagc
tattagcgaa
agaagtgcta
tcaggaaatt
taaatcattg
ggcgctgaca
ggcagaacgc
ataaaacccg
ggctagetta
cattttccaa
tggtttcgag
ttaatgtgac
tgcaaattcg
attttcggag
ccgetgtgta
acagtgtcga
cagcagacgg

ttttecageceg

tatgcagacg
aataccttct
attttaacaa
ggttatcaag
aaatctgtca
ttgccagttg
gtagaatttt
aaacaaacag
ggcaaaaaac
ggagaaaagg
agttcagget
gatcaaccct
tatcaagggg
ttaaccagta
gaacgtcaac
aaaagcgatg
ggcattcctg
ttctttaaga
ttgctatcga
gcttegttta
cccaaaacgg
cactatgcca
attgcttata
aaacatacgg
ccttecectgea
ttttgtgcece
gccggceaatt
ccagccgtec
ctecggecteeg
atgcagggta
gcgaaggcca

gagtccageg

108

aaaaccgttce
ttattgattt
cagctattga
catattttgt
aagcagccaa
atctaacgtg
ttgatceccaa
ataataaggg
aagtagatga
gtttagtagg
attcaatcga
tagaagaaaa
ctaataggga
aagatttatt
gtgttcattt
tatacaagcc
aacggacatt
ttaaaccagg
tcattaaatt
atttagaacg
acccacaact
ttacatttat
tttacctgea
ggaacacggg
atctcatcca
ggcggatatt
ttcaggegtt
gcatagecta
tagctgacge
aatgccggac
tacatgccega

gegetgtteg

atacactaaa
tgatattcac
tttaggtttt
tttagaaacg
aataatctcg
caatcatttt
ttaccgttat
ctttactegt
accctggttt
gcgcaatage
aacgtgcgaa
agaagtaatc
atacattacc
tgtccgtcaa
gtcagaatgg
ttatttageg
agataaattg
aagaaatggt
aaaaaaagaa
tacatttatt
cgatttgttt
atctatgata
ataaaggatt
aacttattgt
tggaaatata
cctgatccag
tteccettcac
caggcaccgt
tctegecttt
gcagctgaaa
tgcecgaatcet

cgcagtggac

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760
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15

20

25

30

35

40

cattagattc
gaaatagcct
taaacgaggg
accaagtctg
gtggcgggcet
agcagcgatt
tcecetttttg
tgcgtcaaga
aactgccatc
tatcgcggac
aaactcctcet
atattgatta

ctccaaagge

<210> 47
<211> 36
<212> ADN

tttaacggca
ctttettttt
ttgcggtcaa
ttcatcceceg
gcctectgaa
gccacatact
cgcagtgaaa
gcagcctttg
aagtggacat
aagtcaattt
cttttttcag
atactaagtt

taaagaggac

<213> Secuencia Artificial

<220>
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gcggagcaat
catccgetgt
gaattgccat
tatcgacctt
gccattcaac
ccgggggaac
tcgetteate
ctgtttctge
gttcaccgat
ccgeccacgt
aaaatcccag
tacccagttt

tataccaact

<223> Cebador Adv271-actAF1

<400> 47

cggaattcgg atccgcgceca aatcattggt tgattg

<210> 48
<211> 37
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador Adv272-actAR1

<400> 48

gcgagtcgac gtcggggtta atcgtaatgc aattggce

<210> 49
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador Adv273-actAF2

<400> 49

gcgagtcgac ccatacgacg ttaattcttg caatg

<210> 50
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador Adv274-actAR2

<400> 50

cagctcttta
cgcaaaatgg
cacgttctga
cagatgaaaa
agaataacct
cgcgccaagce
caaaatggcc
atcaccatgc
atgtttttte
atctctgtaa
tacgtaatta
tcacctaaaa

atttgttaat

36

37

35

109

aagcgctcaa
gtaaataccc
acttcttcct
tgaagagaac
gttaaggtca
accaatatag
acggccaagc
ccgtaggegt
atattgctga
aaaggttttg
agtatttgag
aacaaatgat

taa

actgcattaa
ctttgcactt
ctgtttttac
cttttttegt
cgtcatactc
gcgecttcaa
atgaagcacc
ttgctttcac
cattttcectt
tgctcatgga
aattaatttt

gagataatag

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6523
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gatactgcag ggatccttcc cttctcggta atcagtcac 39
<210> 51

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador 3 que se une externamente a la region actA

<400> 51
tgggatggcc aagaaattc 19

<210> 52

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador 4 que se une externamente a la region actA

<400> 52
ctaccatgtc ttccgttget tg 22

<210> 53

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53
His Cys Ile Arg Asn Lys Ser Val Ile Leu
1 5 10

<210> 54

<211>9

<212> PRT

<213> Virus de papiloma humano tipo 16

<400> 54

Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr Phe
1 5

<210> 55

<211>24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

Met Trp Val Pro Val Val Phe Leu Thr Leu Ser Val Thr Trp Ile Gly

1 5 10

Ala Ala Pro Leu Ile Leu Ser Arg
20
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REIVINDICACIONES

Una cepa de Listeria recombinante que comprende una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido
de fusién antigénico de listeriolisina O (LLO) - antigeno prostatico (PSA), en la que dicha Listeria recombinante
es un mutante dal/dat auxotréfico atenuado, que comprende un vector de expresion episomal que comprende
una enzima metabdlica que complementa la auxotrofia de dicho mutante auxotréfico y en la que dicha Listeria
recombinante comprende ademas una delecion del gen ActA enddgeno.

La Listeria recombinante de la reivindicacion 1, en donde dicha molécula de acido nucleico se integra de forma
operable en el genoma de Listeria en un marco de lectura abierto con un gen LLO enddgeno.

La Listeria recombinante de la reivindicacion 1, en donde dicha molécula de acido nucleico esta en un plasmido
en dicha cepa de Listeria recombinante.

La cepa de Listeria recombinante de la reivindicaciéon 3, en la que dicho polipéptido PSA-LLO fusionado
comprende un fragmento de LLO N-terminal.

La Listeria recombinante de la reivindicacion 3 o 4, en donde dicho plasmido se mantiene de manera estable
en dicha cepa de vacuna de Listeria recombinante en ausencia de seleccién con antibidticos.

La Listeria recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en donde dicho plasmido no confiere
resistencia a los antibiéticos en dicha Listeria recombinante.

La cepa de Listeria recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde dicha enzima metabdlica
es una enzima alanina racemasa o una enzima D-aminoacido transferasa.

La cepa de Listeria recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que dicha cepa de Listeria es
una cepa de Listeria monocytogenes.

Una composicion inmunogénica que comprende la cepa de Listeria recombinante de cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, y un adyuvante.

Una composicién inmunogénica segun la reivindicacion 9, en la que dicho adyuvante comprende QS21 o un
oligonucledtido que contiene CpG.

Una cepa de Listeria recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10, para el uso como un
medicamento.

Una cepa de Listeria recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10, para el uso en la induccion
de una respuesta inmune al PSA en un sujeto.

Una cepa de Listeria recombinante seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, para el uso en un método
para prevenir o retrasar la aparicion de un cancer en un sujeto.

Una cepa de Listeria recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10, para el uso en el tratamiento,
la supresion o la inhibicién de un cancer o un tumor en un sujeto.

La cepa de Listeria recombinante segun la reivindicacion 13 o 14 para el uso de acuerdo con la reivindicacion
13 0 14, en donde dicho cancer o tumor es un cancer o tumor de préstata.
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Fig. 11D
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