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DESCRIPCION
Composiciones que comprenden HMW-MAA y fragmentos de este para el tratamiento del cancer
Campo de la invencion

Esta invencion proporciona polipéptidos recombinantes que comprenden un fragmento de un Antigeno Asociado a
Melanoma de Alto Peso Molecular (HMW-MAA) y cepas de Listeria recombinante para usar en los métodos para
inducir una respuesta inmunitaria y tratar e impedir el crecimiento de tumores.

Antecedentes de la invencion

HMW-MAA, conocido ademas como el proteoglicano sulfato de condroitina asociado a melanoma (MCSP), es una
proteina de transmembrana de 2322 residuos. HMW-MAA se expresa en mas del 90 % de los nevos benignos y las
lesiones de melanoma extirpados quirdrgicamente, y se expresa, ademas, en carcinoma de células basales, tumores
originados en la cresta neural (por ejemplo astrocitomas, gliomas, neuroblastomas y sarcomas), leucemias en la
infancia, y lesiones de carcinoma lobular de mama. EI documento WO 2005/037233 describe vacunas contra
diversos tipos de cancer (que incluyen melanoma), que comprenden Listeria modificada genéticamente para
expresar un antigeno de melanoma fusionado a LLO.

Los tratamientos y las curas para muchos tumores, por ejemplo, tumores que expresan HMW-MAA, asi como
métodos para la prevencion especialmente en poblaciones de alto riesgo, se necesitan con urgencia en la técnica.

Resumen de la invencién

Esta invencion proporciona el uso de un polipéptido recombinante que comprende (i) un fragmento de una proteina
del Antigeno Asociado a Melanoma de Alto Peso Molecular (HMW-MAA) codificado por una secuencia de
nucleétidos seleccionada de las secs. con nims. de ident.: 21, 22, o 23, y (ii) una secuencia PEST de Listeria, o una
Listeria recombinante que comprende dicho polipéptido recombinante, para la preparacion de una composicion para
inducir una respuesta inmunitaria contra un cancer o tumor que no expresa HMW-MAA o para retrasar la progresion
de un cancer o tumor que no expresa HMW-MAA. La invencion proporciona, ademas, el uso mencionado
anteriormente, en donde el cancer o tumor es un cancer o tumor renal o de la piel.

La invencion proporciona, ademas, el uso de un polipéptido recombinante que comprende (i) un fragmento de una
proteina del Antigeno Asociado a Melanoma de Alto Peso Molecular (HMW-MAA) codificado por una secuencia de
nucleétidos seleccionada de las secs. con nims. de ident.: 21, 22, 0 23, y (ii) una secuencia PEST de Listeria, o una
Listeria recombinante que comprende dicho polipéptido recombinante, para la preparacién de una composicién para
inducir una respuesta inmunitaria contra un cancer o tumor renal o de la piel o para retrasar la progresion de un
cancer o tumor renal o de la piel.

La invencién proporciona, ademas, el uso mencionado anteriormente, en donde el cancer o tumor renal o de la piel
no expresan HMW-MAA.

La invencién proporciona, ademas, cualquiera de los usos mencionados anteriormente, en donde el cancer o tumor
es un cancer o tumor solido, y la composicién induce una respuesta inmunitaria contra un pericito de la vasculatura
de dicho cancer o tumor.

La invencién proporciona, ademas, cualquiera de los usos mencionados anteriormente, en donde el cancer o tumor
de la piel es un melanoma.

La invencion proporciona, ademas, cualquiera de los usos mencionados anteriormente, en donde la secuencia PEST
esta comprendida en un oligopéptido de Listeriolisina (LLO) o un fragmento de este, o en un oligopéptido de ActA o
un fragmento de este.

La invencion proporciona, ademas, cualquiera de los usos mencionados anteriormente, en donde HMW-MAA es una
proteina HMW-MAA humana.

La invencion proporciona, ademas, una composicion que comprende un polipéptido recombinante que comprende (i)
un fragmento de una proteina del Antigeno Asociado a Melanoma de Alto Peso Molecular (HMW-MAA) codificado
por una secuencia de nucleoétidos seleccionada de las secs. con nims. de ident.: 21, 22, o0 23, y (ii) una secuencia
PEST de Listeria, o una Listeria recombinante que comprende dicho polipéptido recombinante, para usar en la
induccién de una respuesta inmunitaria contra un cancer o tumor que no expresa HMW-MAA o para usar en el
retraso de la progresion de un cancer o tumor que no expresa HMW-MAA.

La invencion proporciona, ademas, una composicion para el uso mencionado anteriormente, en donde el cancer o
tumor es un cancer o tumor renal o de la piel.
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La invencién comprende, ademas, una composicién que comprende un polipéptido recombinante que comprende (i)
un fragmento de una proteina del Antigeno Asociado a Melanoma de Alto Peso Molecular (HMW-MAA) codificado
por una secuencia de nucleotidos seleccionada de las secs. con nims. de ident.: 21, 22, o0 23, y (ii) una secuencia
PEST de Listeria, 0 una Listeria recombinante que comprende dicho polipéptido recombinante, para usar en la
induccion de una respuesta inmunitaria contra un cancer o tumor renal o de la piel o para usar en el retraso de la
progresion de un cancer o tumor renal o de la piel. La invencién proporciona, ademas, cualquiera de las
composiciones para el uso mencionado anteriormente, en donde la composicién es una vacuna que comprende,
ademas, un adyuvante, una citocina, una quimiocina, o una combinacién de estos.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Clonacion de HMW-MAA en un plasmido basado en pGG55. Lm-LLO-HMW-MAA se generé mediante la
transformacion de la cepa prfA” XFL-7 con el pladsmido pGG-55. pGG-55 tiene el promotor de hly que dirige la
expresion de una fusién no hemolitica de LLO-E7 y el gen prfA para seleccionar respecto a la retencion del
plasmido. XFL-7 debe retener el plasmido para que sea viable.

Figura 2. Se expresaron construcciones de LLO-HMW-MAA. Se coseché el sobrenadante de las cepas de LM
transformadas con los plasmidos A, B y C de LLO-HMW-MAA. A. Las sondas anti-PEST revelaron que las tres
cepas produjeron proteinas de fusion de los tamafios esperados (48 Kda para LLO, 75 Kda para HMW-MAA-A, 98
Kda para HMW-MAA-B, y 62 Kda para HMW-MAA-C). B. Las sondas anti-LLO revelaron bandas de LLO para HMW-
MAA-A, HMW-MAA-B, HMW-MAA-C, y en controles de 10403S.

Figura 3. Las cepas de Listeria que expresan construcciones de LLO-HMW-MAA muestran crecimiento en los
medios (A), virulencia, y crecimiento intracelular (B) similar a Lm de tipo silvestre.

Figura 4. La Lm que exgresa HMW-MAA impide el crecimiento de tumores, incluso en células tumorales que no
expresan HMW-MAA. 10" ufc de Lm-HMW-MAA-C impiden el crecimiento tumoral de B16F0-Ova segun se midié por
el tamafio (A) y el volumen (B) del tumor comparados significativamente con el grupo virgen. Se observaron efectos
similares sobre el diametro y el volumen del tumor con las tres cepas de Lm-LLO-HMW-MAA después de la
inoculacion de ratones C57BL/6 con células tumorales B16F0-Ova (C) y RENCA (D y E).

Figura 5. Seleccion de clones de células tumorales murinas B16F10 que expresan HMW-MAA.

Figura 6. Las construcciones de Lm-HMW-MAA indujeron respuestas inmunitarias con especificidad antigénica que
impidieron el crecimiento tumoral.

Figura 7. El agotamiento in vivo de células CD4+ o CD8+ anulé la eficacia de la vacuna de Lm-HMW-MAA-C.

Figura 8. Las células T CD8+ de ratones vacunados con Lm-HMW-MAA-C inhibieron el crecimiento de tumores de
B16F10 HMW-MAA in vivo.

Figura 9. Los ratones vacunados con Lm-HMW-MAA-C que eliminaron el tumor de B16F10-HMW-MAA estuvieron
protegidos contra un segundo reto con el mismo tumor.

Figura 10. La inmunizacién de ratones transgénicos para HLA-A2/Kb con Lm-HMW-MAA-B y Lm-HMW-MAA-C
indujo respuestas inmunitarias detectables contra dos epitopos de HMW-MAA HLA-A2 caracterizados en los
fragmentos By C.

Figura 11. Secrecion de IFN-y por las células T estimuladas con un péptido restringido a HLA-A2 del fragmento C de
HMW-MAA después de una inmunizaciéon con Lm-HMW-MAA-C en ratones C57B1/6 HLA-A2/Kb y de tipo silvestre.

Figura 12. Representacion de construcciones del virus de vaccinia que expresan diferentes formas de la proteina E7
de HPV16.

Figura 13. Induccién y penetracion de células T CD8" especificas para E7 en los bazos y tumores de ratones
administrados con células TC-1 y posteriormente administrados con una vacuna de Listeria recombinante (virgen,
Lm-LLO-E7, Lm-E7, Lm-ActA-E7).

Figura 14. A. Construcciones de Listeria que contienen regiones PEST conducen a mayor regresion tumoral. B.
tamafio tumoral promedio en ratones tratados con vacunas de Listeria.

Figura 15. Las construcciones de Listeria que contienen regiones PEST inducen un mayor porcentaje de linfocitos
especificos para E7 en el bazo. A. datos de 1 experimento representativo. B. promedio y SE de los datos de 3
experimentos.
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Figura 16. Las construcciones de Listeria que contienen regiones PEST inducen un mayor porcentaje de linfocitos
especificos para E7 dentro del tumor. A. datos de 1 experimento representativo. B. promedio y SE de los datos de 3
experimentos.

Figura 17. Representacion de construcciones del virus de vaccinia que expresan diferentes formas de la proteina E7
de HPV16.

Figura 18. VacLLOE7 induce una regresion a largo plazo de los tumores establecidos a partir de 2 x 10° células TC-
1 en ratones C57BL/6. Los ratones se inyectaron 11 y 18 dias después del reto tumoral con 10’ PFU de VacLLOE?7,
VacSigE7LAMP-1, o VacE7/ratén i.p. o se dejaron sin tratamiento (virgen). Se usaron 8 ratones por grupo de
tratamiento, y se muestra la seccion transversal para cada tumor (promedio de 2 mediciones) para los dias indicados
después de la inoculacion del tumor.

Descripcion detallada de la invencion

Esta invencién proporciona polipéptidos recombinantes que comprenden un fragmento de un Antigeno Asociado a
Melanoma de Alto Peso Molecular (HMW-MAA), cepas de Listeria recombinante que comprenden el mismo, y
métodos para inducir una respuesta inmunitaria y tratar e impedir el crecimiento de tumores, que comprende
administrar los mismos.

En una modalidad, la presente invencién proporciona una cepa de Listeria recombinante que comprende un
polipéptido recombinante, el polipéptido recombinante comprende un fragmento de una proteina HMW-MAA
("fragmento de HMW-MAA"). En otra modalidad, una cepa de Listeria recombinante de la presente invencion
expresa un polipéptido recombinante de la presente invencidon. En otra modalidad, una cepa de Listeria
recombinante de la presente invencién comprende un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido
recombinante de la presente invencion.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un polipéptido recombinante que comprende un fragmento de
una proteina HMW-MAA unido operativamente a un oligopéptido que no es de HMW-MAA, seleccionado de un
oligopéptido de listeriolisina (LLO), un oligopéptido de ActA, o un oligopéptido similar a PEST o un fragmento de
estos. En una modalidad, el fragmento tiene las mismas o similares propiedades o funcién que el péptido o proteina
de longitud completa, como puede demostrarse mediante el uso de ensayos y herramientas conocidos en la técnica.
Las propiedades y funciones de los péptidos y proteinas de longitud completa de la presente invencion se describen
en detalle a continuacion.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un polipéptido recombinante que comprende un fragmento de
una proteina HMW-MAA, en donde el fragmento consiste en aproximadamente los aminoacidos (AA) 360-554 de la
proteina HMW-MAA a partir de la cual se deriva el fragmento. En otra modalidad, el fragmento consiste en
aproximadamente los AA 701-1130. En otra modalidad, el fragmento tiene una secuencia seleccionada de la sec.
con nim. de ident.: 21-23. En otra modalidad, el fragmento consiste en aproximadamente los AA 2160-2258.

En otra modalidad, la presente invencidn proporciona un polipéptido recombinante que comprende un fragmento de
una proteina HMW-MAA con una secuencia de aminoacidos como se expone en la sec. con num. de ident.: 21.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un polipéptido recombinante que comprende un fragmento de
una proteina HMW-MAA con una secuencia de aminoacidos como se expone en la sec. con nim. de ident.: 22.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un polipéptido recombinante que comprende un fragmento de
una proteina HMW-MAA con una secuencia de aminoacidos como se expone en la sec. con nim. de ident.: 23.

En otra modalidad, un polipéptido recombinante de la presente invencion comprende ademas un péptido que no es
de HMW-MAA. En otra modalidad, el péptido que no es de HMW-MAA aumenta la inmunogenicidad del fragmento.

El péptido que no es de HMW-MAA es, en otra modalidad, un oligopéptido de listeriolisina (LLO). En otra modalidad,
el péptido que no es de HMW-MAA es un oligopéptido de ActA. En otra modalidad, el péptido que no es de HMW-
MAA es un oligopéptido similar a PEST. Como se proporciona en la presente descripcion, la fusion a LLO, ActA,
secuencias similares a PEST y fragmentos de estas aumenta la inmunogenicidad mediada por células, de los
antigenos. En una modalidad, la fusion a LLO, ActA, secuencias similares a PEST y fragmentos de estas aumenta la
inmunogenicidad, mediada por células, de los antigenos en una variedad de sistemas de expresién. En una
modalidad, el sistema de expresion es viral, mientras que en otra modalidad, el sistema de expresién es bacteriano.
En otra modalidad, el péptido que no es de HMW-MAA es cualquier otro péptido inmunogénico que no es de HMW-
MAA conocido en la técnica.

Un oligopéptido de LLO de los métodos y las composiciones de la presente invencion es, en otra modalidad, un
oligopéptido no hemolitico de LLO. En otra modalidad, el oligopéptido es un fragmento de LLO. En otra modalidad, el
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oligopéptido es una proteina LLO completa. En otra modalidad, el oligopéptido es cualquier proteina LLO o
fragmento de esta, conocida en la técnica.

En otra modalidad, el fragmento de LLO se vuelve no hemolitico mediante tratamiento quimico. En otra modalidad,
el tratamiento quimico comprende glutaraldehido. En otra modalidad, el tratamiento quimico comprende un
compuesto que actia de manera similar. En otra modalidad, el tratamiento quimico comprende cualquier otro
compuesto adecuado conocido en la técnica.

En otra modalidad, la proteina LLO utilizada para construir las vacunas de la presente invencién tiene la siguiente
secuencia:

MKKIMLVFITLILVSLPIAQQTEAKDASAFNKENSISSMAPPASPPASPKTPIEKKHADEIDKYIQ
GLDYNKNNVLVYHGDAVTNVPPRKGYKDGNEYIVVEKKKKSINQNNADIQVVNAISSLTYPG
ALVKANSELVENQPDVLPVKRDSLTLSIDLPGMTNQDNKIVVKNATKSNVNNAVNTLVERWN
EKYAQAYPNVSAKIDYDDEMAYSESQLIAKFGTAFKAVNNSLNVNFGAISEGKMQEEVISFKQ
IYYNVNVNEPTRPSRFFGKAVTKEQLQALGVNAENPPAYISSVAYGRQVYLKLSTNSHSTKVK
AAFDAAVSGKSVSGDVELTNIIKNSSFKAVIYGGSAKDEVQIIDGNLGDLRDILKKGATFENRETP
GVPIAYTTNFLKDNELAVIKNNSEYIETTSKAYTDGKINIDHSGGYVAQFNISWDEVNYDPEGN
EIVQHKNWSENNKSKLAHFTSSIYLPGNARNINVYAKECTGLAWEWWRTVIDDRNLPLVKNR
NISIWGTTLYPKYSNKVDNPIE (nim. de acceso del GenBank P13128; sec. con num. de ident.: 1; la secuencia de
acido nucleico se expone en el Nim. de acceso del GenBank X15127). En una modalidad, los primeros 25 AA de la
proproteina que corresponde a esta secuencia son la secuencia sefial y se escinden de LLO cuando es secretada
por la bacteria. Por lo tanto, de acuerdo con esta modalidad, la proteina LLO activa de longitud completa es de 504
residuos de longitud. En otra modalidad, la secuencia anterior se usa como la fuente del fragmento de LLO
incorporado en una vacuna de la presente invencion. En otra modalidad, una secuencia de AA de LLO de los
métodos y las composiciones de la presente invencién es un homélogo de la sec. con nim. de ident.: 1. En otra
modalidad, la secuencia de AA de LLO es una variante de la sec. con nim. de ident.: 1. En otra modalidad, la
secuencia de AA de LLO es un fragmento de la sec. con nim. de ident.: 1. En otra modalidad, la secuencia de AA de
LLO es unaisoforma de la sec. con nim. de ident.: 1.

En una modalidad, una isoforma es un péptido o proteina que tiene la misma funcién y una secuencia similar o
idéntica a otro péptido o proteina, pero es el producto de un gen diferente. En una modalidad, una variante es un
péptido o proteina que difiere de otro péptido o proteina en menor grado.

En otra modalidad, un fragmento de la proteina LLO se utiliza en las composiciones y los métodos de la presente
invenciéon. En otra modalidad, el fragmento de LLO es un fragmento N-terminal. En otra modalidad, el fragmento de
LLO N-terminal tiene la secuencia:
MKKIMLVFITLILVSLPIAQQTEAKDASAFNKENSISSVAPPASPPASPKTPIEKKHADEIDKYIQ
GLDYNKNNVLVYHGDAVTNVPPRKGYKDGNEYIVVEKKKKSINQNNADIQVVNAISSLTYP
GALVKANSELVENQPDVLPVKRDSLTLSIDLPGMTNQDNKIVVKNATKSNVNNAVNTLVER
WNEKYAQAYSNVSAKIDYDDEMAYSESQLIAKFGTAFKAVNNSLNVNFGAISEGKMQEEVIS
FKQIYYNVNVNEPTRPSRFFGKAVTKEQLQALGVNAENPPAYISSVAYGRQVYLKLSTNSHST
KVKAAFDAAVSGKSVSGDVELTNIIKNSSFKAVIYGGSAKDEVQIIDGNLGDLRDILKKGATFN
RETPGVPIAYTTNFLKDNELAVIKNNSEYIETTSKAYTDGKINIDHSGGYVAQFNISWDEVNYD (sec. con num. de
ident.: 2). En otra modalidad, una secuencia de AA de LLO de los métodos y las composiciones de la presente
invencion comprende la secuencia que se expone en la sec. con ndm. de ident.: 2. En otra modalidad, la secuencia
de AA de LLO es un homologo de la sec. con nim. de ident.: 2. En otra modalidad, la secuencia de AA de LLO es
una variante de la sec. con num. de ident.: 2. En otra modalidad, la secuencia de AA de LLO es un fragmento de la
sec. con num. de ident.: 2. En otra modalidad, la secuencia de AA de LLO es una isoforma de la sec. con num. de
ident.: 2.

En otra modalidad, el fragmento de LLO tiene la secuencia:
MKKIMLVFITLILVSLPIAQQTEAKDASAFNKENSISSVAPPASPPASPKTPIEKKHADEIDKYIQ
GLDYNKNNVLVYHGDAVTNVPPRKGYKDGNEYIVVEKKKKSINQNNADIQVVNAISSLTYP
GALVKANSELVENQPDVLPVKRDSLTLSIDLPGMTNQDNKIVVKNATKSNVNNAVNTLVER
WNEKYAQAYSNVSAKIDYDDEMAYSESQLIAKFGTAFKAVNNSLNVNFGAISEGKMQEEVI
SFKQIYYNVNVNEPTRPSRFFGKAVTKEQLQALGVNAENPPAYISSVAYGRQVYLKLSTNSH
STKVKAAFDAAVSGKSVSGDVELTNIIKNSSFKAVIYGGSAKDEVQIIDGNLGDLRDILKKGA
TFNRETPGVPIAYTTNFLKDNELAVIKNNSEYIETTSKAYTD (sec. con num. de ident.: 3). En otra modalidad, una
secuencia de AA de LLO de los métodos y las composiciones de la presente invencion comprende la secuencia que
se expone en la sec. con num. de ident.: 3. En otra modalidad, la secuencia de AA de LLO es un homélogo de la
sec. con num. de ident.: 3. En otra modalidad, la secuencia de AA de LLO es una variante de la sec. con num. de
ident.: 3. En otra modalidad, la secuencia de AA de LLO es un fragmento de la sec. con nim. de ident.: 3. En otra
modalidad, la secuencia de AA de LLO es una isoforma de la sec. con nim. de ident.: 3.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657 168 T3

En otra modalidad, el fragmento de LLO de los métodos y las composiciones de la presente invencion comprende un
dominio similar a PEST. En otra modalidad, un fragmento de LLO que comprende una secuencia PEST se utiliza
como parte de una composicion o en los métodos de la presente invencion.

En otra modalidad, el fragmento de LLO no contiene el dominio de activacién en el terminal carboxilo. En otra
modalidad, el fragmento de LLO no incluye la cisteina 484. En otra modalidad, el fragmento de LLO es un fragmento
no hemolitico. En otra modalidad, el fragmento de LLO se vuelve no hemolitico por delecién o mutaciéon del dominio
de activacion. En otra modalidad, el fragmento de LLO se vuelve no hemolitico por delecién o mutacion de la
cisteina 484. En otra modalidad, una secuencia de LLO se vuelve no hemolitica por delecién o mutacién en otra
ubicacion.

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

En otra modalidad, el fragmento de LLO corresponde a los primeros 400 AA de una proteina LLO. En otra
modalidad, el fragmento de LLO corresponde a los primeros 300 AA de una proteina LLO. En otra modalidad, el
fragmento de LLO corresponde a los primeros 200 AA de una proteina LLO. En otra modalidad, el fragmento de LLO
corresponde a los primeros 100 AA de una proteina LLO. En otra modalidad, el fragmento de LLO corresponde a los
primeros 50 AA de una proteina LLO, que en una modalidad, comprende una o mas secuencias similares a PEST.

En otra modalidad, el fragmento de LLO contiene residuos de una proteina LLO homéloga que corresponde a uno
de los intervalos de AA anteriores. Los nimeros de los residuos no necesitan, en otra modalidad, corresponder
exactamente con los nimeros de los residuos enumerados anteriormente; por ejemplo, si la proteina LLO homéloga
tiene una insercion o delecién, con relacion a una proteina LLO utilizada en la presente descripcion.

Cada proteina LLO y fragmento de LLO representa una modalidad separada de la presente invencién.

En otra modalidad, los homologos de LLO de otras especies, que incluyen lisinas conocidas, o fragmentos de estas
pueden usarse como el péptido que no es de HMW-MAA.

En otra modalidad de los métodos y las composiciones de la presente invencion, un fragmento de una proteina ActA
se fusiona al fragmento de HMW-MAA. En otra modalidad, el fragmento de una proteina ActA tiene la secuencia:
MRAMMVVFITANCITINPDIIFAATDSEDSSLNTDEWEEEKTEEQPSEVNTGPRYETAR
EVSSRDIKELEKSNKVRNTNKADLIAMLKEKAEKGPNINNNNSEQTENAAINEEASGADRPAI
QVERRHPGLPSDSAAEIKKRRKAIASSDSELESLTYPDKPTKVNKKKVAKESVADASESDLDS
SMQSADESSPQPLKANQQPFFPKVFKKIKDAGKWYVRDKIDENPEVKKAIVDKSAGLIDQLLTK
KKSEEVNASDFPPPPTDEELRLALPETPMLLGFNAPATSEPSSFEFPPPPTDEELRLALPETPML
LGFNAPATSEPSSFEFPPPPTEDELEIRETASSLDSSFTRGDLASLRNAINRHSQNFSDFPPIPTEE ELNGRGGRP
(sec. con num. de ident.: 4). En otra modalidad, una secuencia de AA de ActA de los métodos y las composiciones
de la presente invencion comprende la secuencia que se expone en la sec. con nim. de ident.: 4. En otra modalidad,
la secuencia de AA de ActA es un homologo de la sec. con num. de ident.: 4. En otra modalidad, la secuencia de AA
de ActA es una variante de la sec. con nim. de ident.: 4. En otra modalidad, la secuencia de AA de ActA es un
fragmento de la sec. con nim. de ident.: 4. En otra modalidad, la secuencia de AA de ActA es una isoforma de la
sec. con nim. de ident.: 4.

En otra modalidad, el fragmento de ActA esta codificado por un nucleétido recombinante que comprende la
secuencia:
ATGCGTGCGATGATGGTGGTTTTCATTACTGCCAATTGCATTACGATTAACCCCGACATAA
TATTTGCAGCGACAGATAGCGAAGATTCTAGTCTAAACACAGATGAATGGGAAGAAGAAA
AAACAGAAGAGCAACCAAGCGAGGTAAATACGGGACCAAGATACGAAACTGCACGTGAA
GTAAGTTCACGTGATATTAAAGAACTAGAAAAATCGAATAAAGTGAGAAATACGAACAAA
GCAGACCTAATAGCAATGTTGAAAGAAAAAGCAGAAAAAGGTCCAAATATCAATAATAAC
AACAGTGAACAAACTGAGAATGCGGCTATAAATGAAGAGGCTTCAGGAGCCGACCGACCA
GCTATACAAGTGGAGCGTCGTCATCCAGGATTGCCATCGGATAGCGCAGCGGAAATTAAAA
AAAGAAGGAAAGCCATAGCATCATCGGATAGTGAGCTTGAAAGCCTTACTTATCCGGATAA
ACCAACAAAAGTAAATAAGAAAAAAGTGGCGAAAGAGTCAGTTGCGGATGCTTCTGAAA
GTGACTTAGATTCTAGCATGCAGTCAGCAGATGAGTCTTCACCACAACCTTTAAAAGCAAA
CCAACAACCATTTTTCCCTAAAGTATTTAAAAAAATAAAAGATGCGGGGAAATGGGTACG
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TGATAAAATCGACGAAAATCCTGAAGTAAAGAAAGCGATTGTTGATAAAAGTGCAGGGTT
AATTGACCAATTATTAACCAAAAAGAAAAGTGAAGAGGTAAATGCTTCGGACTTCCCGCC
ACCACCTACGGATGAAGAGTTAAGACTTGCTTTGCCAGAGACACCAATGCTTCTTGGTTTT
AATGCTCCTGCTACATCAGAACCGAGCTCATTCGAATTTCCACCACCACCTACGGATGAAG
AGTTAAGACTTGCTTTGCCAGAGACGCCAATGCTTCTTGGTTTTAATGCTCCTGCTACATC
GGAACCGAGCTCGTTCGAATTTCCACCGCCTCCAACAGAAGATGAACTAGAAATCATCCG
GGAAACAGCATCCTCGCTAGATTCTAGTTTTACAAGAGGGGATTTAGCTAGTTTGAGAAAT
GCTATTAATCGCCATAGTCAAAATTTCTCTGATTTCCCACCAATCCCAACAGAAGAAGAGT
TGAACGGGAGAGGCGGTAGACCA (sec. con num. de ident.: 5). En otra modalidad, el nucle6tido recombinante
tiene la secuencia que se expone en la sec. con nim. de ident.: 5. En otra modalidad, un nucleétido que codifica
ActA, de los métodos y las composiciones de la presente invencién, comprende la secuencia que se expone en la
sec. con nim. de ident.: 5. En otra modalidad, el nucle6tido que codifica ActA es un homologo de la sec. con num.
de ident.: 5. En otra modalidad, el nucleétido que codifica ActA es una variante de la sec. con num. de ident.: 5. En
otra modalidad, el nucleétido que codifica ActA es un fragmento de la sec. con nim. de ident.: 5. En otra modalidad,
el nucledtido que codifica ActA es una isoforma de la sec. con nim. de ident.: 5.

En otra modalidad, el fragmento de ActA es cualquier otro fragmento de ActA conocido en la técnica. En otra
modalidad, un nucleétido recombinante de la presente invencion comprende cualquier otra secuencia que codifique
un fragmento de una proteina ActA. En otra modalidad, el nucledtido recombinante comprende cualquier otra
secuencia que codifique una proteina ActA completa.

En otra modalidad de los métodos y las composiciones de la presente invencion, una secuencia de AA similar a
PEST se fusiona al fragmento de HMW-MAA. En otra modalidad, la secuencia de AA SIMILAR A PEST es
KENSISSMAPPASPPASPKTPIEKKHADEIDK (sec. con nim. de ident.: 6). En otra modalidad, la secuencia similar a
PEST es KENSISSMAPPASPPASPK (sec. con nim. de ident.: 7). En otra modalidad, la fusiébn de un antigeno a
cualquier secuencia de LLO que incluye la 1 de las secuencias de AA similares a PEST enumeradas en la presente
descripcion puede mejorar la inmunidad mediada por células contra HMW-MAA.

En otra modalidad, la secuencia de AA similar a PEST es una secuencia similar a PEST de una proteina ActA de
Listeria. En otra modalidad, la secuencia similar a PEST es KTEEQPSEVNTGPR (sec. con nim. de ident.: 8),
KASVTDTSEGDLDSSMQSADESTPQPLK (sec. con nim. de ident.: 9), KNEEVNASDFPPPPTDEELR (sec. con
nam. de ident.: 10), o RGGIPTSEEFSSLNSGDFTDDENSETTEEEIDR (sec. con nim. de ident.: 11). En otra
modalidad, la secuencia similar a PEST es de la citolisina de Listeria seeligeri, codificada por el gen Iso. En otra
modalidad, la secuencia similar a PEST es RSEVTISPAETPESPPATP (sec. con num. de ident.: 12). En otra
modalidad, la secuencia similar a PEST es de la proteina estreptolisina O de Streptococcus sp. En otra modalidad, la
secuencia similar a PEST es de estreptolisina O de Streptococcus pyogenes, por ejemplo KQNTASTETTTTNEQPK
(sec. con nim. de ident.: 13) en los AA 35-51. En otra modalidad, la secuencia similar a PEST es de la Estreptolisina
O de Streptococcus equisimilis, por ejemplo, KQNTANTETTTTNEQPK (sec. con nim. de ident.: 14) en los AA 38-
54. En otra modalidad, la secuencia similar a PEST tiene una secuencia seleccionada de la sec. con num. de ident.:
8-14. En otra modalidad, la secuencia similar a PEST tiene una secuencia seleccionada de la sec. con num. de
ident.: 6-14. En otra modalidad, la secuencia similar a PEST es otra secuencia de AA similar a PEST derivada de un
organismo procariota.

La identificacion de secuencias similares a PEST se conoce bien en la técnica, y se describe, por ejemplo en Rogers
S y otros (Amino acid sequences common to rapidly degraded proteins: the PEST hypothesis. Science 1986;
234(4774):364-8) y Rechsteiner M y otros (PEST sequences and regulation by proteolysis. Trends Biochem Sci
1996; 21(7):267-71)). Una “secuencia similar a PEST" se refiere, en otra modalidad, a una region rica en residuos de
prolina (P), acido glutamico (E), serina (S), y treonina (T). En otra modalidad, la secuencia similar a PEST esta
flanqueada por uno 0 mas grupos que contienen varios aminoacidos cargados positivamente. En otra modalidad, la
secuencia similar a PEST media la degradacion intracelular rapida de las proteinas que la contienen. En otra
modalidad, la secuencia similar a PEST se adapta a un algoritmo descrito en Rogers y otros. En otra modalidad, la
secuencia similar a PEST se adapta a un algoritmo descrito en Rechsteiner y otros. En otra modalidad, la secuencia
similar a PEST contiene uno o mas sitios de fosforilacién internos, y la fosforilacion en estos sitios precede a la
degradacion de proteinas.

En una modalidad, las secuencias similares a PEST de organismos procariotas se identifican de acuerdo con
métodos tales como los descritos en, por ejemplo, Rechsteiner y Rogers (1996, Trends Biochem. Sci. 21:267-271)
para LM y en Rogers S y otros (Science 1986; 234(4774):364-8). Alternativamente, pueden identificarse ademas
secuencias de AA similares a PEST a partir de otros organismos procariotas sobre la base de este método. Otros
organismos procariotas en donde se esperarian secuencias de AA similares a PEST incluyen, pero sin limitarse a,
otras especies de Listeria. En una modalidad, la secuencia similar a PEST se adapta a un algoritmo descrito en
Rogers y otros. En otra modalidad, la secuencia similar a PEST se adapta a un algoritmo descrito en Rechsteiner y
otros. En otra modalidad, la secuencia similar a PEST se identifica mediante el uso del programa de busqueda de
PEST.
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En otra modalidad, la identificacién de motivos PEST se logra mediante una exploracion inicial de los AA cargados
positivamente R, H, y K dentro de la secuencia especificada de la proteina. Se cuentan todos los AA entre los
flancos cargados positivamente y so6lo se consideran ademas, los motivos que contienen un nimero de AA igual o
mayor que el parametro de tamafio de la ventana. En otra modalidad, una secuencia similar a PEST debe contener
almenos1P,1DoE,yalmenos1SoT.

En otra modalidad, la calidad de un motivo PEST se refina por medio de un parametro de puntuacién basado en el
enriquecimiento local de AA criticos, asi como en la hidrofobicidad del motivo. El enriquecimiento de D, E, P, Sy T
se expresa en porcentaje de masa (p/p) y se corrige para 1 equivalente de Do E, 1de Py 1lde SoT. En otra
modalidad, el calculo de hidrofobicidad sigue en principio, el método de J. Kyte y R.F. Doolittle (Kyte, J y Doatlittle,
RF. J. Mol. Biol. 157, 105 (1982)). Para la simplificacion de los calculos, los indices de hidropatia de Kyte-Doolittle,
qgue originalmente se encontraban en el intervalo de -4,5 para arginina a +4,5 para isoleucina, se convierten a
ndameros enteros positivos, mediante el uso de la siguiente transformacion lineal, que produjo valores de 0 para
arginina a 90 para isoleucina.

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

En otra modalidad, la hidrofobicidad de un motivo PEST potencial se calcula como la suma sobre los productos del
por ciento en moles y el indice de hidrofobicidad para cada especie de AA. La puntuacion de PEST deseada se
obtiene como la combinacién del término de enriquecimiento local y el término de hidrofobicidad como se expresa
por la siguiente ecuacion:

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

En otra modalidad, los términos "secuencia similar a PEST", "péptido con secuencia similar a PEST" se refieren a un
péptido que tiene una puntuacion de al menos +5, con el uso del algoritmo anterior. En otra modalidad, el término se
refiere a un péptido que tiene una puntuacion de al menos 6. En otra modalidad, el péptido tiene una puntuacién de
al menos 7. En otra modalidad, la puntuacion es al menos 8. En otra modalidad, la puntuacion es al menos 9. En
otra modalidad, la puntuacion es al menos 10. En otra modalidad, la puntuacién es al menos 11. En otra modalidad,
la puntuacién es al menos 12. En otra modalidad, la puntuacion es al menos 13. En otra modalidad, la puntuacion es
al menos 14. En otra modalidad, la puntuacion es al menos 15. En otra modalidad, la puntuacién es al menos 16. En
otra modalidad, la puntuacion es al menos 17. En otra modalidad, la puntuacién es al menos 18. En otra modalidad,
la puntuacion es al menos 19. En otra modalidad, la puntuacién es al menos 20. En otra modalidad, la puntuacion es
al menos 21. En otra modalidad, la puntuacién es al menos 22. En otra modalidad, la puntuacién es al menos 22. En
otra modalidad, la puntuacion es al menos 24. En otra modalidad, la puntuacién es al menos 24. En otra modalidad,
la puntuacién es al menos 25. En otra modalidad, la puntuacion es al menos 26. En otra modalidad, la puntuacion es
al menos 27. En otra modalidad, la puntuacion es al menos 28. En otra modalidad, la puntuacién es al menos 29. En
otra modalidad, la puntuacion es al menos 30. En otra modalidad, la puntuacién es al menos 32. En otra modalidad,
la puntuacién es al menos 35. En otra modalidad, la puntuacion es al menos 38. En otra modalidad, la puntuacion es
al menos 40. En otra modalidad, la puntuacién es al menos 45.

En otra modalidad, la secuencia similar a PEST se identifica mediante el uso de 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 Suplemento 1:i169-76). En otra modalidad, se usa el siguiente método:

Un indice de PEST se calcula para cada tramo de longitud adecuada (por ejemplo, un tramo de 30-35 AA) mediante
la asignacion de un valor de 1 a los AA 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 AA (no PEST) es 0.

"Fusion a una secuencia similar a PEST" se refiere, en otra modalidad, a la fusiéon a un fragmento proteico que
comprende una secuencia similar a PEST. En otra modalidad, el término incluye casos en donde el fragmento
proteico comprende una secuencia circundante distinta de la secuencia similar a PEST. En otra modalidad, el
fragmento proteico consiste en la secuencia similar a PEST. Por lo tanto, en otra modalidad, “fusién” se refiere a dos
péptidos o fragmentos proteicos unidos entre si en sus extremos respectivos o embebidos uno dentro del otro.

En otra modalidad, el fragmento de HMW-MAA de los métodos y las composiciones de la presente invencion se
fusiona a la secuencia de AA que no es de HMW-MAA. En otra modalidad, el fragmento de HMW-MAA esta
embebido dentro de una secuencia de AA que no es de HMW-MAA. En otra modalidad, un péptido derivado de
HMW-MAA se incorpora en un fragmento de LLO, proteina o fragmento de ActA, o secuencia similar a PEST.

En otra modalidad, las proteinas de fusion de la presente invencién se preparan mediante un proceso que
comprende subclonar secuencias adecuadas, seguido de la expresion del nucleétido resultante. En otra modalidad,
las subsecuencias se clonan y las subsecuencias adecuadas se escinden mediante el uso de enzimas de restriccion
adecuadas. Los fragmentos se ligan después, en otra modalidad, para producir la secuencia de ADN deseada. En
otra modalidad, el ADN que codifica la proteina de fusién se produce mediante el uso de métodos de amplificaciéon
del ADN, por ejemplo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En primer lugar, los segmentos del ADN nativo
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en cada lado del nuevo extremo se amplifican por separado. El extremo 5' de la secuencia amplificada codifica al
enlazador peptidico, mientras que el extremo 3' de la otra secuencia amplificada también codifica al enlazador
peptidico. Dado que el extremo 5' del primer fragmento es complementario al extremo 3' del segundo fragmento, los
dos fragmentos (después de una purificacion parcial, por ejemplo en LMP agarosa) pueden usarse como una
plantilla de superposiciéon en una tercera reaccion de PCR. La secuencia amplificada contendra codones, el
segmento en el lado carboxilo del sitio de apertura (que ahora forma la secuencia del amino), el enlazador, y la
secuencia en el lado amino del sitio de apertura (que ahora forma la secuencia del carboxilo). El inserto se liga
después en un plasmido. En otra modalidad, se usa una estrategia similar para producir una proteina en donde un
fragmento de HMW-MAA esta embebido dentro de un péptido heterélogo.

En una modalidad, las secuencias de LLO fusionadas a un fragmento de HMW-MAA tal como A, B, o C o una
Listeria que expresa un fragmento de HMW-MAA aumentaron la respuesta inmunitaria contra dicho péptido (Ejemplo
5), confirieron inmunidad antitumoral (Ejemplos 4 y 5), y generaron células CD8+ secretoras de IFN-gamma
especificas para el péptido (Ejemplo 5). En una modalidad, ActA, LLO y/o secuencias similares a PEST fusionadas a
un péptido tal como E7 de HPV aumentaron la respuesta inmunitaria contra dicho péptido, confirieron inmunidad
antitumoral, y generaron células CD8+ secretoras de IFN-gamma especificas para el péptido (Ejemplos 6 y 7),
incluso cuando el péptido de fusion se expreso en un vector diferente de Listeria (Ejemplo 8).

En otra modalidad, un polipéptido recombinante de la presente invencién se produce mediante un proceso que
comprende la etapa de conjugar quimicamente un primer polipéptido que comprende un fragmento de HMW-MAA a
un segundo polipéptido que comprende un péptido que no es de HMW-MAA. En otra modalidad, un fragmento de
HMW-MAA se conjuga a un segundo polipéptido que comprende el péptido que no es de HMW-MAA. En otra
modalidad, un péptido que comprende un fragmento de HMW-MAA se conjuga a un péptido que no es de HMW-
MAA. En otra modalidad, un fragmento de HMW-MAA se conjuga a un péptido que no es de HMW-MAA.

La proteina HMW-MAA a partir de la cual se derivan los fragmentos de HMW-MAA de la presente invencién es, en
otra modalidad, una proteina HMW-MAA humana. En otra modalidad, la proteina HMW-MAA es una proteina de
raton. En otra modalidad, la proteina HMW-MAA es una proteina de rata. En otra modalidad, la proteina HMW-MAA
es una proteina de primate. En otra modalidad, la proteina HMW-MAA es de cualquier otra especie conocida en la
técnica. En otra modalidad, la proteina HMW-MAA es el proteoglicano sulfato de condroitina asociado a melanoma
(MCSP). En otra modalidad, una proteina AN2 se usa en los métodos y las composiciones de la presente invencion.
En otra modalidad, una proteina NG2 se usa en los métodos y las composiciones de la presente invencion.

En otra modalidad, la proteina HMW-MAA de los métodos y las composiciones de la presente invencion tiene la
secuencia:
MQSGRGPPLPAPGLALALTLTMLARLASAASFFGENHLEVPVATALTDIDLQLQFSTSQ
PEALLLLAAGPADHLLLQLYSGRLQVRLVLGQEELRLQTPAETLLSDSIPHTVVLTVVEGWATL
SVDGFLNASSAVPGAPLEVPYGLFVGGTGTLGLPYLRGTSRPLRGCLHAATLNGRSLLRPLTPD
VHEGCAEEFSASDDVALGFSGPHSLAAFPAWGTQDEGTLEFTLTTQSRQAPLAFQAGGRRGDF
IYVDIFEGHLRAVVEKGQGTVLLHNSVPVADGQPHEVSVHINAHRLEISVDQYPTHTSNRGVLS
YLEPRGSLLLGGLDAEASRHLQEHRLGLTPEATNASLLGCMEDLSVNGQRRGLREALLTRNMA
AGCRLEEEEYEDDAYGHYEAFSTLAPEAWPAMELPEPCVPEPGLPPVFANFTQLLTISPLVVAE
GGTAWLEWRHVQPTLDLMEAELRKSQVLFSVTRGARHGELELDIPGAQARKMFTLLDVVNRK
ARFIHDGSEDTSDQLVLEVSVTARVPMPSCLRRGQTYLLPIQVNPVNDPPHIIFPHGSLMVILEH
TQKPLGPEVFQAYDPDSACEGLTFQVLGTSSGLPVERRDQPGEPATEFSCRELEAGSLVYVHRG
GPAQDLTFRVSDGLQASPPATLKVVAIRPAIQIHRSTGLRLAQGSAMPILPANLSVETNAVGQD
VSVLFRVTGALQFGELQKQGAGGVEGAEWWATQAFHQRDVEQGRVRYLSTDPQHHAYDTV
ENLALEVQVGQEILSNLSFPVTIQRATVWMLRLEPLHTONTQQETLTTAHLEATLEEAGPSPPT
FHYEVVQAPRKGNLQLQGTRLSDGQGFTQDDIQAGRVTYGATARASEAVEDTFRFRVTAPPY
FSPLYTFPIHIGGDPDAPVLTNVLLVVPEGGEGVLSADHLFVKSLNSASYLYEVMERPRHGRLA
WRGTQDKTTMVTSFTNEDLLRGRLVYQHDDSETTEDDIPFVATRQGESSGDMAWEEVRGVF
RVAIQPVNDHAPVQTISRIFHVARGGRRLLTTDDVAFSDADSGFADAQLVLTRKDLLFGSIVAV
DEPTRPIYRFTQEDLRKRRVLFVHSGADRGWIQLQVSDGQHQATALLEVQASEPYLRVANGSS
LVVPQGGQGTIDTAVLHLDTNLDIRSGDEVHYHVTAGPRWGQLVRAGQPATAFSQQDLLDGA
VLYSHNGSLSPRDTMAFSVEAGPVHTDATLQVTIALEGPLAPLKLVRHKKIYVFQGEAAEIRRD
QLEAAQEAVPPADIVFSVKSPPSAGYLVMVSRGALADEPPSLDPVQSFSQEAVDTGRVLYLHSR
PEAWSDAFSLDVASGLGAPLEGVLVELEVLPAAIPLEAQNFSVPEGGSLTLAPPLLRVSGPYFPT
LLGLSLQVLEPPQHGALQKEDGPQARTLSAFSWRMVEEQLIRYVHDGSETLTDSFVLMANASE
MDRQSHPVAFTVTVLPVNDQPPILTTNTGLQMWEGATAPIPAEALRSTDGDSGSEDLVYTIEQP
SNGRVVLRGAPGTEVRSFTQAQLDGGLVLFSHRGTLDGGFRFRLSDGEHTSPGHFFRVTAQKQ
VLLSLKGSQTLTVCPGSVQPLSSQTLRASSSAGTDPQLLLYRVVRGPQLGRLFHAQQDSTGEAL
VNFTQAEVYAGNILYEHEMPPEPFWEAHDTLELQLSSPPARDVAATLAVAVSFEAACPQRPSH
LWKNKGLWVPEGQRARITVAALDASNLLASVPSPQRSEHDVLFQVTQFPSRGQLLVSEEPLHA
GQPHFLQSQLAAGQLVYAHGGGGTQQDGFHFRAHLQGPAGASVAGPQTSEAFAITVRDVNER
PPQPQASVPLRLTRGSRAPISRAQLSVVDPDSAPGEIEYEVQRAPHNGFLSLVGGGLGPVTRFTQ
ADVDSGRLAFVANGSSVAGIFQLSMSDGASPPLPMSLAVDILPSAIEVQLRAPLEVPQALGRSSL
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SQQQLRVVSDREEPEAAYRLIQGPQYGHLLVGGRPTSAFSQFQIDQGEVVFAFTNFSSSHDHFR
VLALARGVNASAVVNVTVRALLHVWAGGPWPQGATLRLDPTVLDAGELANRTGSVPRFRLL
EGPRHGRVVRVPRARTEPGGSQLVEQFTQQDLEDGRLGLEVGRPEGRAPGPAGDSLTLELWA
QGVPPAVASLDFATEPYNAARPYSVALLSVPEAARTEAGKPESSTPTGEPGPMASSPEPAVAK
GGFLSFLEANMFSVIIPMCLVLLLLALILPLLFYLRKRNKTGKHDVQVLTAKPRNGLAGDTETFR
KVEPGQAIPLTAVPGQGPPPGGQPDPELLQFCRTPNPALKNGQYWY (sec. con num. de ident.. 15). En otra
modalidad, una secuencia de AA de HMW-MAA de los métodos y las composiciones de la presente invencion
comprende la secuencia que se expone en la sec. con nim. de ident.: 15. En otra modalidad, la secuencia de AA de
HMW-MAA es un homélogo de la sec. con nim. de ident.: 15. En otra modalidad, la secuencia de AA de HMW-MAA
es una variante de la sec. con nim. de ident.: 15. En otra modalidad, la secuencia de AA de HMW-MAA es un
fragmento de la sec. con nim. de ident.: 15. En otra modalidad, la secuencia de AA de HMW-MAA es una isoforma
de la sec. con nim. de ident.:15.

En otra modalidad, la proteina HMW-MAA de los métodos y las composiciones de la presente invencion esta
codificada por la secuencia:
atgcagtccggccgceggcecccccacttccageccccggectggecttggetttgacectgactatgttggccagacttgcatccgeggcttecttetteg
gtgagaaccacctggaggtgcctgtggccacggctctgaccgacatagacctgcagctgcagttctccacgtcccageccgaagecctecttctectg
gcagcaggcccagctgaccacctcctgetgcagcetctactctggacgectgcaggtcagacttgtictgggccaggaggagctgaggcetgcagacte
cagcagagacgctgctgagtgactccatcccccacactgtggtgetgactgtcgtagagggetgggecacgttgtcagtcgatgggtttctgaacgect
cctcagcagtcccaggagceccccctagaggtcecctatgggcetctttgttgggggeactgggacccttggectgecctacctgaggggaaccagecga
cccctgaggggttgectccatgcagecaccctcaatggeecgeagectectccggectetgacccccgatgtgcatgagggcetgtgctgaagagttttetg
ccagtgatgatgtggccctgggcttctctgggecccactctctggetgecttcecctgectggggcactcaggacgaaggaaccctagagtttacactca
ccacacagagccggcaggcacccttggccttccaggcagggggecggcegtggggacttcatctatgtggacatatttgagggecacctgegggecgt
ggtggagaagggccagggtaccgtattgctccacaacagtgtgcctgtggccgatgggcagecccatgaggtcagtgtccacatcaatgctcaccgg
ctggaaatctccgtggaccagtaccctacgcatacttcgaaccgaggagtcctcagctacctggagccacggggcagtctecttctcggggggetgga
tgcagaggcctctcgtcacctccaggaacaccgcctgggectgacaccagaggecaccaatgecteectgctgggcetgcatggaagacctcagtgte
aatggccagaggcgggggctgcgggaagctitgctgacgcgcaacatggcagecggctgcaggetggaggaggaggagtatgaggacgatgect
atggacattatgaagctttctccaccctggcccctgaggcttggccagecatggagctgcctgagcecatgegtgectgagecagggctgectectgtctt
tgccaatttcacccagctgcetgactatcagcccactggtggtggccgaggggggeacagcectggcettgagtggaggceatgtgcageccacgetggac
ctgatggaggctgagctgcgcaaatcccaggtgctgttcagecgtgacccgaggggceacgcecatggcgagetcgagetggacatcccgggagecca
ggcacgaaaaatgttcaccctcctggacgtggtgaaccgcaaggeccgcttcatccacgatggctctgaggacacctccgaccagetggtgetggag
gtgtcggtgacggctcgggtgcccatgecctcatgecttcggaggggccaaacatacctectgeccatccaggtcaaccctgtcaatgacccacccca
catcatcttcccacatggcagcctcatggtgatcctggaacacacgcagaagcecgetggggcctgaggttttccaggectatgacccggactetgectg
tgagggcctcaccttccaggtecttggcacctcectctggectceeccgtggagegecgagaccagectggggagecggegaccgagtictcetgeecgg
gagttggaggccggcagcctagtctatgtccaccgeggtggtectgcacaggacttgacgttccgggtcagecgatggactgcaggecagecccecg
gccacgctgaaggtggtggcecatccggecggcecatacagatccaccgcagcacagggttgcgactggcccaaggctetgecatgeccatettgeee
gccaacctgtcggtggagaccaatgccgtggggcaggatgtgagegtgetgttccgegtcactggggecctgcagtttggggagcetgcagaagcagg
gggcaggtggggtggagggtgctgagtggtgggccacacaggcegticcaccagcgggatgtggagcagggecgegtgaggtacctgageactgac
ccacagcaccacgcttacgacaccgtggagaacctggccctggaggtgcaggtgggccaggagatcctgagcaatctgtecttcccagtgaccatee
agagagccactgtgtggatgctgcggctggagcecactgcacactcagaacacccagcaggagaccctcaccacagcccacctggaggecacccetg
gaggaggcaggcccaagccccccaaccttccattatgaggtggticaggctcccaggaaaggcaaccttcaactacagggcacaaggctgtcagat
ggccagggcttcacccaggatgacatacaggctggecgggtgacctatggggccacagceacgtgectcagaggcagtcgaggacacctteegtite
cgtgtcacagctccaccatatttctccccactctataccttccccatccacattggtggtgacccagatgegectgtcctcaccaatgtcctectcgtggty
cctgagggtggtgagggtgtectetctgetgaccacctctttgtcaagagtctcaacagtgccagctacctctatgaggtcatggagcggecccgcecat
gggaggttggcttggcgtgggacacaggacaagaccactatggtgacatccttcaccaatgaagacctgttgcgtggccggetggtctaccageatg
atgactccgagaccacagaagatgatatcccatttgttgctacccgccagggcgagagcagtggtgacatggectgggaggaggtacggggtgtett
ccgagtggccatccageccgtgaatgaccacgeccctgtgcagaccatcagecggatcticcatgtggeccggggtgggeggeggctgetgactac
agacgacgtggccttcagcgatgctgactcgggcetttgctgacgecccagetggtgcettacccgcaaggacctectcetttggcagtatcgtggecgtag
atgagcccacgcggcccatctaccgcttcacccaggaggacctcaggaagaggegagtactgticgtgcactcaggggctgaccgtggetggatec
agctgcaggtgtccgacgggcaacaccaggccactgcgcetgctggaggtgcaggectcggaaccctaccteegtgtggccaacggcetccagectt
gtggtccctcaagggggcecagggeaccatcgacacggecgtgetccacctggacaccaacctcgacatccgcagtggggatgaggtcecactacca
cgtcacagctggcecctcgetggggacagctagtccgggetggtcagecagcecacagcecttctcccagcaggacctgcetggatggggecgttetctat
agccacaatggcagcctcagcccccgegacaccatggcctictccgtggaagcagggcecagtgcacacggatgccaccctacaagtgaccattgec
ctagagggcccactggccccactgaagcetggtccggcacaagaagatctacgtcticcagggagaggcagcetgagatcagaagggaccagctgga
ggcagcccaggaggcagtgccacctgcagacatcgtattctcagtgaagagceccaccgagtgecggctacctggtgatggtgtcgegtggegecttg
gcagatgagccacccagcctggaccctgtgcagagcttctcccaggaggcagtggacacaggcagggtcctgtacctgcactcccgecctgaggec
tggagcgatgccttctcgetggatgtggectcaggectgggtgcetececctcgagggegtecttgtggagetggaggtgcetgeecgetgecatceceact
agaggcgcaaaacttcagcgtcectgagggtggcagcctcaccctggeccctecactgcteecgtgtctccgggecctacttcceceactctectgggec
tcagcctgcaggtgctggagccacccecagcatggagccctgcagaaggaggacggacctcaagccaggaccctcagegcecttctcctggagaatg
gtggaagagcagctgatccgcetacgtgcatgacgggagcgagacactgacagacagttttgtcctgatggctaatgectccgagatggatcgccaga
gccatcctgtggccttcactgtcactgteetgectgtcaatgaccaaccccccatcctcactacaaacacaggcectgcagatgtgggagggggecact
gcgcccatcectgcggaggctctgaggagcacggacggcgactctgggtctgaggatctggtctacaccatcgagcagceccagcaacgggegggt
agtgctgcggggggegcecgggcactgaggtgcgeagcettcacgcaggeccagetggacggegggctegtgctgtictcacacagaggaaccctgg
atggaggcttccgcttcecgectctctgacggcgagcacacttcccccggacacticttccgagtgacggcccagaagcaagtgcetectctcgetgaag
ggcagccagacactgactgtctgcccagggtccgtccagecactcagcagtcagaccctcagggecagctccagegcaggeactgacccccagete
ctgctctaccgtgtggtgcggggeccccagctaggecggctgttccacgeccagcaggacagecacaggggaggccctggtgaacttcactcaggea
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gaggtctacgctgggaatattctgtatgagcatgagatgccccccgageccttttgggaggcccatgataccctagagcetccagctgtcctcgecgect
gcccgggacgtggecgecacccttgetgtggcetgtgtettttgaggcetgectgtccccagegecccagecacctctggaagaacaaaggtetetgggt
ccccgagggecagcegggecaggatcaccgtggetgcetctggatgectccaatetettggecagegttccatcaccccagegcetcagageatgatgtge
tcttccaggtcacacagttccccagccggggcecagcetgttggtgtccgaggageccctccatgetgggeagecccacttcctgcagtcccagetgget
gcagggcagctagtgtatgcccacggcggtgggggcacccagcaggatggcttccactttcgtgcccacctccaggggecagecaggggccteegtg
gctggaccccaaacctcagaggcctttgccatcacggtgagggatgtaaatgagcggecccctcagccacaggcectetgtcccactceggetcacce
gaggctctcgtgcccccatctcccgggeccagcetgagtgtggtggacccagactcagetcectggggagattgagtacgaggtccagegggeaccce
acaacggcttcctcagectggtgggtggtggectggggeccgtgaccegettcacgcaagecgatgtggattcagggeggcetggecttcgtggecaa
cgggagcagcgtggcaggcatcttccagctgagceatgtctgatggggccageccacccctgeccatgtcecctggetgtggacatcctaccatccgeca
tcgaggtgcagcetgcgggeacccctggaggtgecccaagcetttggggegcetectcactgagccagcagcagetccgggtggtttcagatcgggagg
agccagaggcagcataccgcctcatccagggaccccagtatgggcatctcectggtgggcgggeggeccacctcggectticagecaattccagatag
accagggcgaggtggtctttgccttcaccaacttctcctectctcatgaccactticagagtcctggcactggctaggggtgtcaatgcatcagecgtagt
gaacgtcactgtgagggctctgctgcatgtgtgggcaggtgggccatggccccagggtgecacccetgegectggacceccaccgtectagatgetgg
cgagctggccaaccgcacaggcagtgtgccgegcttccgectcectggagggaccccggceatggecgegtggtcecgegtgecccgagecaggacy
gagcccgggggcagcecagcetggtggageagttcactcagcaggaccttgaggacgggaggctggggctggaggtgggcaggecagaggggag
ggcccccggcecccgcaggtgacagtctcactctggagetgtgggcacagggcgtceecgectgetgtggecteectggactttgeccactgagcecttaca
atgctgcccggccctacagegtggecctgcetcagtgtccccgaggecgeccggacggaagcagggaagccagagagcagceacccccacaggeg
agccaggccccatggcatccagecctgageccgetgtggccaagggaggcttcctgagcttccttgaggccaacatgttcagegtcatcatccccatg
tgcctggtacttctgctcctggegcteatcctgeccectgctcettctacctccgaaaacgcaacaagacgggcaagceatgacgtccaggtectgactgeca
agccccgcaacggcctggctggtgacaccgagacctttcgcaaggtggagccaggccaggccatccecgetcacagetgtgectggeccaggggecc
cctccaggaggccagcectgacccagagctgcetgcagttctgccggacacccaacccetgeccttaagaatggecagtactgggtgtgaggectggect
gggcccagatgcetgatcgggecagggacagge (sec. con nim. de ident.: 16). En otra modalidad, el nucle6tido recombinante
tiene la secuencia que se expone en la sec. con num. de ident.: 16. En otra modalidad, un nucle6tido que codifica
HMW-MAA de los métodos y las composiciones de la presente invencion comprende la secuencia que se expone en
la sec. con num. de ident.: 16. En otra modalidad, el nucleétido que codifica HMW-MAA es un homologo de la sec.
con num. de ident.: 16. En otra modalidad, el nucleétido que codifica HMW-MAA es una variante de la sec. con nim.
de ident.: 16. En otra modalidad, el nucle6tido que codifica HMW-MAA es un fragmento de la sec. con nim. de
ident.: 16. En otra modalidad, el nucleétido que codifica HMW-MAA es una isoforma de la sec. con nium. de ident.:
16.

En otra modalidad, la proteina HMW-MAA de los métodos y las composiciones de la presente invencién tiene una
secuencia de AA que se expone en una entrada del GenBank que tiene uno de los nimeros de acceso seleccionado
de NM_001897 y X96753. En otra modalidad, la proteina HMW-MAA esta codificada por una secuencia de
nucleétidos que se expone en una de las entradas del GenBank anteriores. En otra modalidad, la proteina HMW-
MAA comprende una secuencia que se expone en una de las entradas del GenBank anteriores. En otra modalidad,
la proteina HMW-MAA es un homdlogo de una secuencia que se expone en una de las entradas del GenBank
anteriores. En otra modalidad, la proteina HMW-MAA es una variante de una secuencia que se expone en una de
las entradas del GenBank anteriores. En otra modalidad, la proteina HMW-MAA es un fragmento de una secuencia
que se expone en una de las entradas del GenBank anteriores. En otra modalidad, la proteina HMW-MAA es una
isoforma de una secuencia que se expone en una de las entradas del GenBank anteriores.

El fragmento de HMW-MAA utilizado en la presente invencion comprende, en otra modalidad, los AA 360-554. En
otra modalidad, el fragmento consiste esencialmente en los AA 360-554. En otra modalidad, el fragmento consiste
en los AA 360-554. En otra modalidad, el fragmento comprende los AA 701-1130. En otra modalidad, el fragmento
consiste esencialmente en los AA 701-1130. En otra modalidad, el fragmento consiste en los AA 701-1130. En otra
modalidad, el fragmento comprende los AA 2160-2258. En otra modalidad, el fragmento consiste esencialmente en
2160-2258. En otra modalidad, el fragmento consiste en 2160-2258.

En algunas modalidades, un polipéptido de la presente invencién comprendera un fragmento de una proteina HMW-
MAA, en cualquier forma o modalidad como se describe en la presente. En algunas modalidades, cualquiera de los
polipéptidos de la presente invencion consistira de un fragmento de una proteina HMW-MAA, en cualquier forma o
modalidad como se describe en la presente. En algunas modalidades, de las composiciones de esta invencion
consistira esencialmente de un fragmento de una proteina HMW-MAA, en cualquier forma o modalidad como se
describe en la presente. En algunas modalidades, el término "comprender” se refiere a la inclusion del agente activo
indicado, tal como el fragmento de una proteina HMW-MAA, o el fragmento de una proteina HMW-MAA y un
polipéptido que no es de HMW-MAA, asi como la inclusion de otros agentes activos, y vehiculos, excipientes,
emolientes, estabilizadores farmacéuticamente aceptables, etcétera, como se conocen en la industria farmacéutica.
En algunas modalidades, el término "que consiste esencialmente en" se refiere a una composiciéon, cuyo Unico
ingrediente activo es el ingrediente activo indicado, sin embargo, pueden incluirse otros compuestos que son para
estabilizar, preservar, etcétera, la formulacion, pero no estan implicados directamente en el efecto terapéutico del
ingrediente activo indicado. En algunas modalidades, el término "que consiste esencialmente en" puede referirse a
componentes que facilitan la liberacion del ingrediente activo. En algunas modalidades, el término "que consiste" se
refiere a una composicién, que contiene el ingrediente activo y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptables.
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En otra modalidad, el fragmento de HMW-MAA es de aproximadamente 98 AA de longitud. En otra modalidad, la
longitud es de aproximadamente 194 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 430 AA. En otra
modalidad, la longitud es de aproximadamente 98-194 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente
194-430 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 98-430 AA.

En otra modalidad la longitud del fragmento de HMW-MAA de la presente invencion es de al menos 8 aminoacidos
(AA). En otra modalidad, la longitud es de mas de 8 AA. En otra modalidad, la longitud es de al menos 9 AA. En otra
modalidad, la longitud es de méas de 9 AA. En otra modalidad, la longitud es de al menos 10 AA. En otra modalidad,
la longitud es de mas de 10 AA. En otra modalidad, la longitud es de al menos 11 AA. En otra modalidad, la longitud
es de mas de 11 AA. En otra modalidad, la longitud es de al menos 12 AA. En otra modalidad, la longitud es de mas
de 12 AA. En otra modalidad, la longitud es de al menos aproximadamente 14 AA. En otra modalidad, la longitud es
de mas de 14 AA. En otra modalidad, la longitud es de al menos aproximadamente 16 AA. En otra modalidad, la
longitud es de mas de 16 AA. En otra modalidad, la longitud es de al menos aproximadamente 18 AA. En otra
modalidad, la longitud es de mas de 18 AA. En otra modalidad, la longitud es de al menos aproximadamente 20 AA.
En otra modalidad, la longitud es de méas de 20 AA. En otra modalidad, la longitud es de al menos aproximadamente
25 AA. En otra modalidad, la longitud es de mas de 25 AA. En otra modalidad, la longitud es de al menos
aproximadamente 30 AA. En otra modalidad, la longitud es de mas de 30 AA. En otra modalidad, la longitud es de al
menos aproximadamente 40 AA. En otra modalidad, la longitud es de mas de 40 AA. En otra modalidad, la longitud
es de al menos aproximadamente 50 AA. En otra modalidad, la longitud es de mas de 50 AA. En otra modalidad, la
longitud es de al menos aproximadamente 70 AA. En otra modalidad, la longitud es de mas de 70 AA. En otra
modalidad, la longitud es de al menos aproximadamente 100 AA. En otra modalidad, la longitud es de mas de 100
AA. En otra modalidad, la longitud es de al menos aproximadamente 150 AA. En otra modalidad, la longitud es de
mas de 150 AA. En otra modalidad, la longitud es de al menos aproximadamente 200 AA. En otra modalidad, la
longitud es de mas de 200 AA.

En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 8-50 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 8-70 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 8-100 AA. En otra modalidad, la
longitud es de aproximadamente 8-150 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 8-200 AA. En
otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 8-250 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 8-300 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 8-400 AA. En otra modalidad, la
longitud es de aproximadamente 8-500 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 9-50 AA. En otra
modalidad, la longitud es de aproximadamente 9-70 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 9-
100 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 9-150 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 9-200 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 9-250 AA. En otra modalidad, la
longitud es de aproximadamente 9-300 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 10-50 AA. En
otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 10-70 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 10-100 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 10-150 AA. En otra modalidad,
la longitud es de aproximadamente 10-200 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 10-250 AA.
En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 10-300 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 10-400 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 10-500 AA. En otra modalidad,
la longitud es de aproximadamente 11-50 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 11-70 AA. En
otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 11-100 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 11-150 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 11-200 AA. En otra modalidad,
la longitud es de aproximadamente 11-250 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 11-300 AA.
En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 11-400 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 11-500 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 12-50 AA. En otra modalidad,
la longitud es de aproximadamente 12-70 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 12-100 AA. En
otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 12-150 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 12-200 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 12-250 AA. En otra modalidad,
la longitud es de aproximadamente 12-300 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 12-400 AA.
En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 12-500 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 15-50 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 15-70 AA. En otra modalidad, la
longitud es de aproximadamente 15-100 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 15-150 AA. En
otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 15-200 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 15-250 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 15-300 AA. En otra modalidad,
la longitud es de aproximadamente 15-400 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 15-500 AA.
En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 8-400 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 8-500 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 20-50 AA. En otra modalidad, la
longitud es de aproximadamente 20-70 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 20-100 AA. En
otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 20-150 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 20-200 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 20-250 AA. En otra modalidad,
la longitud es de aproximadamente 20-300 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 20-400 AA.
En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 20-500 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 30-50 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 30-70 AA. En otra modalidad, la
longitud es de aproximadamente 30-100 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 30-150 AA. En
otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 30-200 AA. En otra modalidad, la longitud es de
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aproximadamente 30-250 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 30-300 AA. En otra modalidad,
la longitud es de aproximadamente 30-400 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 30-500 AA.
En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 40-50 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 40-70 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 40-100 AA. En otra modalidad,
la longitud es de aproximadamente 40-150 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 40-200 AA.
En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 40-250 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 40-300 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 40-400 AA. En otra modalidad,
la longitud es de aproximadamente 40-500 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 50-70 AA. En
otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 50-100 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 50-150 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 50-200 AA. En otra modalidad,
la longitud es de aproximadamente 50-250 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 50-300 AA.
En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 50-400 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 50-500 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 70-100 AA. En otra modalidad,
la longitud es de aproximadamente 70-150 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 70-200 AA.
En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 70-250 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 70-300 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 70-400 AA. En otra modalidad,
la longitud es de aproximadamente 70-500 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 100-150 AA.
En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 100-200 AA. En otra modalidad, la longitud es de
aproximadamente 100-250 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente 100-300 AA. En otra
modalidad, la longitud es de aproximadamente 100-400 AA. En otra modalidad, la longitud es de aproximadamente
100-500 AA.

En otra modalidad, un polipéptido recombinante de los métodos y las composiciones de la presente invencion
comprende una secuencia sefial. En otra modalidad, la secuencia sefial es del organismo usado para la
construccion del vector vacunal. En otra modalidad, la secuencia sefial es una secuencia sefial de LLO. En otra
modalidad, la secuencia sefial es una secuencia sefial de ActA. En otra modalidad, la secuencia sefial es una
secuencia sefal de Listeria. En otra modalidad, la secuencia sefial es cualquier otra secuencia sefial conocida en la
técnica.

Los términos “péptido” y “péptido recombinante” se refieren, en otra modalidad, a un péptido o polipéptido de
cualquier longitud. En otra modalidad, un péptido o péptido recombinante de la presente invencion tiene una de las
longitudes enumeradas anteriormente para un fragmento de HMW-MAA. Cada posibilidad representa una modalidad
separada de la presente invencion. En una modalidad, el término “péptido” se refiere a péptidos nativos (ya sean
productos de degradacion, péptidos sintetizados sintéticamente o péptidos recombinantes) y/o peptidomiméticos
(tipicamente, péptidos sintetizados sintéticamente), tales como peptoides y semipeptoides que son analogos de
péptidos, que pueden tener, por ejemplo, modificaciones que le dan mas estabilidad a los péptidos mientras estan
en un cuerpo, 0 mas capacidad de penetrar en las células. Tales modificaciones incluyen, pero no se limitan a
modificacién del N terminal, modificacion del C terminal, modificaciéon de los enlaces peptidicos, que incluyen, pero
no se limitan a, CH2-NH, CH2-S, CH2-S=0, O=C-NH, CH2-O, CH2-CH2, S=C-NH, CH=CH o CF=CH,
modificaciones de la cadena principal, y modificacién de residuos. Los métodos para preparar compuestos
peptidomiméticos se conocen bien en la técnica y se especifican, por ejemplo, en Quantitative Drug Design, C.A.
Ramsden Gd., Capitulo 17.2, F. Choplin Pergamon Press (1992), que se incorpora como referencia como si se
expusiera totalmente en la presente descripcion. A continuacién se proporcionan mas detalles al respecto.

Los enlaces peptidicos (-CO-NH-) dentro del péptido pueden sustituirse, por ejemplo, por enlaces N-metilados (-
N(CH3)-CO-), enlaces tipo éster (-C(R)H-C-O-O-C(R)-N-), enlaces cetometileno (-CO-CH2-), enlaces *-aza (-NH-
N(R)-CO-), en donde R es cualquier grupo alquilo, por ejemplo, metilo, enlaces carba (-CH2-NH-), enlaces
hidroxietileno (-CH(OH)-CH2-), enlaces tioamida (-CS-NH-), doble enlaces olefinicos (-CH=CH-), enlaces retroamida
(-NH-CO-), derivados de péptidos (-N(R)-CH2-CO-), en donde R es la cadena lateral "normal”, que se presenta
naturalmente en el &tomo de carbono.

Estas modificaciones pueden producirse 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, pueden sustituirse por acidos
sintéticos no naturales tales como TIC, naftilelanina (Nol), derivados de Phe metilados en el anillo, derivados
halogenados de Phe u o-metil-Tyr.

Ademas de lo anterior, los péptidos de la presente invencion pueden incluir, ademas, uno o mas aminoacidos
modificados 0 uno 0 mas mondmeros que no son aminoacidos (por ejemplo acidos grasos, carbohidratos complejos,
etcétera).

En una modalidad, se comprende que el término "aminoacido(s)" incluye los 20 aminoacidos de origen natural; los
aminoacidos frecuentemente modificados postraduccionalmente in vivo, que incluyen, por ejemplo, hidroxiprolina,
fosfoserina y fosfotreonina; y otros aminoacidos inusuales que incluyen, pero no se limitan a, acido 2-aminoadipico,
hidroxilisina, isodesmosina, norvalina, norleucina y ornitina. Ademas, el término "aminoacido" puede incluir D- y L-
aminoécidos.
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Los péptidos o proteinas de esta invencién pueden prepararse mediante diversas técnicas conocidas en la materia,
que incluyen genotecas de presentacion por fagos (Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol. 227:381 (1991); Marks y
otros, J. Mol. Biol. 222:581 (1991)).

En una modalidad, el término "oligonucleétido" es intercambiable con el término "acido nucleico”, y puede referirse a
una molécula, que puede incluir, pero no se limita a, secuencias procariotas, ARNm eucariético, ADNc a partir de
ARNmM eucariético, secuencias de ADN genoémico de ADN eucariético (por ejemplo, de mamiferos), e incluso
secuencias de ADN sintético. El término se refiere, ademas, a secuencias que incluyen cualquiera de los analogos
de las bases, conocidos para ADN y ARN.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una vacuna que comprende una cepa de Listeria
recombinante de la presente invencién. En una modalidad, la vacuna comprende adicionalmente un adyuvante. En
una modalidad, la vacuna comprende adicionalmente una citocina, quimiocina, o combinacién de estas. En una
modalidad, una vacuna es una composicion que induce una respuesta inmunitaria contra un antigeno o polipéptido
en la composicion como resultado de la exposicién a la composicion. En otra modalidad, la vacuna o composicién
comprende adicionalmente APC, que en una modalidad son autélogas, mientras que en otra modalidad, son
alogénicas respecto al sujeto.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona una vacuna que comprende un polipéptido recombinante de la
presente invencién y un adyuvante.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona una composiciéon inmunogénica que comprende un polipéptido
recombinante de la presente invencién. En otra modalidad, la composicion inmunogénica de los métodos y las
composiciones de la presente invencion comprende un vector vacunal recombinante que codifica un péptido
recombinante de la presente invencion. En otra modalidad, la composicién inmunogénica comprende un plasmido
que codifica un péptido recombinante de la presente invencién. En otra modalidad, la composiciéon inmunogénica
comprende un adyuvante. En una modalidad, un vector de la presente invenciéon puede administrarse como parte de
una composicion vacunal.

La composicion inmunogénica utilizada en los métodos y las composiciones de la presente invencién comprende, en
otra modalidad, un vector vacunal recombinante. En otra modalidad, el vector vacunal recombinante comprende un
péptido recombinante de la presente invencion. En otra modalidad, el vector vacunal recombinante comprende un
acido nucleico aislado de la presente invencion. En otra modalidad, el vector vacunal recombinante comprende un
acido nucleico aislado que codifica un péptido recombinante de la presente invencion.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un vector vacunal recombinante que codifica un polipéptido
recombinante de la presente invencién. En otra modalidad, la presente invencién proporciona un vector vacunal
recombinante que comprende un polipéptido recombinante de la presente invencion. En otra modalidad el vector de
expresion es un plasmido. Los métodos para construir y utilizar vectores recombinantes se conocen bien en la
materia y se describen, por ejemplo, en Sambrook y otros (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Nueva York), y en Brent y otros (2003, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons, Nueva York).

En otra modalidad, el vector es un patdgeno intracelular. En otra modalidad, el vector se deriva de un patégeno
citosolico. En otra modalidad, el vector se deriva de un patégeno intracelular. En otra modalidad, un patégeno
intracelular induce una respuesta inmunitaria mediada por células predominantemente. En otra modalidad, el vector
es una cepa de Salmonella. En otra modalidad, el vector es una cepa de BCG. En otra modalidad, el vector es un
vector bacteriano. En otra modalidad, las células dendriticas transducidas con un vector de la presente invencion
pueden administrarse al sujeto para regular positivamente la respuesta inmunitaria del sujeto, que en una modalidad
se lleva a cabo mediante la regulacion positiva de la actividad de CTL.

En otra modalidad, un vector vacunal recombinante induce una respuesta inmunitaria de tipo Thl
predominantemente.

Una composicién inmunogénica de los métodos y las composiciones de la presente invencién comprende, en otra
modalidad, un adyuvante que favorece una respuesta inmunitaria de tipo Thl predominantemente. En otra
modalidad, el adyuvante favorece una respuesta inmunitaria mediada por Thl predominantemente. En otra
modalidad, el adyuvante favorece una respuesta inmunitaria de tipo Thl. En otra modalidad, el adyuvante favorece
una respuesta inmunitaria mediada por Thl. En otra modalidad, el adyuvante favorece una respuesta inmunitaria
mediada por células sobre una respuesta mediada por anticuerpos. En otra modalidad, el adyuvante es cualquier
otro tipo de adyuvante conocido en la técnica. En otra modalidad, la composicién inmunogénica induce la formacién
de una respuesta inmunitaria de células T contra la proteina objetivo.

En otra modalidad, el adyuvante es MPL. En otra modalidad, el adyuvante es QS21. En otra modalidad, el

adyuvante es un agonista de TLR. En otra modalidad, el adyuvante es un agonista de TLR4. En otra modalidad, el
adyuvante es un agonista de TLR9. En otra modalidad, el adyuvante es Resiquimod®. En otra modalidad, el
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adyuvante es imiquimod. En otra modalidad, el adyuvante es un oligonucleétido con CpG. En otra modalidad, el
adyuvante es una citocina o un acido nucleico que codifica la misma. En otra modalidad, el adyuvante es una
qguimiocina o un acido nucleico que codifica la misma. En otra modalidad, el adyuvante es IL-12 o un &cido nucleico
que codifica la misma. En otra modalidad, el adyuvante es IL-6 o un &cido nucleico que codifica la misma. En otra
modalidad, el adyuvante es un lipopolisacarido. En otra modalidad, el adyuvante es como se describe en
Fundamental Immunology, 5ta ed (Agosto de 2003): William E. Paul (Editor); Lippincott Williams & Wilkins
Publishers; Capitulo 43: Vaccines, GJV Nossal, que se incorpora de esta manera como referencia. En otra
modalidad, el adyuvante es cualquier otro adyuvante conocido en la técnica.

En una modalidad, una "respuesta inmunitaria de tipo Thl predominantemente" se refiere a una respuesta
inmunitaria en la que se secreta IFN-gamma. En otra modalidad, se refiere a una respuesta inmunitaria en la que se
secreta el factor de necrosis tumoral-B. En otra modalidad, se refiere a una respuesta inmunitaria en la que se
secreta IL-2.

En otra modalidad, el vector se selecciona de Salmonella sp., Shigella sp., BCG, L. monocytogenes (dicha
modalidad se ejemplifica en el Ejemplo 2), E. coli, y S. gordonii. En otra modalidad, las proteinas de fusion se
suministran mediante vectores bacterianos recombinantes modificados para escapar de la fusiéon fagolisosémica y
vivir en el citoplasma de la célula. En otra modalidad, el vector es un vector viral. En otras modalidades, el vector se
selecciona de Vaccinia (dicha modalidad se ejemplifica en el Ejemplo 8), Avipox, Adenovirus, AAV, virus Vaccinia
NYVAC, cepa de vaccinia modificada Ankara (MVA), virus del bosque de Semliki, virus de la encefalitis equina
venezolana, virus del herpes y retrovirus. En otra modalidad, el vector es un vector de ADN desnudo. En otra
modalidad, el vector es cualquier otro vector conocido en la técnica.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido
recombinante de la presente invencién. En una modalidad, el acido nucleico aislado comprende una secuencia que
comparte al menos 85 % de homologia con un acido nucleico que codifica un polipéptido recombinante de la
presente invencion. En otra modalidad, el acido nucleico aislado comprende una secuencia que comparte al menos
90 % de homologia con un acido nucleico que codifica un polipéptido recombinante de la presente invencion. En otra
modalidad, el acido nucleico aislado comprende una secuencia que comparte al menos 95 % de homologia con un
acido nucleico que codifica un polipéptido recombinante de la presente invenciéon. En otra modalidad, el acido
nucleico aislado comprende una secuencia que comparte al menos 97 % de homologia con un acido nucleico que
codifica un polipéptido recombinante de la presente invencién. En otra modalidad, el acido nucleico aislado
comprende una secuencia que comparte al menos 99 % de homologia con un &cido nucleico que codifica un
polipéptido recombinante de la presente invencion.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una vacuna que comprende una molécula de nucleétidos
recombinante de la presente invencion y un adyuvante. En otra modalidad, la presente invenciéon proporciona un
vector vacunal recombinante que comprende una molécula de nucleétidos recombinante de la presente invencion.
En otra modalidad, la presente invencidn proporciona un vector vacunal recombinante que codifica un polipéptido
recombinante de la presente invencién. En otra modalidad, la presente invencion proporciona un vector vacunal
recombinante que comprende un polipéptido recombinante de la presente invencion. En otra modalidad el vector de
expresion es un plasmido. Los métodos para construir y utilizar vectores recombinantes se conocen bien en la
materia y se describen, por ejemplo, en Sambrook y otros (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Nueva York), y en Brent y otros (2003, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons, Nueva York).

Los métodos para preparar vacunas peptidicas se conocen bien en la técnica y se describen, por ejemplo, en el
documento nim. EP1408048, la solicitud de patente de Estados Unidos nim. 20070154953, y OGASAWARA y otros
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA Vol. 89, pp. 8995-8999, Octubre de 1992). En una modalidad, las técnicas de evolucién
de péptidos se usan para crear un antigeno con mayor inmunogenicidad. Las técnicas para la evolucion de péptidos
se conocen bien en la materia y se describen, por ejemplo en la patente de Estados Unidos num. 6773900.

En una modalidad, una vacuna es una composicién que induce una respuesta inmunitaria contra un antigeno o
polipéptido en la composicion como resultado de la exposicion a la composicion.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona una cepa de Listeria recombinante que comprende una
molécula de nucleétidos recombinante de la presente invencién.

La cepa de Listeria recombinante de los métodos y las composiciones de la presente invenciéon es, en otra
modalidad, una cepa de Listeria monocytogenes recombinante. En otra modalidad, la cepa de Listeria es una cepa
de Listeria seeligeri recombinante. En otra modalidad, la cepa de Listeria es una cepa de Listeria grayi
recombinante. En otra modalidad, la cepa de Listeria es una cepa de Listeria ivanovii recombinante. En otra
modalidad, la cepa de Listeria es una cepa de Listeria murrayi recombinante. En otra modalidad, la cepa de Listeria
es una cepa de Listeria welshimeri recombinante. En otra modalidad, la cepa de Listeria es una cepa recombinante
de cualquier otra especie de Listeria conocida en la técnica. En una modalidad, la cepa de Listeria es una cepa
de Listeria que comprende LLO, mientras que en otra modalidad, la cepa de Listeria es una cepa de Listeria que
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comprende ActA, mientras en otra modalidad, la cepa de Listeria es unacepa de Listeria que comprende
secuencias similares a PEST.

En otra modalidad la cepa de Listeria esta atenuada por deleciéon de un gen. En otra modalidad la cepa de Listeria
esta atenuada por delecion de mas de 1 gen. En otra modalidad la cepa de Listeria esta atenuada por delecion o
inactivacion de un gen. En otra modalidad la cepa de Listeria estd atenuada por delecion o inactivacion de mas de 1
gen.

En otra modalidad, el gen que esta mutado es hly. En otra modalidad, el gen que estd mutado es actA. En otra
modalidad, el gen que esta mutado es plc A. En otra modalidad, el gen que esta mutado es plcB. En otra modalidad,
el gen que esta mutado es mpl. En otra modalidad, el gen que esta mutado es inl A. En otra modalidad, el gen que
esta mutado es inIB. En otra modalidad, el gen que estd mutado es bsh.

En otra modalidad, la cepa de Listeria es un mutante auxotréfico. En otra modalidad, la cepa de Listeria es deficiente
de un gen que codifica un gen para la sintesis de vitaminas. En otra modalidad, la cepa de Listeria es deficiente de
un gen que codifica una sintasa de acido pantoténico.

En otra modalidad, la cepa de Listeria es deficiente de una enzima del metabolismo de AA. En otra modalidad, la
cepa de Listeria es deficiente de un gen de la sintasa de acido D-glutamico. En otra modalidad, la cepa de Listeria es
deficiente del gen dat. En otra modalidad, la cepa de Listeria es deficiente del gen dal. En otra modalidad, la cepa de
Listeria es deficiente del gen dga. En otra modalidad la cepa de Listeria es deficiente en un gen implicado en la
sintesis del acido diaminopimélico. CysK. En otra modalidad, el gen es de la metionina sintasa independiente de la
vitamina B12. En otra modalidad, el gen es trpA. En otra modalidad, el gen es trpB. En otra modalidad, el gen es
trpE. En otra modalidad, el gen es asnB. En otra modalidad, el gen es gltD. En otra modalidad, el gen es gltB. En
otra modalidad, el gen es leuA. En otra modalidad, el gen es argG. En otra modalidad, el gen es thrC. En otra
modalidad, la cepa de Listeria es deficiente en uno o mas de los genes descritos anteriormente.

En otra modalidad, la cepa de Listeria es deficiente de un gen de sintasa. En otra modalidad, el gen es un gen para
la sintesis de AA. En otra modalidad, el gen es folP. En otra modalidad, el gen es de una proteina de la familia de
dihidrouridina sintasa. En otra modalidad, el gen es ispD. En otra modalidad, el gen es ispF. En otra modalidad, el
gen es de la fosfoenolpiruvato sintasa. En otra modalidad, el gen es hisF. En otra modalidad, el gen es hisH. En otra
modalidad, el gen es flil. En otra modalidad, el gen es de la pseudouridina sintasa de la subunidad ribosomal grande.
En otra modalidad, el gen es ispD. En otra modalidad, el gen es de la proteina bifuncional GMP sintasa/glutamina
amidotransferasa. En otra modalidad, el gen es cobS. En otra modalidad, el gen es cobB. En otra modalidad, el gen
es chiD. En otra modalidad, el gen es de C-metiltransferasa de uroporfirina lll/sintasa de uroporfirinégeno Ill. En otra
modalidad, el gen es cobQ. En otra modalidad, el gen es uppS. En otra modalidad, el gen es truB. En otra
modalidad, el gen es dxs. En otra modalidad, el gen es mvaS. En otra modalidad, el gen es dapA. En otra
modalidad, el gen es ispG. En otra modalidad, el gen es folC. En otra modalidad, el gen es de la citrato sintasa. En
otra modalidad, el gen es argJ. En otra modalidad, el gen es de la 3-desoxi-7-fosfoheptulonato sintasa. En otra
modalidad, el gen es de la indol-3-glicerol-fosfato sintasa. En otra modalidad, el gen es un componente de
antranilato sintasa/glutamina amidotransferasa. En otra modalidad, el gen es menB. En otra modalidad, el gen es de
la isocorismato sintasa especifica de menaquinona. En otra modalidad, el gen es de fosforibosilformilglicinamidina
sintasa | o Il. En otra modalidad, el gen es de fosforibosilaminoimidazol-succinocarboxamida sintasa. En otra
modalidad, el gen es carB. En otra modalidad, el gen es carA. En otra modalidad, el gen es thyA. En otra modalidad,
el gen es mgsA. En otra modalidad, el gen es aroB. En otra modalidad, el gen es hepB. En otra modalidad, el gen es
rluB. En otra modalidad, el gen es ilvB. En otra modalidad, el gen es ilvN. En otra modalidad, el gen es alsS. En otra
modalidad, el gen es fabF. En otra modalidad, el gen es fabH. En otra modalidad, el gen es de pseudouridina
sintasa. En otra modalidad, el gen es pyrG. En otra modalidad, el gen es truA. En otra modalidad, el gen es pabB.
En otra modalidad, el gen es un gen de la ATP sintasa (por ejemplo, atpC, atpD-2, aptG, atpA-2, etcétera).

En otra modalidad, el gen es phoP. En otra modalidad, el gen es aroA aroC. En otra modalidad, el gen es aroD. En
otra modalidad, el gen es plcB.

En otra modalidad, la cepa de Listeria es deficiente de un transportador de péptidos. En otra modalidad, el gen es
una proteina transportadora ABC/de union al ATP/permeasa. En otra modalidad, el gen es una proteina
transportadora ABC de oligopéptidos/de unién a oligopéptidos. En otra modalidad, el gen es una proteina
transportadora ABC de oligopéptidos/permeasa. En otra modalidad, el gen es de una proteina transportadora ABC
de zinc/de unién al zinc. En otra modalidad, el gen es de un transportador ABC de azlcar. En otra modalidad, el gen
es de un transportador de fosfato. En otra modalidad, el gen es de un ZIP transportador de zinc. En otra modalidad,
el gen es de un transportador de resistencia a farmacos de la familia EmrB/QacA. En otra modalidad, el gen es de
un transportador de sulfato. En otra modalidad, el gen es de un transportador de oligopéptidos dependiente de
protones. En otra modalidad, el gen es de un transportador de magnesio. En otra modalidad, el gen es de un
transportador de formiato/nitrito. En otra modalidad, el gen es de un transportador ABC de espermidina/putrescina.
En otra modalidad, el gen es de un cotransportador de Na/Pi. En otra modalidad, el gen es de un transportador de
azucar fosfato. En otra modalidad, el gen es de un transportador ABC de glutamina. En otra modalidad, el gen es de
un transportador de la familia de facilitadores principales. En otra modalidad, el gen es de un transportador ABC de
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glicina betaina/L-prolina. En otra modalidad, el gen es de un transportador ABC de molibdeno. En otra modalidad, el
gen es de un transportador ABC de acido tecoico. En otra modalidad, el gen es de un transportador ABC de cobalto.
En otra modalidad, el gen es de un transportador de amonio. En otra modalidad, el gen es de un transportador ABC
de aminoacidos. En otra modalidad, el gen es de un transportador ABC en la division celular. En otra modalidad, el
gen es de un transportador ABC de manganeso. En otra modalidad, el gen es de un transportador ABC de
compuestos de hierro. En otra modalidad, el gen es de un transportador ABC de maltosa/maltodextrina. En otra
modalidad, el gen es de un transportador de resistencia a farmacos de la familia Bcr/CflA.

En otra modalidad, el gen es de una subunidad de una de las proteinas anteriores.

En otra modalidad, una cepa de Listeria recombinante de la presente invencién se ha sometido a pases a través de
un huésped animal. En otra modalidad, los pases maximizan la eficacia de la cepa como un vector vacunal. En otra
modalidad, los pases estabilizan la inmunogenicidad de la cepa de Listeria. En otra modalidad, los pases estabilizan
la virulencia de la cepa de Listeria. En otra modalidad, los pases aumentan la inmunogenicidad de la cepa de
Listeria. En otra modalidad, los pases aumentan la virulencia de la cepa de Listeria. En otra modalidad, los pases
eliminan subcepas inestables de la cepa de Listeria. En otra modalidad, los pases reducen la prevalencia de
subcepas inestables de la cepa de Listeria. En otra modalidad, el proceso de pases atenla la cepa, o en otra
modalidad, hace a la cepa menos virulenta. Los métodos para los pases de una cepa de Listeria recombinante a
través de un huésped animal se conocen bien en la técnica, y se describen, por ejemplo, en la solicitud de patente
de Estados Unidos nim. de serie 10/541,614.

Cada cepa de Listeria y el tipo de esta representa una modalidad separada de la presente invencion.

En otra modalidad, la Listeria recombinante de los métodos y las composiciones de la presente invencion se
transforma establemente con una construccidon que codifica un antigeno o una fusién LLO-antigeno. En una
modalidad, la construccién contiene un polienlazador para facilitar otros subclonajes. Se conocen varias técnicas
para producir Listeria recombinante.

En otra modalidad, la construccién o gen heterélogo se integra en el cromosoma de Listeria mediante recombinacion
homologa. Las técnicas para la recombinacion homaéloga se conocen bien en la técnica, y se describen, por ejemplo,
en Frankel, FR, Hegde, S, Lieberman, J, y 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, K y 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 otra modalidad, la recombinacion homoéloga
se lleva a cabo como se describe en la patente de Estados Unidos nim. 6,855,320. En otra modalidad, un plasmido
sensible a la temperatura se usa para seleccionar los recombinantes.

En otra modalidad, la construccion o gen heterélogo se integra en el cromosoma de Listeria mediante insercion de
transposones. Las técnicas para la insercion de transposones se conocen bien en la técnica, y se describen, entre
otros, por Sun y otros (Infection and Immunity 1990, 58: 3770-3778) en la construccién de DP-L967. La mutagénesis
por transposones tiene la ventaja, en otra modalidad, que puede formarse un mutante estable por insercion
gendmica. En otra modalidad, se conoce la posicion en el genoma donde el gen extrafio se ha insertado mediante
mutagénesis por transposones.

En otra modalidad, la construccién o gen heterélogo se integra en el cromosoma de Listeria mediante el uso de sitios
de integracién de fagos (Lauer P, Chow MY vy otros, Construction, characterization, and use of two LM site-specific
phage integration vectors. J Bacteriol 2002;184(15): 4177-86). En otra modalidad, se usa un gen de integrasa y un
sitio de union de un bacteriéfago (por ejemplo, listeriéfago U153 o PSA) para insertar el gen heterélogo en el sitio de
unién correspondiente, que puede ser cualquier sitio adecuado en el genoma (por ejemplo, comK o el extremo 3’ del
gen del ARNt de Arg). En otra modalidad, los profagos endégenos se curan del sitio de unién utilizado antes de la
integracion del constructo o gen heterdlogo. En otra modalidad, este método resulta en integrantes de una sola
copia.

En otra modalidad, la cepa de Listeria porta la construccién en un plasmido. Los vectores de LM que expresan
proteinas de fusion con antigenos se han construido por medio de esta técnica. Lm-GG/E7 se obtuvo mediante
complementacion de un mutante por delecién de prfA con un plasmido que contiene una copia del gen de prfA y una
copia del gen de E7 fusionado a una forma del gen de LLO (hly) truncado para eliminar la actividad hemolitica de la
enzima, como se describe en la presente. El organismo mantuvo una LLO funcional por medio de la copia
cromosomica endégena de hly. En otra modalidad, el plasmido contiene un gen para la resistencia a antibiéticos. En
otra modalidad, el plasmido contiene un gen que codifica un factor de virulencia que esta ausente en el genoma de
la cepa de Listeria transformada. En otra modalidad, el factor de virulencia es prfA. En otra modalidad, el factor de
virulencia es LLO. En otra modalidad, el factor de virulencia es ActA. En otra modalidad, el factor de virulencia es
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cualquiera de los genes enumerados anteriormente como objetivos para la atenuacion. En otra modalidad, el factor
de virulencia es cualquier otro factor de virulencia conocido en la técnica.

En otra modalidad, un péptido recombinante de la presente invencion se fusiona a una proteina de Listeria, tal como
PI-PLC, o una construcciéon que codifica la misma. En otra modalidad, una secuencia sefial de una proteina de
Listeria secretada tal como hemolisina, ActA, o fosfolipasas se fusiona al gen que codifica al antigeno. En otra
modalidad, se usa una secuencia sefial del vector vacunal recombinante. En otra modalidad, se usa una secuencia
sefial funcional en el vector vacunal recombinante.

En otra modalidad, la construccién esta contenida en la cepa de Listeria de una manera episomal. En otra
modalidad, el antigeno extrafio se expresa a partir de un vector albergado en la cepa de Listeria recombinante.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una composiciéon inmunogénica que comprende una cepa de
Listeria recombinante de la presente invencion para usar en un método para inducir una respuesta inmunitaria anti-
HMW-MAA en un sujeto.

En otra modalidad, un sujeto es administrado con sus propias células alogénicas, que en una modalidad, provocan
una respuesta inmunitaria contra un antigeno. En otra modalidad, las composiciones y los métodos de la presente
invencién dan como resultado la expresion de citocinas estimuladoras, que en una modalidad, son citocinas de Th1l,
que en una modalidad, es IFN-gamma. En una modalidad, la expresion de citocinas estimuladoras contribuye al
efecto antitumoral de las composiciones y los métodos. En otra modalidad, las composiciones y los métodos de la
presente invencién dan como resultado la expresion de células T gamma delta.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona composiciones para inducir respuestas antitumorales no
especificas. En una modalidad, la inmunizacion con un antigeno de melanoma, tal como un péptido de HMW-MAA,
protege contra un tipo de melanoma que no expresa el antigeno (Ejemplo 4).

En otra modalidad, la presente invencion proporciona una composicién que comprende una cepa de Listeria
recombinante de la presente invencion, para usar en un método para inducir una respuesta inmunitaria contra un
tumor que expresa HMW-MAA. Como se proporciona en la presente, las vacunas de la presente invencién inducen
una respuesta inmunitaria con especificidad antigénica, como se muestra por mdltiples lineas de evidencia -por
ejemplo inhibicion del crecimiento tumoral, tincién de tetrdmeros, medicién de las cantidades de células T
CDS8" infiltrantes del tumor, FACS, y ensayo de liberacién de cromio.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una composicion que comprende una cepa de Listeria
recombinante de la presente invencion, para usar en un método para inducir una respuesta inmunitaria contra un
pericito.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una composicion que comprende una cepa
de Listeria recombinante de la presente invencion, para usar en un método para impedir un crecimiento y/o retrasar
la progresion de un tumor sélido en un sujeto. En otra modalidad, el sujeto produce una respuesta inmunitaria contra
un pericito del tumor sélido. En otra modalidad, el pericito esta en una vasculatura del tumor sdélido.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona una composicién que comprende una cepa de Listeria
recombinante de la presente invencién, para tratar un tumor sélido en un sujeto. En otra modalidad, el sujeto
produce una respuesta inmunitaria contra un pericito del tumor sélido. En otra modalidad, el pericito esta en una
vasculatura del tumor sélido.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un método para lisar una o0 mas células tumorales en un
sujeto, que comprende administrar al sujeto una composicion que comprende una cepa de Listeria recombinante de
la presente invencion, para lisar asi una 0 mas células tumorales en un sujeto. En una modalidad, la lisis del tumor
se debe a linfocitos T citotéxicos, linfocitos infiltrantes del tumor, o una combinacién de estos, que en una modalidad
son especificos del tumor.

En una modalidad, los métodos de la presente descripcion se usan para tratar, impedir, suprimir, inhibir, o prevenir
cualquiera de las enfermedades, trastornos, sintomas, o efectos secundarios descritos anteriormente asociados con
alergia 0 asma. En una modalidad, el término “tratar” se refiere tanto a un tratamiento terapéutico como a medidas
profilacticas o preventivas, en donde el objetivo es prevenir o disminuir la afeccién patoldgica o los sintomas objetivo
asociados con la enfermedad, trastorno o afeccién o una combinacion de estos. Por lo tanto, “tratar” se refiere, entre
otros, a retrasar la progresion, acelerar la remision, inducir la remision, aumentar la remision, acelerar la
recuperacion, aumentar la eficacia de, o disminuir la resistencia a agentes terapéuticos alternativos, o una
combinacién de estos. En una modalidad, “prevenir” o “impedir” se refiere, entre otros, a retrasar la aparicion de
sintomas, prevenir la recaida de una enfermedad, disminuir la cantidad o frecuencia de los episodios de recaida,
aumentar la latencia entre los episodios sintomaticos, o una combinacion de estos. En una modalidad, “suprimir” o
“inhibir”, se refiere, entre otros, a reducir la gravedad de los sintomas, reducir la gravedad de un episodio agudo,
reducir la cantidad de sintomas, reducir la incidencia de los sintomas relacionados con la enfermedad, reducir la
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latencia de los sintomas, mejorar los sintomas, reducir los sintomas secundarios, reducir las infecciones
secundarias, prolongar la supervivencia del paciente, o una combinacién de estos.

En una modalidad, los sintomas son primarios, mientras que en otra modalidad, los sintomas son secundarios. En
una modalidad, “primario” se refiere a un sintoma que es un resultado directo de una enfermedad o trastorno
particular, mientras que en una modalidad, “secundario” se refiere a un sintoma que se deriva o es consecuencia de
una causa primaria. En una modalidad, los compuestos para usar en la presente invencion tratan los sintomas
primarios o secundarios o las complicaciones secundarias relacionados con alergia 0 asma. En otra modalidad, los
“sintomas” pueden ser cualquier manifestacién de una enfermedad o afeccién patolégica.

Como se proporciona en la presente, las cepas de Listeria que expresan HMW-MAA inhibieron el crecimiento de
tumores que no expresaban HMW-MAA. Estos hallazgos muestran que las respuestas inmunitarias anti-HMW-MAA
inhiben y revierten la vascularizacion de tumores sélidos, y por lo tanto inhiben el crecimiento de estos. Las vacunas
anti-HMW-MAA de la presente invencion fueron capaces de ejercer estos efectos a pesar de la identidad incompleta
(80 %) entre HMW-MAA y su homdlogo de ratén, especificamente el proteoglicano sulfato de condroitina de ratén
("AN2"). En esta modalidad, las vacunas anti-HMW-MAA de la presente invencién son eficaces para la vacunacion
contra cualquier tumor sélido, independientemente de su expresion de HMW-MAA.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una composicibn que comprende una cepa
de Listeria recombinante de la presente invencién, para usar en un método para impedir una vascularizacion de un
tumor sélido en un sujeto. En otra modalidad, el sujeto produce una respuesta inmunitaria contra un pericito del
tumor solido. En otra modalidad, el pericito esta en una vasculatura del tumor sélido

El tumor sélido que es el objetivo de las composiciones de la presente invencion es, en otra modalidad, un
melanoma. En otra modalidad, el tumor es un sarcoma. En otra modalidad, el tumor es un carcinoma. En otra
modalidad, el tumor es un mesotelioma (por ejemplo mesotelioma maligno). En otra modalidad, el tumor es un
glioma. En otra modalidad, el tumor es un tumor de células germinales. En otra modalidad, el tumor es un
coriocarcinoma.

En otra modalidad, el tumor es cancer pancreatico. En otra modalidad, el tumor es cancer de ovario. En otra
modalidad, el tumor es cancer géastrico. En otra modalidad, el tumor es una lesién carcinomatosa del pancreas. En
otra modalidad, el tumor es adenocarcinoma pulmonar. En otra modalidad, el tumor es adenocarcinoma colorrectal.
En otra modalidad, el tumor es adenocarcinoma escamoso pulmonar. En otra modalidad, el tumor es
adenocarcinoma gastrico. En otra modalidad, el tumor es una neoplasia epitelial de la superficie del ovario (por
ejemplo, una variedad benigna, proliferativa o maligna de esta). En otra modalidad, el tumor es un carcinoma de
células escamosas orales. En otra modalidad, el tumor es carcinoma pulmonar no microcitico. En otra modalidad, el
tumor es un carcinoma endometrial. En otra modalidad, el tumor es un cancer de vejiga. En otra modalidad, el tumor
es un cancer de cabeza y cuello. En otra modalidad, el tumor es un carcinoma de prostata.

En otra modalidad, el tumor es un cancer pulmonar no microcitico (NSCLC). En otra modalidad, el tumor es un tumor
de Wilms. En otra modalidad, el tumor es un tumor desmoplastico de células redondas pequefias. En otra
modalidad, el tumor es un cancer de colon. En otra modalidad, el tumor es un cancer de pulmon. En otra modalidad,
el tumor es un cancer de ovario. En otra modalidad, el tumor es un cancer uterino. En otra modalidad, el tumor es un
cancer de tiroides. En otra modalidad, el tumor es un carcinoma hepatocelular. En otra modalidad, el tumor es un
cancer de tiroides. En otra modalidad, el tumor es un cancer de higado. En otra modalidad, el tumor es un cancer
renal. En otra modalidad, el tumor es un tumor de Kaposi. En otra modalidad, el tumor es un sarcoma. En otra
modalidad, el tumor es otro carcinoma o sarcoma.

En una modalidad, esta invencién proporciona composiciones para prevenir el cancer en poblaciones que estan
predispuestas al cancer o en poblaciones que tienen alto riesgo de cancer, que en una modalidad, puede ser una
poblacién de mujeres con mutaciones de brcal o 2, dicha poblacién en una modalidad es susceptible a cancer de
mama.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una composicion que comprende una cepa
de Listeria recombinante de la presente invencion para usar en un método para inducir una respuesta inmunitaria
contra un tumor que expresa HMW-MAA. Como se proporciona en la presente, las cepas de Listeria que expresan
HMW-MAA indujeron respuestas inmunitarias anti-HMW-MAA e inhibieron el crecimiento de tumores que expresan
HMW-MAA.

El tumor que expresa HMW-MAA que es el objetivo de las composiciones de la presente invencion es, en otra
modalidad, un carcinoma de células basales. En otra modalidad, el tumor que expresa HMW-MAA es un tumor
derivado de la cresta neural. En otra modalidad, el tumor que expresa HMW-MAA es un astrocitoma. En otra
modalidad, el tumor que expresa HMW-MAA es un glioma. En otra modalidad, el tumor que expresa HMW-MAA es
un neuroblastoma. En otra modalidad, el tumor que expresa HMW-MAA es un sarcoma. En otra modalidad, el tumor
que expresa HMW-MAA es una leucemia de la infancia. En otra modalidad, el tumor que expresa HMW-MAA es una
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lesion de carcinoma lobular de mama. En otra modalidad, el tumor que expresa HMW-MAA es un melanoma. En
otra modalidad, el tumor que expresa HMW-MAA es cualquier otro tumor que exprese HMW-MAA.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona una composicién que comprende una cepa de Listeria
recombinante de la presente invencion para un método para inducir una respuesta inmunitaria contra un pericito.
Como se proporciona en la presente, las cepas de Listeria que expresan HMW-MAA inhibieron el crecimiento de
tumores sdélidos, incluso aquellos que no expresaban HMW-MAA. Estos hallazgos demuestran la inhibicion de la
vascularizacion por medio de la induccién de respuestas inmunitarias contra pericitos asociados a la vasculatura del
tumor.

En otra modalidad, la presente invencidn proporciona una cepa de Listeria recombinante de la presente invencion
para usar en un método para impedir un crecimiento y/o retrasar la progresion de un tumor que expresa HMW-MAA
en un sujeto. En otra modalidad, el sujeto produce una respuesta inmunitaria contra el tumor que expresa HMW-
MAA.

En otra modalidad, la presente invenciébn proporciona una composicibn que comprende una cepa
de Listeria recombinante de la presente invencion para usar en un método para el tratamiento de un tumor que
expresa HMW-MAA en un sujeto. En otra modalidad, el sujeto produce una respuesta inmunitaria contra el tumor
que expresa HMW-MAA.

La cepa de Listeria recombinante de la presente invencion utilizada en los métodos de la presente invencion
comprende, en otra modalidad, un polipéptido recombinante de la presente invencién. En otra modalidad, la cepa
de Listeria recombinante comprende una molécula nucleotidica recombinante de la presente invencién. En otra
modalidad, la cepa de Listeria recombinante es cualquier cepa de Listeria recombinante descrita 0 mencionada
anteriormente.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una composicién que comprende un polipéptido recombinante
de la presente invencién para usar en un método para inducir una respuesta inmunitaria anti-HMW-MAA en un
sujeto.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una composicion que comprende un polipéptido recombinante
de la presente invencion para usar en un método para inducir una respuesta inmunitaria contra un tumor que
expresa HMW-MAA.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona una composicién que comprende un polipéptido recombinante
de la presente invencion para usar en un método para inducir una respuesta inmunitaria contra un pericito.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una composicion que comprende un polipéptido recombinante
de la presente invencion para usar en un método para impedir un crecimiento y/o retrasar la progresiéon de un tumor
sélido en un sujeto. En otra modalidad, el sujeto produce una respuesta inmunitaria contra un pericito del tumor
sélido. En otra modalidad, el pericito esta en una vasculatura del tumor solido.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una composicién que comprende un polipéptido recombinante
de la presente invencién para usar en un método para el tratamiento de un tumor soélido en un sujeto. En otra
modalidad, el sujeto produce una respuesta inmunitaria contra un pericito del tumor sélido. En otra modalidad, el
pericito esta en una vasculatura del tumor sélido.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una composicion que comprende un polipéptido recombinante
de la presente invencién para usar en un método para impedir una vascularizacién de un tumor sélido en un sujeto.
En otra modalidad, el sujeto produce una respuesta inmunitaria contra un pericito del sélido

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un polipéptido recombinante de la presente invencion para
usar en un método para impedir un crecimiento y/o retrasar la progresién de un tumor que expresa HMW-MAA en un
sujeto. En otra modalidad, el sujeto produce una respuesta inmunitaria contra el tumor que expresa HMW-MAA.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una compaosiciéon que comprende un polipéptido recombinante
de la presente invencion para usar en un método para el tratamiento de un tumor que expresa HMW-MAA en un
sujeto. En otra modalidad, el sujeto produce una respuesta inmunitaria contra el tumor que expresa HMW-MAA.

En otra modalidad se administra una vacuna que comprende una cepa de Listeria recombinante de la presente
invencion. En otra modalidad, se administra una composicion inmunogénica que comprende una cepa de Listeria
recombinante de la presente invencion. En otra modalidad, se administra una vacuna que comprende un polipéptido
recombinante de la presente invencion. En otra modalidad, se administra una composicién inmunogénica que
comprende un polipéptido recombinante de la presente invencion.
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En otra modalidad, el pericito objetivo de las composiciones de la presente invencién es un pericito activado. En otra
modalidad, el pericito objetivo es cualquier otro tipo de pericito conocido en la técnica.

En otra modalidad, una composiciéon inmunogénica de la presente invencion induce una respuesta inmunitaria
mediada por células. En otra modalidad, una composicién inmunogénica induce una respuesta inmunitaria mediada
por células predominantemente. En otra modalidad, la composicién inmunogénica induce una respuesta inmunitaria
de tipo Th1l predominantemente.

En otra modalidad, la respuesta inmunitaria inducida por los métodos de la presente invencién es una respuesta
inmunitaria mediada por células. En otra modalidad, la respuesta inmunitaria es una respuesta inmunitaria mediada
por células T.

La respuesta inmunitaria mediada por células T inducida por las composiciones de la presente invencién comprende,
en otra modalidad, un CTL. En otra modalidad, la célula T implicada en la respuesta inmunitaria mediada por células
T es un CTL.

En otra modalidad, la respuesta inmunitaria mediada por células T comprende una célula cooperadora T. En otra
modalidad, la célula T implicada en la respuesta inmunitaria mediada por células T es una célula cooperadora T.

En otra modalidad el sujeto se inmuniza con una composicién inmunogénica, vector, o péptido recombinante de la
presente invencion. En otra modalidad, el sujeto se pone en contacto con la composicién inmunogénica, vector, o
péptido recombinante.

En otra modalidad, la presente descripcién describe un método para inhibir la adhesién de una célula cancerosa a la
matriz extracelular, que comprende inducir una respuesta inmunitaria anti-HMW-MAA mediante un método descrito
en la presente que inhibe asi la adhesién de una célula cancerosa a la matriz extracelular. En otra modalidad, la
célula cancerosa es una célula de melanoma.

En otra modalidad, la presente descripcion describe un método para inhibir la metastasis de un tumor, que
comprende inducir una respuesta inmunitaria anti-HMW-MAA mediante un método descrito en la presente, que
inhibe asi la metastasis de un tumor. En otra modalidad, el tumor es un tumor de melanoma.

En otra modalidad, la presente descripcion describe un método para inhibir la migraciéon de una célula cancerosa,
que comprende inducir una respuesta inmunitaria anti-HMW-MAA mediante un método descrito en la presente, para
inhibir asi la migracién de una célula cancerosa. En otra modalidad, la célula cancerosa es una célula de melanoma.

En otra modalidad, la presente descripcion describe un método para inhibir la proliferacion de células en un tumor,
gue comprende inducir una respuesta inmunitaria anti-HMW-MAA mediante un método descrito en la presente, para
inhibir asf la proliferacion de células en un tumor. En otra modalidad, el tumor es un tumor de melanoma.

En otra modalidad, la presente descripcién describe un método para reducir la invasividad de un tumor, que
comprende inducir una respuesta inmunitaria anti-HMW-MAA mediante un método descrito en la presente, para
reducir asf la invasividad de un tumor. En otra modalidad, el tumor es un tumor de melanoma. En otra modalidad, las
respuestas inmunitarias anti-HMW-MAA inhiben la formacién de complejos HMW-MAA-MT3-MMP
(metaloproteinasas del tipo de membrana). En otra modalidad, la inhibicion de la formacion de estos complejos
inhibe la degradacion de colageno tipo | por las células de melanoma.

En otra modalidad, la presente descripcién describe un método para inhibir la conversién de plasminégeno en
plasmina en la vecindad de un tumor, que comprende inducir una respuesta inmunitaria anti-HMW-MAA mediante un
método descrito en la presente, para inhibir asi la conversion de plasminégeno en plasmina en la vecindad de un
tumor. En otra modalidad, el tumor es un tumor de melanoma. En otra modalidad, la inhibicién de la liberacién de
plasmina inhibe, a su vez, la degradacion de la matriz extracelular (ECM).

En otra modalidad, la presente descripcién describe un método para inhibir el secuestro de angiostatina en la
vecindad de un tumor, que comprende inducir una respuesta inmunitaria anti-HMW-MAA mediante un método
descrito en la presente para inhibir asi el secuestro de angiostatina en la vecindad de un tumor. En otra modalidad,
el tumor es un tumor de melanoma.

En otra modalidad, un péptido de la presente invencion es homélogo a un péptido mencionado en la presente. Los
términos “homologia”, “homdlogo”, etcétera, cuando hacen referencia a cualquier proteina o péptido, se refieren, en
una modalidad, a un porcentaje de residuos de aminoacidos en la secuencia candidata que son idénticos a los
residuos de un polipéptido nativo correspondiente, después de alinear las secuencias e introducir huecos, en caso
de ser necesario, para lograr el porcentaje maximo de homologia, y sin considerar cualquier sustitucién conservativa
como parte de la identidad de secuencia. Los métodos y programas informaticos para la alineaciéon se conocen bien
en la técnica.
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La homologia, en otra modalidad, se determina por un algoritmo informatico para el alineamiento de secuencias, por
métodos bien descritos en la técnica. Por ejemplo, el analisis de la homologia de secuencias de acidos nucleicos
mediante algoritmos informaticos puede incluir la utilizacion de cualquier cantidad de paquetes de programas
informaticos disponibles, tales como, por ejemplo, los paquetes BLAST, DOMAIN, BEAUTY (utilidad de alineacion
mejorada de BLAST), GENPEPT y TREMBL.

En otra modalidad, “homologia” u “homélogo” se refiere a una identidad con una secuencia que no es de HMW-MAA
seleccionada de las sec. con nim. de ident.: 1-14 mayor que 70 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una
identidad con una secuencia seleccionada de las secs. con nims. de ident.: 1-14 mayor que 72 %. En otra
modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con nims. de ident.: 1-14 mayor que 75 %.
En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una secuencia seleccionada de las secs. con nims.
de ident.: 1-14 mayor que 78 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con
nams. de ident.: 1-14 mayor que 80 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las
secs. con nums. de ident.: 1-14 mayor que 82 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una
secuencia seleccionada de las secs. con nums. de ident.: 1-14 mayor que 83 %. En otra modalidad, “homologia” se
refiere a una identidad con una de las secs. con nams. de ident.: 1-14 mayor que 85 %. En otra modalidad,
“homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con nims. de ident.: 1-14 mayor que 87 %. En otra
modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una secuencia seleccionada de las secs. con nims. de ident.:
1-14 mayor que 88 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con nums. de
ident.: 1-14 mayor que 90 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con
nams. de ident.: 1-14 mayor que 92 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una secuencia
seleccionada de las secs. con nims. de ident.: 1-14 mayor que 93 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a
una identidad con una de las secs. con nims. de ident.: 1-14 mayor que 95 %. En otra modalidad, “homologia” se
refiere a una identidad con una secuencia seleccionada de las secs. con nims. de ident.: 1-14 mayor que 96 %. En
otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con nims. de ident.: 1-14 mayor que 97
%. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con nims. de ident.: 1-14 mayor
que 98 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con nums. de ident.: 1-14
mayor que 99 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con nims. de
ident.: 1-14 de 100 %.

En otra modalidad, “homologia” u “homdlogo” se refiere a una identidad con una secuencia de HMW-MAA
seleccionada de las secs. con nums. de ident.: 15-16 mayor que 70 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a
una identidad con una secuencia seleccionada de las secs. con nims. de ident.: 15-16 mayor que 72 %. En otra
modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con nims. de ident.: 15-16 mayor que 75 %.
En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una secuencia seleccionada de las secs. con nims.
de ident.: 15-16 mayor que 78 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con
nams. de ident.: 15-16 mayor que 80 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las
secs. con nims. de ident.: 15-16 mayor que 82 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con
una secuencia seleccionada de las secs. con nims. de ident.: 15-16 mayor que 83 %. En otra modalidad,
“homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con nims. de ident.: 15-16 mayor que 85 %. En otra
modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con nims. de ident.: 15-16 mayor que 87 %.
En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una secuencia seleccionada de las secs. con nums.
de ident.: 15-16 mayor que 88 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con
nams. de ident.: 15-16 mayor que 90 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las
secs. con nims. de ident.: 15-16 mayor que 92 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con
una secuencia seleccionada de las secs. con nims. de ident.: 15-16 mayor que 93 %. En otra modalidad,
“homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con nims. de ident.: 15-16 mayor que 95 %. En otra
modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una secuencia seleccionada de las secs. con nims. de ident.:
15-16 mayor que 96 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con nims. de
ident.: 15-16 mayor que 97 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las secs. con
nums. de ident.: 15-16 mayor que 98 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con una de las
secs. con nums. de ident.: 15-16 mayor que 99 %. En otra modalidad, “homologia” se refiere a una identidad con
una de las secs. con nims. de ident.: 15-16 de 100 %.

En otra modalidad, la homologia se determina por medio de la determinacién de la hibridacién de las secuencias
candidatas, cuyos métodos se describen bien en la técnica (Ver, por ejemplo, "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B.
D., e Higgins S. J., Eds. (1985); Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Press, N.Y.; y Ausubel y otros, 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley
Interscience, N.Y). En otras modalidades, los métodos de hibridacion se llevan a cabo en condiciones de moderadas
a rigurosas, con el complemento de un ADN que codifica un péptido nativo de caspasa. Las condiciones de
hibridacién son, por ejemplo, incubacién durante la noche a 42 °C en una solucién que comprende: formamida al 10-
20 %, SSC 5 X (NaCl 150 mM, citrato trisédico 15 mM), fosfato s6dico 50 mM (pH 7,6), soluciéon de Denhardt 5 X,
sulfato de dextrano al 10 %, y ADN de esperma de salmoén desnaturalizado, fragmentado a 20 pg/ml.

La homologia de proteinas y/o péptidos para cualquier secuencia de AA mencionada en la presente descripciéon se
determina, en otra modalidad, por métodos bien descritos en la técnica, que incluyen andlisis de
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inmunotransferencia, o por medio de analisis basados en algoritmos informaticos de las secuencias de AA, mediante
la utilizacién de cualquiera de una serie de paquetes de programas informaticos disponibles, a través de métodos
establecidos. Algunos de estos paquetes incluyen los paquetes FASTA, BLAST, MPsrch o Scanps, y, en otra
modalidad, emplean el uso de los algoritmos de Smith y Waterman, y/o alineaciones globales/locales o de bloques
para el andlisis.

En otra modalidad de la presente invencién, los términos “acidos nucleicos” o “nucle6tido” se refieren a una cadena
de al menos dos combinaciones de base-azlcar-fosfato. El término incluye, en una modalidad, ADN y ARN. El
término “nucledtidos” se refiere, en una modalidad, a las unidades monoméricas de polimeros de acidos nucleicos.
En una modalidad, el ARN esta en la forma de un ARNt (ARN de transferencia), ARNnp (ARN nuclear pequefio),
ARNr (ARN ribosomal), ARNm (ARN mensajero), ARN antisentido, ARN inhibidor pequefio (ARNip), micro ARN
(miARN) y ribozimas. Se ha descrito el uso de ARNip y miARN (Caudy AA y otros, Genes & Devel 16: 2491-96 y las
referencias citadas alli). El ADN puede estar, en otras modalidades, en forma de ADN plasmidico, ADN viral, ADN
lineal, o ADN cromosémico o derivados de estos grupos. Adicionalmente, estas formas de ADN y ARN pueden tener
cadenas simples, dobles, triples, o cuadruples. El término incluye, ademas, en otra modalidad, &cidos nucleicos
artificiales que contienen otros tipos de cadenas principales, pero las mismas bases. En una modalidad, el acido
nucleico artificial es un PNA (acido nucleico peptidico). Los PNA contienen cadenas principales peptidicas y bases
de nucledtidos y son capaces de unirse, en una modalidad, tanto a moléculas de ADN como de ARN. En otra
modalidad, el nucleétido se modifica con un grupo oxetano. En otra modalidad, el nucleétido se modifica por
sustitucion de uno o mas enlaces fosfodiéster con un enlace fosforotioato. En otra modalidad, el acido nucleico
artificial contiene cualquier otra variante de la cadena principal de fosfato de los acidos nucleicos nativos conocidos
en la técnica. El uso de acidos nucleicos con fosfotiorato y PNA se conoce por los expertos en la técnica, y se
describen en, por ejemplo, Neilsen PE, Curr Opin Struct Biol 9:353-57; y Raz NK y otros, Biochem Biophys Res
Commun. 297:1075-84. La produccién y el uso de acidos nucleicos se conocen por los expertos en la técnica y se
describen, 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.

Composiciones farmacéuticas y métodos de administracion

Una “composicion farmacéutica" se refiere, en otra modalidad, a una cantidad con eficacia terapéutica del
ingrediente activo, es decir el péptido recombinante o el vector que comprende o que codifica el mismo, junto con un
portador o diluyente farmacéuticamente aceptables. Una "cantidad con eficacia terapéutica" se refiere, en otra
modalidad, a esa cantidad que proporciona un efecto terapéutico para una afecciéon determinada y al régimen de
administracion.

Las composiciones farmacéuticas que contienen el ingrediente activo, en otra modalidad, pueden administrarse a un
sujeto mediante cualquier método conocido por un experto en la técnica, tal como por via parenteral, transmucosal,
transdérmica, intramuscular, intravenosa, intradérmica, subcutanea, intraperitoneal, intraventricular, intracraneal,
intravaginal o intratumoral.

En otra modalidad de los métodos y las composiciones de la presente invencion, las composiciones farmacéuticas
se administran por via oral, y por lo tanto se formulan en una forma adecuada para la administracion oral, es decir
como una preparacién sélida o liquida. Las formulaciones orales sélidas adecuadas incluyen tabletas, capsulas,
pildoras, granulos, comprimidos y similares. Las formulaciones orales liquidas adecuadas incluyen soluciones,
suspensiones, dispersiones, emulsiones, aceites y similares. En otra modalidad de la presente invencion, el
ingrediente activo se formula en una capsula. De acuerdo con esta modalidad, las composiciones de la presente
invencién comprenden, en adicion al compuesto activo y el portador o diluyente inertes, una capsula de gelatina
dura.

En otra modalidad, las composiciones farmacéuticas se administran por inyeccion intravenosa, intraarterial, o
intramuscular de una preparacion liquida. Las formulaciones liquidas adecuadas incluyen soluciones, suspensiones,
dispersiones, emulsiones, aceites y similares. En otra modalidad, las composiciones farmacéuticas se administran
por via intravenosa y por lo tanto se formulan en una forma adecuada para la administracion intravenosa. En otra
modalidad, las composiciones farmacéuticas se administran por via intraarterial y por lo tanto se formulan en una
forma adecuada para la administracion intraarterial. En otra modalidad, las composiciones farmacéuticas se
administran por via intramuscular y por lo tanto se formulan en una forma adecuada para la administracion
intramuscular.

En otra modalidad, las composiciones farmacéuticas se administran por via tépica a las superficies corporales y por
lo tanto se formulan en una forma adecuada para la administracién tépica. Las formulaciones tépicas adecuadas
incluyen geles, unglientos, cremas, lociones, gotas y similares. Para la administracion tdépica, el péptido
recombinante o vector se prepara y aplica como una solucién, suspensiéon, o emulsion en un diluyente
fisiol6gicamente aceptable con o sin un portador farmacéutico.

En otra modalidad, el ingrediente activo se suministra en una vesicula, por ejemplo un liposoma.
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En otras modalidades, los portadores o diluyentes usados en los métodos de la presente invencion incluyen, pero no
se limitan a, una goma, un almidoén (por ejemplo, almidén de maiz, almidén pregelatinizado), un azucar (por ejemplo,
lactosa, manitol, sacarosa, dextrosa), un material celulésico (por ejemplo, celulosa microcristalina), un acrilato (por
ejemplo, polimetilacrilato), carbonato de calcio, 6xido de magnesio, talco, 0 mezclas de estos.

En otra modalidad, los portadores farmacéuticamente aceptables para las formulaciones liquidas son soluciones
acuosas 0 no acuosas, suspensiones, emulsiones o aceites. 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 solucion salina y medios tamponados.
Los ejemplos de aceites son los de origen animal, vegetal, o sintético, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de
soya, aceite de oliva, aceite de girasol, aceite de higado de pescado, otro aceite marino, o un lipido de la leche o de
huevos.

En otra modalidad, los vehiculos parenterales (para la inyeccion subcutanea, intravenosa, intraarterial, o
intramuscular) incluyen solucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, solucién lactica
de Ringer y aceites fijos. Los vehiculos para administraciéon intravenosa incluyen reabastecedores de fluido y
nutrientes, reabastecedores de electrolitos tales como los basados en dextrosa de Ringer, y similares. Los ejemplos
son liquidos estériles tales como agua y aceites, con o sin la adicion de un tensoactivo y otros adyuvantes
farmacéuticamente aceptables. En general, agua, solucidon salina, dextrosa acuosa y soluciones de azlcar
relacionadas, y glicoles tales como propilenglicoles o polietilenglicol son portadores liquidos preferidos,
particularmente para soluciones inyectables. Los ejemplos de aceites son los de origen animal, vegetal, o sintético,
por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soya, aceite de oliva, aceite de girasol, aceite de higado de pescado,
otro aceite marino, o un lipido de la leche o de huevos.

En otra modalidad, las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente son composiciones de liberacion
controlada, es decir composiciones en las cuales el ingrediente activo se libera durante un periodo de tiempo
después de la administraciéon. Las composiciones de liberacién controlada o sostenida incluyen formulacién en
depdsitos lipofilicos (por ejemplo &cidos grasos, ceras, aceites). En otra modalidad, la composicion es una
composicion de liberacion inmediata, es decir una composicién en la que todo el ingrediente activo se libera
inmediatamente después de la administracion.

Seccion de detalles experimentales
Ejemplo 1: Construccion de constructos de LLO-HMW-MAA y cepas de Listeria que expresan los mismos

Las construcciones de LLO-HMW-MAA se crearon de la siguiente manera:

pGG-55, el precursor de las construcciones de LLO-HMW-MAA, se cre6 a partir de pAM401, un vector lanzadera
capaz de replicarse en bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (Wirth R y otros, J Bacteriol, 165: 831, 1986).
pAMA401 contiene un gen de resistencia al cloramfenicol para las Gram-positivas y un determinante de resistencia a
la tetraciclina para Gram-negativas. En pGG-55, el promotor de hly conduce la expresion de los primeros 441 AA del
producto génico hly, (que carece del extremo C terminal hemolitico, que tiene la secuencia que se expone en la sec.
con num. de ident.: 3), que se une por el sitio de Xho al gen de E7, lo que produce un gen de la fusion hly-E7 que se
transcribe y secreta como LLO-E7.

Generacion de pGG-55: Una fusién de un fragmento de listeriolisina con E7 ("LLO-E7") y el factor de transcripcion
pluripotencial prfA se clonaron en pAM401 de la siguiente manera: El fragmento de ADN que codifica los primeros
420 AA de LLO y su promotor y las secuencias reguladoras hacia el extremo 5' se amplific6 por PCR con ADN
genémico de LM usado como molde y se ligb a pUC19. Los cebadores de PCR usados fueron 5'-
GGCCCGGGCCCCCTCCTTTGAT-3' (sec. con num. de ident.: 17) y 5-GGTCTAGATCATAATTTACTTCATCC-3'
(sec. con num. de ident.. 18). E7 se amplific6 por PCR mediante el uso de los cebadores 5'-
GGCTCGAGCATGGAGATACACC-3' (sec. con num. de ident.: 19; el sitio de Xhol estd subrayado) y 5'-
GGGGACTAGTTTATGGTTTCTGAGAACA-3' (sec. con num. de ident.: 20; el sitio de Spel esta subrayado) y se ligé
en pCR2.1 (Invitrogen, San Diego, CA). E7 se escindi6 de pCR2.1 mediante digestion con Xhol/Spel y
posteriormente se ligé como una fusion de traduccién en marco a pUC19-hly hacia el extremo 3' del fragmento del
gen de hemolisina. La fusion se subcloné después en el multienlazador de pAM401. El gen de prfA se subclond
después en el sitio de Sall del plasmido resultante, produciendo pGG-55 (Figura 1).

pGG34A, By C se crearon a partir de pGG-55 de la siguiente manera:
Los fragmentos de HMW-MAA A, B, y C (que codifican los AA 360-554, 701-1130, y 2160-2258, respectivamente,
Figura 1) tienen las siguientes secuencias:

HMW-MAA-A:
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Ttecaatggccapagecppeepctpcggpaagctttgetgacgcpcaacatggcagecgpctecagectegageagparpaptateap
gacgatgectatggacattatgaagetitctecaceetggeccetgagecttgeccagecatggagetgectgagecatgcgtecctgagecaggect
gectectgtetttgecaatttcacceagetgetgactatcageecactggteggtoucceagauovocacagectgectitgagtovagocatgtocagee
cacgetggacctgatggaggctgagetgegeaaatcecaggtgctgttcagegtgaccegaggggeacgecatggegagetcgagetggacatee

CEEEASCCCAgICaC aaaaal gICACCCICCIZEAc oI e ol TaaCC 2CangECCCaetiCalcCac gal e oCICa SeACACCICCEACCARCT
golgctgoaret et oac oecicop et acoCatgceCicalgC e i geasp peccaaacatacciccigeccatocagzicaaccctgicaate

H#CCCACCOCAC  (sec. con nam. de ident: 21).

HMW-MAA-B:

Giccgegicactgeoececlgea gt EeeeaeCl oCa paaacac EEeoca gl goo il proa e ool gas o el Sriccacacasy
cgticcaccagepepal pierancape pCCocpl papelacCligagract SaCCCaca pCacCaceCliac Facace gy rarancclzecocty
gagetecagatooecCagEasalcCigascaalcigiccicccagigactalccagagagccact gt e ealeCecaaciganccactgaca
CICagRACACCCANCARIANACCCICACCACARCOCACCIEEan BCCACCCIEEARPADOCARICCCARICCCOCCaACCICCattat gan ot
gitcaggcicccaggaaaggcaacciicaactacagggcacaagactgtcagatggocaggecticacccaggatyacatacaggeciggocooote
HCCIAIEE O PCCACAPCACEIZCCICAZAR DCATICEALTACACCTICCRITICC RIZICACApCICCACCAlAtCICOCCAcTCatacCiicoCeat
coacatigetesteacocagalococci giccicaccaatgicCIcCIcglggtaccigag et e ol e A oot S ICCICICIZCIgacCacCICIigica
agagictcaacagigocagcetaccictatgagoicatggagegoccoo gocatageasuitpocttopeatopoacacag pacaagaccactalgat
gacatccttcaccaatgaagacctgtigegtggccggctgotctaceageat gat gactoc gagaccacagaagatgatatcecatttgttoctacocge
cagggceagascagtesigacatgecctggoageaspiacgoeoieicticc gagigeccatccagoccgigaatgaccacgooccigiocagac
catcagccggatcticeatgtggoccgggitsgocppcggetgotgactacagacgacgt gpccticage gatpetgactcggectttpotgacgee
cageiggtzcitacocgoaaggaccicetettiggeagtatcgtgpecgtagatgageocac geggoccatctaccgeticacceagga geacctcag
gaagaggcgagtactgticpipeactcaggeectgaccateoctggatccagetgeagetaicc gacg gecaacaccaggocactgopctgctosa

getpraggectcgeascectacetcegtetegper (sec. con ndm. de ident.: 22).
HMW-MAA-C:

Gecactgageettacaal o goe Zpeectaca geglgaecclgeicaglglcorc ga gacc 2eC SaC ZgaAECagEEagecag
AgAQCAECACCCOCACARECEACcaZEcCoCatggeatccagocctgagoccgotgtpgocangggapucticetgageticettgagpocanc
atgttcagegteatcatccecatgtucctgtactictctoct gge gotcatoct greceEe oo taC CIoC R AIC SCARCHA TAC TUOCHA DA

tracgtecag (sec. con nam. de ident.: 23).

Los fragmentos se amplificaron mediante el uso de los siguientes cebadores. Los sitios de Xhol en los cebadores
directos y los sitios de Xmal (A y C) o sitio de Spel (B) en los cebadores inversos estan subrayados:

Fragmento A: - cebador directo TCCTCGAGGTCAATGGCCAGAGGCGGGGG (sec. con num. de ident.: 24).
Inverso:

CCCGGGTTACTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCGTGGGGTGGGTCATTGAC (sec. con nim. de ident.: 25).
Fragmento B: directo: GCCTCGAGTTCCGCGTCACTGGGGCCCTG (sec. con nim. de ident.: 26).

Inverso: ACTAGTTTACTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCGGCCACACGGAGGTAGGGTTC (sec. con nim. de
ident.: 27).

Fragmento C: Directo: TGCTCGAGGCCACTGAGCCTTACAATGCTGCC (sec. con num. de ident.: 28).

Inverso: CCCGGGTTACTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCCTGGACGTCATGCTTGCCCG (sec. con num. de
ident.: 29).

Los fragmentos A-C se subclonaron después en pGG-55, mediante el uso del sitio de Xhol al final de la secuencia
de hly y el sitio de Xmal o Spel después del gen.
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Una cepa de Listeria prfA negativa, XFL-7 (proporcionada por el Dr. Hao Shen, Universidad de Pensilvania), se
transformé después con pGG34A, B y C para seleccionar respecto a la retencion de los plasmidos in vivo.

Ejemplo 2: Las construcciones de LLO-HMW-MAA se expresan en Listeria
Materiales y métodos experimentales
Cultivo de bacterias y cosecha

Listeria monocytogenes (LM) recombinante que expresa los fragmentos de HMW-MAA A, B y C fusionados a LLO se
cultivaron durante la noche en medio BHI suplementado con estreptomicina (250 ug/ml) y cloramfenicol (25 ug/ml).
Para la induccion de LLO enddgena, las bacterias se cultivaron en presencia de carbén al 0,2 %. Los sobrenadantes
del cultivo se limpiaron mediante centrifugacion a 14000 rpm durante 5 minutos, y 1,35 mililitros (ml) de
sobrenadante se mezcl6 con 0,15 ml de TCA al 100 % para la precipitacion de proteinas. Después de la incubacion
en hielo durante 1 hora, la solucién se centrifugd durante 10 minutos, 14000 rpm. El sedimento se resuspendié en 45
microlitros (mcL) de tampdn de carga de gel de SDS-PAGE 1x, se afiadieron 5 mcL de DTT 1 M, y la muestra se
calenté a 75 °C durante 5 minutos. Se cargaron 5-10 mcL de proteina en cada pocillo y se corrié durante 50 minutos
a 200V mediante el uso de tamp6n MOPS.

Después de transferir a membranas PVDF, las membranas se incubaron con un anticuerpo policlonal de conejo anti-
PEST (1:3000), que reconoce la secuencia PEST en la proteina LLO, o con el anticuerpo monoclonal B3-19, que
reconoce la LLO enddgena solamente, después se incubd con anticuerpo anti-conejo conjugado con HRP. Las
sefales se detectaron con el sustrato quimioluminiscente SuperSignal® West Pico (Pierce, Rockford, IL).

Resultados

Para determinar si las construcciones de LLO-HMW-MAA pueden expresarse en Listeria, el sobrenadante se
cosechd a partir de cepas de LM transformadas con los plasmidos A, By C de LLO-HMW-MAA, y se analizaron para
determinar la presencia de las proteinas de fusién. Las tres cepas produjeron proteinas de fusiéon de los tamafios
esperados cuando se analizaron con el anticuerpo anti-PEST (48 Kda para LLO, 75 Kda para HMW-MAA-A, 98 Kda
para HMW-MAA-B, y 62 Kda para HMW-MAA-C; Figura 2A). El anticuerpo anti-LLO revelé una banda de 58 Kda
para LLO en las tres cepas y los controles (Figura 2B).

Por lo tanto, las construcciones de LLO-HMW-MAA se expresan en Listeria.

Ejemplo 3: Cepas de Listeria que expresan construcciones de LLO-HMW-MAA infectan y crecen dentro de las
células

Materiales y métodos experimentales

Ensayo de infeccion de células

Las células J774 similares a macrofagos murinas se infectaron a una MOI (multiplicidad de infeccién) de 1. Después
de una incubacion de 1 hora, se afiadié gentamicina para destruir la Listeria extracelular, la Listeria intracelular se
recuper6 cada 2 horas mediante lisis de las células J774 con agua y siembra de diluciones en serie del lisado en
placas de BHI suplementado con estreptomicina (250 microgramos (mcg)/ml) y cloramfenicol (25 mcg/ml). Las
colonias recuperadas se contaron y usaron para determinar la cantidad de Listeria dentro de las células J774.
Resultados

Para determinar las caracteristicas del crecimiento y la virulencia de las cepas de Listeria que expresan las
construcciones de LLO-HMW-MAA, se midi6 la tasa de crecimiento de las cepas de Listeria del Ejemplo anterior en
medio BHI. Cada una de las cepas creci6é con cinéticas muy similares a la Listeria de tipo silvestre (1043 S) (Figura
3A). A continuacion, las células J774 se incubaron con las cepas de Listeria, y se midié el crecimiento intracelular. El
crecimiento intracelular fue muy similar al tipo silvestre para cada cepa (Figura 3B).

Por lo tanto, las cepas de Listeria que expresan las construcciones de LLO-HMW-MAA mantienen su capacidad de
crecer en medios, de infectar células, y de crecer intracelularmente.

Ejemplo 4: Vacunacion con Lm que expresa HMW-MAA impide el crecimiento tumoral de B16F0-OVA
Materiales y métodos experimentales

Mediciones del crecimiento tumoral
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Los tumores se midieron en dias alternos con calibres que abarcan los diametros superficiales mas corto y mas
largo. La media de estas dos mediciones se representé como la media del diametro del tumor en milimetros frente a
varios puntos de tiempo. Los ratones se sacrificaron cuando el diametro del tumor alcanzé 20 mm. Las mediciones
de los tumores para cada punto de tiempo se muestran solo para los ratones supervivientes.

Resultados

Se inocularon 32 ratones C57BL/6 (n=8 por grupo) con 5 x 10°B16F0-Ova. En Ios dias 3, 10 y 17 los ratones se
inmunizaron con una de las 3 construcciones, Lm-OVA (10 ufc), Lm-LLO-OVA (10 ufc; control positivo), y Lm-LLO-
HMW-MAA-C (10 ufc). A pesar de la falta de expresion de HMW-MAA por las células tumorales, la vacunacion con
Lm-LLO-HMW-MAA-C impidi6 el crecimiento tumoral, significativamente, pero en menor medida que Lm-LLO-OVA
(Figuras 4A- B)7 En un experimento adicional, se observaron resultados similares con las 3 cepas de Lm-LLO-HMW-
MAA (2,5 x 10" ufc de cadaunade Ay C; 1 x 10° ufc de B; Figura 4C).

Un experimento similar se realizé con células RENCA. Se inocularon 40 ratones BALB/c (n=8 por grupo) con 2 x
10° células tumorales RENCA. En los dias 3, 10 y 17, los ratones se mmunlzaron con una de las cuatro
construcmones Lm-HMW-MAA-A, B, o C ((2,5 x 10’ ufc de cada una de A yC;1lx 10° ufc de B), o GGE7 (Lm-LLO-
E7; 1,0 x 10° ufc), o se dejaron sin vacunar (virgen). Las tres cepas de Lm-LLO-HMW-MAA impidieron el crecimiento
tumoral, y Lm-HMW-MAA-C ejercio el efecto mas fuerte (Figuras 4D-4E).

Por lo tanto, la vacunacién con Lm que expresa HMW-MAA impide el crecimiento de tumores, incluso en la ausencia
de expresién de HMW-MAA por las células tumorales.

Ejemplo 5: Vacunacion con Lm que expresa HMW-MAA impide el crecimiento tumoral de B16F10-HMW-MAA por
medio de células CD4+y CD8+

Materiales y métodos experimentales
Modificacidn genética de las lineas celulares tumorales murinas B16 y B16F10 para expresar HOW MAY

Las células B16F10 se transfectaron con el plasmido pcDNA3.1-HMW-MAA, que contiene el ADNc de HMW-MAA de
longitud completa expresado bajo el control del promotor de CMV. Las células transfectadas establemente se
seleccionaron por la resistencia al antibiético G418, y posteriormente se cultivaron clones a partir de células
individuales mediante dilucién limitante. Los clones seleccionados se analizaron mediante citometria de flujo para la
expresion de HMW-MAA mediante el uso del anticuerpo monoclonal especifico para HMW-MAA VT80.12. Basado
en los resultados de la citometria de flujo, se seleccioné el clon 7 de B16F10-HMW-MAA para experimentos futuros
(Figura 5).

Agotamiento de CD4+ y CD8+

Se inocularon 32 ratones C57BL/6 con 2 x 10° B16F10-HMW-MAA/CMV7. En los dias 3, 10 y 17 los ratones se
inmunizaron con Lm-HMW-MAA-C (2, 5x10" ufc), excepto el grupo virgen control. Para el agotamiento de CD4 y
CD8, 500 ug de GK1.5 y 2.43 se administraron por via i.p. en los dias 1, 2, 6 y 9, asi como el anticuerpo control G1.
Para el agotamiento de CD25, se administraron 500 pug de CP61 por viai.p. enlos dias 0y 2.

Inmunizacion de ratones transgénicos para HLA A2/K® con Lm-HMW-MAA-B 0 Lm-HMW-MAA-C

Los ratones transgénicos para HLA A2/K® expresan una molécula clase | quimérica compuesta de los dominios al
y a2 del alelo A*0201 humano y los dominios a3 de las moleculas clase | de H-2K" de raton. Los ratones
transgénicos para hLA- A2/K® se inmunizaron una vez con 1,0x10° ufc de Lm-HMW-MAA-B o 2,5x10" ufc de Lm-
HMW-MAA-C. Nueve dias mas tarde, los esplenocitos se estimularon in vitro con péptido B, (ILSNLSFPV; sec. con
nam. de ident.: 43; corresponde a HMW-MAA769.777), péptido B, (LLFGSIVAV; sec. con nim. de ident.: 44,
corresponde a HMW-MAA 1063-1071), 0 péptido C (LILPLLFYL; sec. con ndm. de ident.: 45; corresponde a HMW-
MAA 2238.2246) durante 5 horas en presencia de monensina. Las células se clasificaron como CD8+- CD62L"%° y se
midio la tincion intracelular para IFN-y.

En un experimento separado, los ratones se inmunizaron dos veces (dia 0 y dia 7) con Lm-HMW-MAA-B o Lm-
HMW-MAA-C y los esplenocitos se cosecharon en el dia 14 para la estimulacién in vitro con el fragmento B1 o C de
Lm-HMW-MAA. Los niveles de IFN-y se midieron mediante el uso de Elispot para IFN-y.

Resultados
Los ratones C57BL/6 (n=8 por grupo) se inocularon con 2 x 10°B16F10-HMW-MAA/CMV7. En los dias 3, 10 y 17,
los ratones se inmunizaron con una de tres construcciones, Lm-HMW-MAA-A (2, 5x10’ ufc), Lm HMW-MAA-B

(1x10 ufc), Lm-HMW-MAA-C (2, 5x10" ufc). El grupo control se vacuné con Lm-GGE7 (1x10 ufc). Las tres
construcciones de Lm-HMW-MAA ejercieron efectos antitumorales significativos (Figura 6).
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Para determinar el papel de las células CD4+ y CD8+ en el efecto antitumoral de Lm-HMW-MAA, las células CD4+ o
CD8+ se agotaron en ratones C57BL/6 que se habian inoculado con B16F10-HMW-MAA/CMV7B y se inmunizaron
en los dias 3, 10, y 17 con Lm-HMW-MAA-C (2,5x107 ufc). El agotamiento de CD4+ o CD8+ anul6 la eficacia de la
vacuna de LM-HMW-MAA-C (Figura 7).

Las células T CD8+ (2x106 células por ratén) se purificaron a partir de los bazos de ratones de cada grupo de
tratamiento, se mezclaron con células tumorales B16F10-HMW-MAA (2x105 por raton), y después se inyectaron por
via subcuténea en los ratones (8 por grupo). Los ratones se observaron durante 28 dias y se examinaron cada 2
dias para determinar el crecimiento tumoral. Las células T CD8+ de los ratones vacunados con Lm-HMW-MAA-C
inhibieron el crecimiento de tumores B16F10 HMW-MAA in vivo (Figura 8).

Los ratones que se habian inoculado con 2 x 10° B16F10-HMW-MAA/CMV7 y vacunado con Lm-HMW-MAA-C como
se describid anteriormente y permanecieron libres de tumor después de 7 semanas se volvieron a retar con
2x10° células B16F10-HMW-MAA 7 semanas después de la primera inyeccién del tumor. Los ratones vacunados
estuvieron protegidos contra un segundo reto con células tumorales B16F10-HMW-MAA/CMV7 (Figura 9).

La inmunizacién de ratones transgénicos para HLA-A2/K" con Lm-HMW-MAA-B y Lm-HMW-MAA-C induce
respuestas inmunitarias detectables contra dos epitopos caracterizados de HMW-MAA HLA-A2 en los fragmentos B
y C ambos después de una (Figura 10A) o dos inmunizaciones (Figura 10B).

Los ratones C57BI/6 HLA-A2/K" y de tipo silvestre se inmunizaron una vez con Lm-HMW-MAA-B o Lm-HMW-MAA-
C, y la secrecion de IFN-y por células T estimuladas con un péptido restringido a HLA-A2 a partir del fragmento C se
midi6 con Elispot para IFN-y. La secrecion de IFN-y se incrementé en ratones transgénicos para HLA-
A2/K® inmunizados con Lm-HMW-MAA-C, estimulados con Péptido C en comparacién con los ratones transgénicos
no estimulados, en comparaciéon con ratones no transgénicos estimulados con Péptido C y en comparacién con
ratones control y transgénicos no inmunizados (Figuras 11Ay 11B).

Por lo tanto, las construcciones de Lm-HMW-MAA inducen respuestas inmunitarias con especificidad antigénica que
impiden el crecimiento tumoral. Ademas, las construcciones de Lm-HMW-MAA muestran actividad antitumoral
incluso contra tumores que no expresan HMW-MAA.

Ejemplo 6: La fusién de E7 a LLO o ActA mejora la inmunidad especifica para E7 y genera células CD8" infiltrantes
de tumores especificas para E7

Materiales y métodos experimentales
Construccion de Lm-actA-E7

Lm-actA-E7 se generé mediante la introduccion de un vector plasmidico pDD-1, construido por modificacion de pDP-
2028, en Listeria. pDD-1 comprende un casete de expresion que expresa una copia del promotor de hly de 310 pby
la secuencia sefial (ss) de hly, que conduce la expresién y secrecion de ActA-E7; 1170 pb del gen de actA que
comprende 4 secuencias PEST (sec. con nim. de ident.: 5) (el polipéptido de ActA truncado consiste en los primeros
390 AA de la molécula, sec. con nim. de ident.: 4); el gen de E7 de HPV de 300 pb; el gen de prfA de 1019 pb
(controla la expresion de los genes de virulencia); y el gen de CAT (gen de resistencia al cloranfenicol) para la
seleccion de los clones de bacterias transformadas.

pDD-1 se cre6 a partir de pDP2028 (que codifica ALLO-NP), que a su vez se cred a partir de pDP1659 de la
siguiente manera:

Construccién de pDP1659: El fragmento de ADN que codifica los primeros 420 AA de LLO y su promotor y las
secuencias reguladoras hacia el extremo 5' se amplificd por PCR con ADN gendémico de LM usado como molde y se
ligé a pUC19. Los cebadores de PCR usados fueron 5-GGCCCGGGCCCCCTCCTTTGAT-3' (sec. con nim. de
ident.: 30) y 5'-GGTCTAGATCATAATTTACTTCATCC-3' (sec. con num. de ident.: 31). El fragmento de ADN que
codifica NP se amplific6 de manera similar por PCR a partir del plasmido linealizado pAPR501 (obtenido del Dr.
Peter Palese, Mt. Sinai Medical School, Nueva York) y posteriormente se ligé como una fusiéon de traduccion en
marco a pUC19 hacia el extremo 3' del fragmento del gen de hemolisina. Los cebadores de PCR usados fueron 5'-
GGTCTAGAGAATTCCAGCAAAAGCAG-3' (sec. con nam. de ident.: 32) y 5'-
GGGTCGACAAGGGTATTTTTCTTTAAT-3' (sec. con num. de ident.: 33). La fusion se subcloné después en los
sitios de EcoRV y Sall de pAM401. El plasmido pDP2028 se construyd mediante subclonaje del gen de prfA en el
sitio de Sall de pDP1659.

pDD-1 se cred a partir de pDP-2028 (Lm-LLO-NP) de la siguiente manera:

El promotor de hly (pHly) y el fragmento génico (441 AA) se amplificaron por PCR a partir de pGG55 mediante el uso
del cebador 5-GGGGTCTAGACCTCCTTTGATTAGTATATTC-3' (el sitio de Xbal esta subrayado; sec. con nim. de
ident.: 34) y el cebador 5-ATCTTCGCTATCTGTCGCCGCGGCGCGTGCTTCAGTTTGTTGCGC-'3 (el sitio de Not |
esta subrayado. Los primeros 18 nucleétidos son la superposicion del gen ActA; sec. con nim. de ident.: 35). El gen
de actA se amplificé por PCR a partir del genoma de tipo silvestre de LM 10403s mediante el uso del cebador 5'-
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GCGCAACAAACTGAAGCAGCGGCCGCGGCGACAGATAGCGAAGAT-3' (el sitio de Notl esta subrayado; sec. con
nam. de ident.: 36) y el cebador 5'-TGTAGGTGTATCTCCATGCTCGAGAGCTAGGCGATCAATTTC-3' (el sitio de
Xhol esta subrayado; sec. con num. de ident.: 37). El gen E7 se amplificé por PCR a partir de pGG55 mediante el
uso del cebador 5-GGAATTGATCGCCTAGCTCTCGAGCATGGAGATACACCTACA-3' (el sitio de Xhol esta
subrayado; sec. con nam. de ident.: 38) y el cebador 5'-
AAACGGATTTATTTAGATCCCGGGTTATGGTTTCTGAGAACA-3' (el sitio de Xmal esta subrayado; sec. con nim.
de ident.: 39). El gen prfA se amplificé por PCR a partir del genoma de tipo silvestre de LM 10403s mediante el uso
del cebador 5'-TGTTCTCAGAAACCATAACCCGGGATCTAAATAAATCCGTTT-3' (el sitio de Xmal esta subrayado;
sec. con num. de ident.: 40) y el cebador 5-GGGGGTCGACCAGCTCTTCTTGGTGAAG-3' (el sitio de Sall esta
subrayado; sec. con nim. de ident.: 41). La fusioén del promotor de hly-gen actA (pHly-actA) se generé por PCR y se
amplifico a partir del ADN purificado de pHly y actA mediante el uso del cebador de pHly hacia el extremo 5' (sec.
con nim. de ident.: 34) y el cebador de actA hacia el extremo 3' (sec. con nim. de ident.: 37).

El gen E7 fusionado al gen prfA (E7-prfA) se gener6 por PCR y se amplificé a partir del ADN purificado de E7 y prfA
mediante el uso del cebador de E7 hacia el extremo 5' (sec. con nim. de ident.: 38) y el cebador del gen prfA hacia
el extremo 3' (sec. con nim. de ident.: 41).

El producto de fusion pHly-actA fusionado con el producto de fusion E7-prfA se generé por PCR y se amplific6 a
partir de los productos de ADN pHly-actA y E7-prfA fusionados y purificados mediante el uso del cebador de pHly
hacia el extremo 5' (sec. con nim. de ident.: 34) y el cebador del gen prfA hacia el extremo 3' (sec. con nim. de
ident.: 41) y se ligbé a pCRII (Invitrogen, La Jolla, Calif.). Se transformaron células competentes de E. coli (TOP10'F,
Invitrogen, La Jolla, Calif.) con pCRII-ActAE7. Después de la lisis y el aislamiento, el plasmido se seleccioné
mediante andlisis de restricciéon con el uso de BamHI (tamafios esperados de los fragmentos 770 y 6400 pb) y BstXI
(tamafios esperados de los fragmentos 2800 y 3900 pb) y ademas se seleccioné por PCR mediante el uso del
cebador de pHly hacia el extremo 5" y el cebador del gen prfA hacia el extremo 3.

El inserto de ADN pHIy-ActA-E7-PrfA se escindié de pCRII mediante digestién con Xbal/Sall y se ligé a pDP-2028
digerido con Xba I/Sal I. Después de transformar E. coli competente TOP 10'F (Invitrogen, La Jolla, Calif.) con el
sistema de expresion pHIy-ActA-E7, los clones resistentes al cloramfenicol se tamizaron mediante analisis de PCR
con el uso del cebador de pHly hacia el extremo 5' y el cebador del gen de prfA hacia el extremo 3' descritos
anteriormente. Un clon que contiene pHIy-ActA-E7 se amplificd, y se aislé el ADN midiprep (Promega, Madison,
Wis). XFL-7 se transformé con pHIly-ActA-E7, y los clones se seleccionaron respecto a la retencién del plasmido in
vivo. Los clones se cultivaron en medio de infusién de corazén y cerebro (Difco, Detroit, Mich) con cloramfenicol 20
mcg (microgramo)/ml (mililitro) a 37 °C. Las bacterias se congelaron en alicuotas a -80 °C.

Experimentos in vivo

500 mcl de MATRIGEL®, que contenia 100 mcl de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) con 2 x 10° células
tumorales TC-1 mas 400 mcl de MATRIGEL® (BD Biosciences, Franklin Lakes, N.J.) se implantaron por via
subcutanea en el flanco izquierdo de 12 ratones C57BL/6 (n=3). Los ratones se inmunizaron por via intraperitoneal
en los dias 7, 14 y 21, y los bazos y tumores se cosecharon en el dia 28. El Matrigel de los tumores se retir6 de los
ratones y se incubd a 4 °C durante la noche en tubos que contenian 2 ml de medio RP 10 en hielo. Los tumores Los
tumores se trituraron con férceps, se cortaron en bloques de 2 mm, y se incubaron a 37 °C durante 1 hora con 3 ml
de una mezcla enzimatica (colagenasa-P 0,2 mg/ml, ADNasa-1, a 1 mg/ml en PBS). La suspension tisular se filtr6 a
través de malla de nylon y se lavo con suero bovino fetal al 5 % + NaNs al 0,05 % en PBS para la tincion de
tetrameros e IFN-gamma.

Los esplenocitos y las células tumorales se incubaron con péptido de E7 1 micromol (mcm) durante 5 horas en
presencia de Brefeldina A a 10" células/ml. Las células se lavaron dos veces y se incubaron en 50 mcL de
sobrenadante anti-receptor de Fc de ratén (2.4 G2) durante 1 hora o durante la noche a 4 °C. Las células se tifieron
para las moléculas de la superficie CD8 y CD62L, se permeabilizaron, se fijaron mediante el uso del kit de
permeabilizacion Golgi-stop® o Golgi-Plug® (Pharmingen, San Diego, Calif.), y se tifieron para IFN-gamma. Se
adquirieron 500,000 eventos con el uso del citdmetro de flujo de dos laser FACSCalibur y se analizaron mediante el
uso del programa informatico Cellquest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, N.J.). Se calcularon los porcentajes de
células secretoras de IFN-gamma dentro de las células T (CD62L°*°) CD8" activadas.

Para la tincion de tetrameros, el tetramero H-2D° se carg6 con un péptido de E7 conjugado con ficoeritrina (PE)
(RAHYNIVTF, sec. con num. de ident.: 42), se tifié a TA durante 1 hora, y se tifi6 con MEL-14 conjugado con anti-
aloficocianina (APC) (CD62L) y CD8 [ conjugado con FITC a 4 °C durante 30 min. Las células se analizaron
mediante la comparacién de las células tetramero’CD8" CD62L"* en el bazo y en el tumor.

Resultados
Para analizar la capacidad de las fusiones de LLO y ActA para mejorar la inmunidad especifica para un antigeno, los

ratones se implantaron con células tumorales TC-1 y se inmunizaron con Lm-LLO-E7 (1 x 10’ UFC), Lm-E7 (1 x 10°
UFC), 0 Lm-ActA-E7 (2 x 10° UFC), o se dejaron sin tratamiento (virgen). Los tumores de los ratones de los grupos
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de Lm-LLO-E7 y Lm-ActA-E7 contenfan un mayor porcentaje de células T CD8" secretoras de IFN-gamma (Figura
12) y células CD8" especificas de tetrameros (Figura 13) que en los ratones administrados con Lm-E7 o virgenes.

Por lo tanto, Lm-LLO-E7 y Lm-ActA-E7 son eficaces en la induccién de células T CD8" infiltrantes del tumor y en la
regresion del tumor. En consecuencia, las fusiones de LLO y ActA son eficaces en los métodos y las composiciones
de la presente invencion.

Ejemplo 7: La fusién a una secuencia similar a PEST aumenta la inmunidad especifica a E7
Materiales y métodos experimentales
Construcciones

Lm-PEST-E7, una cepa de Listeria idéntica a Lm-LLO-E7, excepto porque contiene solo el promotor y los primeros
50 AA de LLO, se construy6 de la siguiente manera:

El promotor de hly y las regiones PEST se fusionaron con el gen E7 de longitud completa mediante corte y empalme
por PCR de extension del solapamiento (SOE). El gen de E7 y el fragmento de hly-PEST del gen se amplificaron a
partir del plasmido pGG-55, que contenia los primeros 441 aminoacidos de LLO, y se realiz6 el corte y empalme
entre si mediante técnicas de PCR convencionales. pVS16.5, el fragmento hly-PEST-E7 y el factor de
transcripcion de LM prfA se clonaron en el plasmido pAM401. El plasmido resultante se us6 para transformar a XFL-
7.

Lm-E7¢pi €s una cepa recombinante que secreta E7 sin la region PEST o un fragmento de LLO. El pldsmido usado
para transformar esta cepa contiene un fragmento génico del promotor de hly y la secuencia sefial fusionados al gen
de E7. Este constructo difiere del Lm-E7 original, que expresa una sola copia del gen E7 integrado en el cromosoma.
Lm-E7¢pi es totalmente isogénica para Lm-LLO-E7 y Lm-PEST-E7 excepto por la forma del antigeno E7 expresado.

Las cepas recombinantes se cultivaron en medio de infusién de corazén y cerebro (BHI) con cloramfenicol (20
mcg/ml). Las bacterias se congelaron en alicuotas a -80 °C.

Resultados

Para analizar el efecto sobre la antigenicidad de la fusién a una secuencia similar a PEST, la secuencia similar a
PEST de LLO se fusioné a E7. Se realizaron estudios de regresion tumoral, como se describe para el Ejemplo 1, en
paralelo con la cepa de Listeria que expresa LLO-E7 y E7 solos. Lm-LLO-E7 y Lm-PEST-E7 provocaron la regresion
de 5/8 y 3/8 tumores establecidos, respectivamente (Figura 14). Por el contrario, Lm-E7epi solo provocé regresion
tumoral en 1/8 ratones. Una diferencia estadisticamente significativa en los tamafios tumorales se observé entre los
tumores tratados con construcciones que contienen PEST (Lm-LLO-E7 o Lm-PEST-E7) y los tratados con Lm-E7epi
(prueba t de Student).

Para comparar los niveles de linfocitos especificos para E7 generados por las vacunas en el bazo, los bazos se
extrajeron en el dia 21 y se tifieron con anticuerpos para CD62L, CD8, y el tetrdmero E7/Db. Lm-E7ei indujo niveles
bajos de células T CD8" activadas positivas para tetramero E7 en el bazo, mientras que Lm-PEST-E7 y Lm-LLO-E7
indujeron 5 y 15 veces mas células, respectivamente (Figura 15A), un resultado que fue reproducible en 3
experimentos separados. Por lo tanto, la fusién a las secuencias similares a PEST increment6 la induccion de
esplenocitos positivos para tetrameros. La media y SE de los datos obtenidos a partir de los 3 experimentos (Figura
15B) demuestran el aumento significativo en células CD8" positivas para tetrameros por Lm-LLO-E7 y Lm-PEST-E7
sobre Lm-E7epi (P < 0,05 mediante prueba t de Student). Similarmente, la cantidad de células T CD8" con
especificidad antigénica, infiltrantes del tumor, fue mayor en los ratones vacunados con Lm-LLO-E7 y Lm-PEST-E7,
de manera reproducible en 3 experimentos (Figura 16A-B). Los valores promedio de TIL CD8" positivos para
tetrameros fueron significativamente mayores para Lm-LLO-E7 que para Lm-E7epi (P < 0,05; prueba t de Student).

Por lo tanto, las secuencias similares a PEST confieren aumento de la inmunogenicidad a los antigenos.

Ejemplo 8: El aumento de la inmunogenicidad por fusiéon de un antigeno a LLO no requiere un vector de Listeria
Materiales y métodos experimentales

Construccién de Vac-SigE7Lamp

La cepa WR de vaccinia se us6 como el recipiente, y el gen de fusion se escindié del plasmido de Listeria y se
insertd en pSC11 bajo el control del promotor de p75. Se escogi6 este vector porque es el vector de transferencia
usado para las construcciones de vaccinia Vac-Sige7Lamp y Vac-E7 y por lo tanto permite la comparacion directa

con Vac-LLO-E7. De esta manera los 3 recombinantes de vaccinia se expresaron bajo el control del mismo promotor
de compuesto temprano/tardio p7.5. Ademas, SC11 permite la seleccién de las placas virales recombinantes para la
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seleccién por TK y tamizaje de beta-galactosidasa. La Figura 17 representa las diversas construcciones de vaccinia
usadas en estos experimentos. Vac-SigE7Lamp es un virus de vaccinia recombinante que expreso la proteina E7
fusionada entre la secuencia sefial de la proteina de membrana asociada al lisosoma (LAMP-1) y la secuencia de la
cola citoplasmica de LAMP-1.

Se produjeron las siguientes modificaciones para permitir la expresién del producto génico por vaccinia: (a) la
secuencia TEXT que evita la transcripcion temprana por vaccinia se elimind de la porcién 5’ de la secuencia de LLO-
E7 mediante PCR; y (b) un sitio de restriccion Xmal adicional se introdujo mediante PCR para permitir la insercion
final de LLO-E7 en SC11. La introduccién con éxito de estos cambios (sin pérdida de la secuencia original que
codifica LLO-E7) se verificé mediante secuenciacion. La construccion pSC11-E7 resultante se uso para transfectar la
linea celular TK-vas CV1 que se habia infectado con la cepa de vaccinia de tipo silvestre, WR. Los lisados celulares
obtenidos a partir de esta etapa de co-infeccion/transfeccion contienen recombinantes de vaccinia que se purificaron
de las placas 3 veces. La expresion del producto de la fusion LLO-E7 por vaccinia que se purificé de las placas se
verificé6 mediante transferencia Western con el uso de un anticuerpo dirigido contra la secuencia de la proteina LLO.
La capacidad de Vac-LLO-E7 para producir células T CD8" especificas para LLO y E7 se determiné mediante el uso
de los epitopos de LLO (91-99) y E7 (49-57) de ratones Balb/c y C57/BL6, respectivamente. Los resultados se
confirmaron en un ensayo de liberacion de cromio.

Resultados

Para determinar si el aumento de la inmunogenicidad por la fusion de un antigeno a LLO requiere un vector de
Listeria, se construy6 un vector de vaccinia que expresa E7 como una proteina de fusion con una forma truncada no
hemolitica de LLO. Los estudios de rechazo de tumores se realizaron con TC-1 como se describié en Ejemplos
anteriores, pero con inicio del tratamiento cuando los tumores tuvieron 3 mm de diametro (Figura 18). Hacia el dia
76, el 50 % de los ratones tratados con Vac-LLO-E7 estaban libres de tumor, mientras que solo el 25 % de los
ratones Vac-SigE7Lamp estaban libres de tumor. En otros experimentos, se demostré6 que las fusiones LLO-
antigeno son mas inmunogénicas que el péptido E7 mezclado con SBAS2 u oligonucleétidos CpG no metilados en
una comparacion lado a lado.

Estos resultados muestran que (a) las fusiones LLO-antigeno son inmunogénicas no solo en el contexto
de Listeria, sino ademas en otros contextos; y (b) la inmunogenicidad de las fusiones LLO-antigeno se compara
favorablemente con otros enfoques de vacunas conocidos por su eficacia.
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Asn

Pro

Ala

Met

Gln

Trp

val

235

Ser

Glu

Ala

Thr

Gly

315

Pro

Ser

Ala

Thr

Lys

Gln

Pro

val

220

Asp

Glu

Len

Pro

Asp

300

Phe

Pro

Len

Ile

Glu
380

39

Glu

Ser

Phe

205

Arg

Lys

Glu

Arg

aAla

285

Glu

Asn

Pro

Asp

Asn

368

Glu

Ser

Ala

190

Phe

Asp

Ser

Val

Leu

270

Thr

Glu

Ala

Thr

Ser

350

Arg

Glu

Val

175

Asp

Pro

Lys

Ala

Asn

255

Ala

Ser

Leu

Pro

Glu

335

Ser

His

Leu

Ala

Glu

Lys

Ile

Gly

240

Ala

Leu

Glu

Arg

Ala

320

Asp

Phe

Ser

Asn



10

15

20

atgcgtgecga
atatttgecag
aaaacagaag
gtaagtteac
gcagacctaa
aacagtgaac
gctatacaag
aaaagaagga
aaaccaacaa
agtgacttag
aaccaacaac
cgtgataaaa
ttaattgace
ccaccaccta
tttaatgete
gaagagttaa
acatcggaac
atccgggaaa
agaaatgcta
gaagagttga
<210> 6

<211> 32
<212> PRT

tgatggtggt
cgacagatag
agcaaccaag
gtgatattaa
tagcaatgtt
aaactgagaa
tggagcgteg
aagccatage
aagtaaataa
attctagcat
catttttcece
tcgacgaaaa
aattattaac
cggatgaaga
ctgcotacate
gacttgettt
cgagctegtt
cagcatcete
ttaategeoca

acgggagagg

tttecattact
cgaagattct
cgaggtaaat
agaactagaa
gaaagaaaaa
tgeggectata
tcatccagga
atcatcggat
gaaaaaagtg
gcagtcagca
taaagtattt
tcctgaagta
caaaaagaaa
gttaagactt
agaaccgagc
gccagagacg
cgaatttecca
gcetagattet
tagtcaaaat

cggtagacca

<213> Listeria monocytogenes

<400> 6
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gccaattgea
agtctaaaca
acgggaccaa
aaatcgaata
gcagaaaaag
aatgaagagyg
ttgccatcgg
agtgagcttg
gcgaaagagt
gatgagtctt
aaaaaaataa
aagaaagcga
agtgaagagg
gctttgeccag
tcattegaat
ccaatgctte
ccgectccaa
agttttacaa

ttatectgatt

ttacgattaa
cagatgaatg
gatacgaaac
aagtgagaaa
gtccaaatat
cttcaggage
atagcgcagce
aaagccttac
cagttgcgga
caccacaacc
aagatgcggyg
ttgttgataa
taaatgette
agacaccaat
ttecaccace
ttggttttaa
cagaagatga
gaggggattt

tcccaccaat

ccccgacata
ggaagaagaa
tgcacgtgaa
tacgaacaaa
caataataac
cgaccgacca
ggaaattaaa
ttatccggat
tgcttctgaa
tttaaaagca
gaaatgggta
aagtgcaggg
ggactteoceg
gottecttggt
acctacggat
tgctecetget
actagaaatc
agctagtttg

cccaacagaa

Lys Glu Asn Ser Ile Ser Ser Met Ala Pro Preo Ala Ser Pro Pro Ala

1

5

10

15

Ser Pro Lys Thr Pro Ile Glu Lys Lys His Ala Asp Glu Ile Asp Lys

<210>7
<211>19
<212> PRT

20

<213> Listeria monocytogenes

<400> 7

25

30

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

1

5

Ser Pro Lys

<210>8
<211> 14
<212> PRT

<213> Listeria monocytogenes

10

40

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1170
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15

20

25

30

35

40
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<400> 8

Lys Thr Glu Glu Gln Pro Ser Glu Vval Asn Thr Gly Pro Arg

1 5 10

<210>9

<211> 28

<212> PRT

<213> Listeria monocytogenes

<400>9

Lys Ala Ser Val Thr Asp Thr Ser Glu Gly Asp Leu Asp Ser Ser Met
1 5 10 15

Gln Ser Ala Asp Glu Ser Thr Pro Gln Pro Leu Lys
20 25

<210> 10

<211>20

<212> PRT

<213> Listeria monocytogenes

<400> 10
Lys Asn Glu Glu Val Asn Ala Ser Asp Phe Pro Pro Pro Pro Thr Asp
1 5 10 15

Glu Glu Leu Arg
20

<210>11

<211> 33

<212> PRT

<213> Listeria monocytogenes

<400> 11
Arg Gly Gly Ile Pro Thr Ser Glu Glu Phe Ser Ser Leu Asn Ser Gly

1 5 10 15

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

Arg

<210> 12

<211>19

<212> PRT

<213> Listeria seeligeri

<400> 12
Arg Ser Glu Val Thr Ile Ser Pro Ala Glu Thr Pro Glu Ser Pro Pro
1 5 10 15

Ala Thr Pro

<210> 13

<211>17

<212> PRT

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 13
Lys Gln Asn Thr Ala Ser Thr Glu Thr Thr Thr Thr Asn Glu Gln Pro
1 5 10 15

Lys

41
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<210> 14

<211> 17

<212> PRT

<213> Streptococcus equisimilis

<400> 14
Lys Gln Asn Thr Ala Asn Thr Glu Thr Thr Thr Thr Asn Glu Gln Pro

1 5 10 15

Lys

<210> 15

<211> 2322

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15
Met Gln Ser Gly Arg Gly Pro Pro Leu Pro Ala Pro Gly Leu Ala Leu

42



Ala

Phe

Ile

Leu

Gly

Gln

val

Leu

Gly

145

Gly

Gly

Ala

Pro

Thr

225

Phe

Leu

Gly

Asp

50

Leu

Arg

Thr

Leu

Asn

130

Leu

Thr

Arg

Glu

His

210

Leu

Gln

Thr

Glu

Leu

Ala

Leu

Pro

Thr

115

Ala

Phe

Ser

Ser

Glu

195

Ser

Glu

Ala

Leu

20

Asn

Gln

Ala

Gln

ala

100

Val

Ser

Val

Arg

Leu

180

Phe

Leu

Phe

Gly

Thr

His

Leu

Gly

Val

85

Glu

val

Ser

Gly

Pro

165

Leu

Ser

Ala

Thr

Gly
245

Met

Leu

Gln

Bro

70

Arg

Thr

Glu

Ala

Gly

150

Leu

Arg

Ala

Ala

Leu

230

Arg

Leu

Glu

Phe

55

Ala

Leu

Leu

Gly

Val

135

Thr

Arg

Pro

Ser

Phe

215

Thr

Arg

Ala

Val

40

Ser

Asp

Val

Leu

Trp

120

Pro

Gly

Gly

Leu

Asp

200

Pro

Thr

Gly
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Arg

25

Pro

Thr

His

Len

Ser

105

Ala

Gly

Thr

Cys

Thr

185

Asp

Ala

Gln

Asp

10

Leu

Val

Ser

Leu

Gly

Asp

Thr

Ala

Leu

Leu

170

Pro

val

Trp

Ser

Fhe
250

Ala

ala

Gln

Leu

15

Gln

Ser

Leu

Pro

Gly

155

His

Asp

ala

Gly

Arg

235

Ile

Ser

Thr

Pro

60

Leu

Glu

Ile

Ser

Leu

140

Leu

Ala

val

Leu

Thr

220

Gln

Tyr

43

Ala

Ala

45

Glu

Gln

Glu

Pro

val

125

Glu

Pro

Ala

His

Gly

205

Gln

Ala

Val

Ala

30

Leu

Ala

Leu

Leu

His

110

Asp

val

Tyr

Thr

Glu

190

Phe

Asp

Pro

Asp

15

Ser

Thr

Leu

Tyr

Arg

Thr

Gly

Pro

Leu

Leu

175

Gly

Ser

Glu

Leu

Ile
255

Phe

Asp

Leu

Ser

Leu

val

Phe

Tyr

Arg

160

Asn

Cys

Gly

Gly

Ala

240

Phe



Glu

Leu

val

Thr

305

Ser

Glu

Gly

Glu

Glu

385

Leu

Pro

Thr

Trp

Lys

465

Leu

Leu

Gly

His

His

290

His

Leu

His

Cys

Ala

370

Glu

Ala

Glu

Ile

Arg

450

Ser

Glu

Asp

His

Asn

275

Ile

Thr

Leu

Arg

Met

355

Leu

Tyr

Pro

Pro

Ser

435

His

Gln

Leu

val

Leu

260

Ser

Asn

Ser

Leu

Leu

3490

Glu

Leu

Glu

Glu

Gly

420

Pro

val

val

Asp

val
500

Arg

Val

Ala

Asn

Gly

325

Gly

Asp

Thz

Asp

Ala

405

Leu

Leu

Gln

Leu

Ile

485

AsSn

Ala

Pro

His

Arg

310

Gly

Leu

Leu

Arg

Asp

3%0

Irp

Pro

Val

Pro

Phe

470

Fro

Arg

Val

Val

Arg

295

Gly

Leu

Thr

Sear

Asn

375

Ala

Pro

Pro

Val

Thr

455

Ser

Gly

Lys

Val

Ala

280

Leu

val

Asp

Pro

val

360

Met

Tyr

Ala

val

Ala

440

Len

Val

Ala

Ala

Glu

265

Asp

Glu

Leu

Ala

Glu

345

Asn

Ala

Gly

Met

Phe

425

Glu

Asp

Thr

Gln

Arg
505
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Lys

Gly

Ile

Ser

Glu

330

Ala

Gly

Ala

Hisg

Glu

410

Ala

Gly

Leu

Arg

Ala

490

Fhe

Gly

Gln

Ser

Tyr

315

Ala

Thr

Gln

Gly

Tyr

395

Leu

Asn

Gly

Met

Gly

475

Arg

Ile

Gln

Bro

Val

300

Leu

Ser

Asn

Arg

Cys

380

Glu

Pro

Fhe

Thr

Glu

460

Ala

Lys

His

44

Gly

His

285

Asp

Glu

Arg

Ala

Arg

365

Arg

Ala

Glu

Thr

Ala

445

Ala

Arg

Met

Asp

Thr

270

Glu

Gln

Pro

His

Ser

350

Gly

Leu

Phe

Pro

Gln
430

Trp

Glu

His

Phe

Gly
510

Val

Val

Tyr

Arg

Leu

335

Leu

Leu

Glu

Ser

Cys

415

Leu

Leu

Leu

Gly

Thr

495

Ser

Leu

Ser

Pro

Gly

320

Gln

Leu

Arg

Glu

Thr

400

val

Leu

Glu

Arg

Glu

480

Leu

Glu



Asp

Pro

Gln

545

Ser

val

Gln

Pro

Ser

625

Arg

val

Leu

Glu

Gly

705

Glu

Glu

Tyr

Thr

Met

530

val

Leu

Fhe

val

Gly

€10

Leu

val

Ala

Ala

Thr

€90

Ala

Gly

Gln

Asp

Ser

515

Pro

Asn

Met

Gln

Len

595

Glu

Val

Ser

Ile

Gln

675

Asn

Len

Ala

Gly

Thr
755

Asp

Ser

Proc

val

Ala

580

Gly

Pro

Tyr

Asp

Arg

660

Gly

Ala

Gln

Glu

Arg

740

val

Gln

Cys

val

Ile

565

Tyr

Thr

Ala

Val

Gly

645

Pro

Ser

Val

Phe

Trp
725

Val

Glu

Leu

Leu

Asn

550

Leu

Asp

Ser

Thr

His

630

Leu

Bla

Ala

Gly

Gly

710

Trp

Arg

Asn

Val

Arg

535

Asp

Glu

Pro

Ser

Glu

615

Arg

Gln

Ile

Met

Gln

695

Glu

Ala

Tyr

Leu

Leu

520

Arg

Pro

His

Asp

Gly

600

Phe

Gly

Ala

Gln

Pro

680

Asp

Len

Thr

Leu

Ala
760

Glu

Gly

Pro

Thr

Ser

585

Leu

Sar

Gly

Ser

Ile

665

Ile

Val

Gln

Gln

Ser

745

Leu
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Val

Gln

His

Gln

570

Ala

Pro

Cys

Pro

Pro

€50

His

Leu

Ser

Lys

Ala

730

Thr

Glu

Ser

Thr

Ile

555

Lys

Cys

Val

Arg

Ala

635

Pro

Arg

Pro

Val

Gln

715

Phe

Asp

val

Val

Tyr

540

Ile

Pro

Glu

Glu

Glu

620

Gln

Ala

Ser

Ala

Leu

700

Gly

His

Pro

Gln

45

Thr

525

Leu

Phe

Leu

Gly

Arg

605

Leu

Asp

Thr

Thr

Asn

685

Phe

Ala

Gln

Gln

val
765

2la

Leu

Pro

Gly

Leu

590

Arg

Glu

Leu

Leu

Gly

€70

Leu

Arg

Gly

aArg

His

750

Gly

Arg

Pro

His

Pro

575

Thr

Asp

Ala

Thx

Lys

655

Leu

Ser

Val

Gly

Asp

735

His

Gln

val

Ile

Gly

560

Glu

Phe

Gln

Gly

Phe

640

val

Arg

val

Thr

val

720

Val

Ala

Glu
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Ile Leu Ser Asn Leu Ser Phe Pro Val Thr Ile Gln Arg Ala Thr Val
770 775 780

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 Prc 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
800 905 910

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
830 935 840

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
565 370 975

Ser Glu Thr Thr Glu Asp Asp Ile Pro Phe val Ala Thr Arg Gln Gly
880 985 990

Glu Ser Ser Gly Asp Met Ala Trp Glu Glu Val Arg Gly Val Phe Arg
985 1000 1005

Val Ala Ile Gln Pre Val Asn Asp His Ala Pro Val Gln Thr Ile

46



Ser

Thr

Ala

val

Glu

Asp

Ala

val

Thr

Arg

Trp

Gln

Ser

Pro

Gly

1010

Arg
1025

Asp
1040

Gln
1055

Ala
1070

Asp
1085

Arg
1100

Thr
1115

Ala
1130

Ile
1145

Ser
1160

Gly
1175

Gln
1190

Leu
1205

Val
1220

Pro
1235

Ile

Asp

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

Asn

Asp

Gly

Gln

Asp

Ser

His

Leu

Phe

val

val

Asp

Arg

Trp

Leu

Gly

Thr

Asp

Leu

Leu

Pro

Thr

Ala

His

aAla

Leu

Glu

Lys

Ile

Leu

Ser

Ala

Glu

val

Leu

Arg

Asp

Pro

Val

Phe

Thr

Pro

Arg

Gln

Glu

Ser

Val

Val

Arg

Asp

Asp

Ala

Leu

1015

Ala
1030

Ser
1045

Arg
1060

Thr
1075

Arg
1090

Leu
1105

Vval
1120

Leu
1135

Leu
1150

His
1165

Ala
1180

Gly
1195

Thr
1210

Thr
1225

Lys
1240

Arg

Asp

Lys

Arg

Val

Gln

Gln

Val

His

Tyr

Gly

ala

Met

Leu

Leu
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Gly

Ala

Asp

Pro

Leu

Val

Ala

val

Leu

His

Gln

val

Ala

Gln

val

Gly

Asp

Leu

Ile

Phe

Ser

Ser

Pro

Asp

Val

Pro

Leu

Phe

Val

Arg

Arg

Ser

Leu

Tyr

Val

Asgp

Glu

Gln

Thr

Thr

Ala

Tyr

Ser

Thr

His

1020

Arg
1035

Gly
1050

Phe
1065

Arg
1080

His
1035

Gly
1110

Pro
1125

Gly
1140

Asn
1155

Ala
1170

Thr
1185

Ser
1200

val
1215

Ile
1230

Lys
1245

47

Leu

Phe

Gly

Phe

Ser

Gln

Tyr

Gly

Leu

Gly

Ala

His

Glu

Ala

Lys

Leu

Ala

Ser

Thr

Gly

His

Leu

Gln

Asp

Pro

Phe

Asn

Ala

Leu

Ile

Thr

Asp

Ile

Gln

Ala

Gln

Arg

Gly

Ile

Arg

Ser

Gly

Gly

Glu

Tyr



Val

Ala

Lys

Ala

Ser

Arg

Gly

Leu

Glu

Gly

Glu

Ala

Leu

Phe

Pro

Pro

Phe
1250

Ala
1265

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

Gln

Gln

Pro

Ala

Glu

Glu

Gly

Ala

Gly

Tyr

Pro

Thr

Arg

Leu

Ala

Leu

Gly

Glu

Pro

Asp

Ala

Ala

Ala

Ala

Ser

Phe

Gln

Leu

Tyr

Met

Phe

Thr

Glu

Ala

Ser

Glu

val

Irp

Pro

Ile

Leu

Pro

His

Ser

Val

Ala

Thr

Thr

Ala

Val

Ala

Pro

Asp

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Gly

Ala

His

Asn

Val

Asn

Ala
1255

Pro
1270

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

Pro

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Glu

Ala

Leu

Leu

Ser

Gly

Ser

val

Gly
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Ile

Ala

Leu

Leu

Arg

Phe

Val

Ala

Pro

Gly

Gln

Trp

Ser

Glu

Leu

Leu

Arg

Asp

val

Asp

val

Ser

Leu

Gln

Pro

Leu

Lys

Arg

Glu

Met

Pro

Gln

Arg Asp
1260

Tle Val
1275

Met Val
1290

Pro val
1305

Leu Tyr
1320

Leu Asp
1335

Val Glu
1350

Asn Phe
1365

Leu Leu
1380

Ser Leu
1395

Glu Asp
1410

Met Val
1425

Thr Leu
1440

Asp Arg
1455

Val Asn
1470

Met Trp
1485

48

Gln

Phe

Ser

Gln

Leu

Val

Leu

Ser

Arg

Glo

Gly

Glu

Thr

Gln

Asp

Glu

Leu

Ser

Arg

Ser

His

Ala

Glu

Val

val

val

Pro

Glu

Asp

Ser

Gln

Gly

Glu

Val

Gly

Phe

Ser

Ser

Val

Pro

Ser

Leu

Gln

Gln

Ser

His

Pro

Ala



Thr

Ser

Gly

Phe

Arg

Glu

Gln

Pro

Ser

Arg

Thr

Gly

Glu

Arg

aAla

Trp

Ala
1490

Gly
1505

Arg
1520

Thr
1535

Gly
1550

His
1565

Val
1580

Gly
1595

Ser
1610

Gly
1625

Gly
1640

Asgn
1655

Ala
1670

Asp
1685

Cys
1700

val
1715

Pro

Ser

val

Gln

Thr

Thr

Leu

Ser

Ala

Pro

Glu

Ile

His

Val

Pro

Pro

Ile

Glu

Vval

ala

Leu

Ser

Leu

Val

Gly

Gln

Ala

Leu

Asp

Ala

Gln

Glu

Pro

Asp

Leu

Gln

Asp

Pro

Ser

Gln

Thr

Leu

Leu

Tyr

Thr

Ala

Arg

Gly

Ala

Leu

Arg

Leu

Gly

Gly

Leu

Pro

Asp

Gly

Val

Glu

Leu

Thr

Pro

Gln

Glu
1495

Val
1510

Gly
1525

Asp
1540

Gly
1555

His
1570

Lys
1585

Leu
1600

Pro
1615

Arg
1630

Asn
1645

His
16560

Glu
1675

Leu
1630

Ser
1705

Arg
1720

Ala

Tyr

Ala

Gly

Phe

Phe

Gly

Ser

Gln

Leu

Phe

Glu

Len

Ala

His

Ala
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Leu

Thr

Pro

Gly

Arg

Phe

Ser

Ser

Leu

Phe

Thr

Met

Gln

Val

Leu

Arg

Arg

Ile

Gly

Leun

Phe

Arg

Gln

Gln

Leu

His

Gln

Pro

TLen

Ala

Trp

Ile

Ser Thr
1500

Glu Gln
1515

Thr Glu
1530

Vval Leu
1545

Arg Leu
1560

Val Thr
1575

Thr Leu
1590

Thr Leu
1605

Leu Tyr
1620

aAla Gln
1635

Ala Glu
1650

Pro Glu
1665

Ser Ser
1680

Val Ser
1695

Lys Asn
1710

Thr val
1725

49

Asp

Pro

val

Phe

Ser

Ala

Thr

Arg

Arg

Glo

val

Pro

Pro

Phe

Lys

Ala

Gly

Ser

Arg

Ser

Asp

Gln

Val

Ala

val

Asp

Tyr

Phe

Pro

Glu

Gly

Ala

Asp

Asn

Ser

His

Gly

Lys

Cys

Ser

Val

Ser

Ala

Trp

Ala

Ala

Leu

Leu



Asp

Glu

Gln

Phe

Gly

Leu

Glu

Gln

Ala

Ala

Gly

Phe

Asn

Gly

Pro

Gln

Ala
1730

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
1340

Ala

Ser

Asp

Leu

Gln

Gly

Gly

Phe

Gln

Ile

Gly

Leu

Gln

Ser

Ser

Ala

Leu

Asn

val

Val

Ser

Gly

Pro

Ala

Ala

Ser

Glu

Ser

Ala

Ser

Pro

Ile

Gly

Leu

Leu

Ser

Gln

Thr

Ala

Ile

Ser

Arg

Ile

Leu

Asp

val

Pro

Glu

Arg

Leu

Phe

Glu

Leu

Gln

Gly

Thr

Val

Ala

Glu

Val

val

Ala

Leu

Vval

Ser

Ala
1735

Gln
1750

Glu
1765

Ala
1780

Gln
1795

Ala
1810

val
1825

Pro
1840

Gln
1855

Tyr
1870

Gly
1885

Asp
1800

Gly
1915

Pro
1830

Gln
1845

Ser

Ser

val

Pro

Ala

Asp

Ser

Arg

Leu

Leu

Glu

Gly

Ser

Ile

Met

Leu

Leu
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Vval

Thr

Leu

Gly

Gly

Val

Asp

Arg

Ser

val

Gly

Gly

Phe

Ser

Ser

Pro

Gln

His

Gln

Fhe

Ala

val

Leu

Val

Gln

Leu

Arg

Gln

Leu

Ala

Gln

Ser

Phe

Ala

Leu

His

Gly

Asn

Thr

Val

Arg

Gly

Leu

Leu

Ala

Pro

Gln

Pro
1740

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

50

Gln

Ser

Gln

Tyr

Arg

Gln

Arg

Gly

Pro

Pro

Val

Phe

Met

Asp

Glu

Leu

Arg

Arg

Pro

Ala

Ala

Thr

Pro

Ser

Asp

His

Thr

val

Ser

Ile

val

Arg

Ser

Gly

His

His

His

Ser

Pro

Arg

Ser

Asn

Arg

Ala

Asp

Leu

Pro

vVal



val

Gly

Ala

Phe

Leu

Arg

Ala

Ala

Pro

Pro

Glu

Ala

Gln

Pro

Pro

1955

Ser
1970

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

Asp

Gln

Ser

Asgn

Arg

Leu

Leu

Arg

His

Gly

Gly

Gly

val

Asn

Ala

Arg

Tyr

Gln

Phe

Gly

Leu

Arg

Thr

Gly

Ser

Arg

Pro

Pro

Ala

Ala

Glu

Gly

Phe

Ser

Val

His

Leu

Gly

Arg

Gln

Leu

Ala

Pro

Ala

Arg

Glu

His

Gln

Ser

Asn

Val

Asp

Ser

Val

Leu

Gly

Gly

Ala

Arg

Thr

1960

Pro
1975

Leu
1990

Ile
2008

Ser
2020

Ala
2035

Trp
2050

Fro
2065

Val
2080

Val
2098

Val
2110

Leu
2125

Asp
2140

Val
2155

Pro
2170

Glu
2185

Glu

Leu

Asp

His

Ser

Ala

Thr

Pro

Arg

Glu

Glu

Ser

Ala

Tyr

Ala
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Ala

vVal

Gln

Asp

Ala

Gly

Val

Arg

Val

Gln

val

Leu

Ser

Ser

Gly

Ala

Gly

Gly

His

Val

Gly

Leu

Phe

Pro

Phe

Gly

Thr

Leu

Val

Lys

Tyr

Gly

Glu

Phe

Val

Pro

Asp

Arg

Arg

Thr

Arg

Leu

Asp

Ala

Pro

1965

Arg
1980

Arg
1985

val
2010

Arg
2025

Asn
2040

Trp
29055

Ala
2070

Leu
2085

Ala
2100

Gln
2115

Pro
2130

Glu
2145

Phe
2160

Leu
2175

Glu
2150

51

Leu

Pro

val

Vval

Val

Pro

Gly

Leu

Arg

Gln

Glu

Leu

Ala

Leu

Ser

Ile

Thr

Phe

Leu

Thr

Gln

Glu

Glu

Thr

Asp

Gly

Trp

Thr

Ser

Ser

Gln

Ser

Ala

Ala

Val

Gly

Leu

Gly

Glu

Leu

Arg

aAla

Glu

val

Thr



10

Pro Thr Gly Glu Pro Gly Pro Met
2195 2200

Vval Ala Lys Gly Gly Phe Leu Ser
2210 2215

Ser Val Ile Ile Pro Met Cys Leu
2225 2230

Ile Leu Pro Leu Leu Phe Tyr Leu
2240 2245

Lys His Asp Val Gln Val Leu Thr
2255 2260

Ala Gly &Asp Thr Glu Thr Phe Arg
2270 2275

Ile Pro Leu Thr Ala Val Pro Gly
2285 2290

Gln Pro Asp Prc Glu Leu Leu Gln
2300 2305

Ala Leu Lys Asn Gly Gln Tyr Trp
2315 2320

<210> 16

<211> 7011

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

atgcagteocg gccgocggece cccacttceca

actatgttgg ccagacttge atcegegget

cctgtggeca cggetctgac cgacatagac

gaagcdcctae ttotoatgge agcaggccca

ggacgcctge aggtcagact tgttcectggge

gagacgctge tgagtgacte catcecccac

gccacgttgt cagtcgatgg gtttotgaac

gaggtcoect atgggetett tgttgggggc

ggaaccaged gaccactgag gggttgecte

cteceggecte tgacccoccecga tgtgcatgag

gatgtggcce tgggettete tgggecccac

ES 2657 168 T3

Ala Ser

Phe Leu

Val Leu

Arg Lys

Ala Lys

Lys Val

Gln Gly

Phe Cys

val

gccocecggec
tackttctteg
ctgcagctge
gotgaccace
caggaggagc
actgtggtge
goctectcag
actgggacee
catgcageoca
ggctgtgetg

tetetggetg

Ser

Glu

Leu

Arg

Pro

Glu

Pro

Arg

Pro Glu

2205

Ala
2220

Asn

Leu Leu

2235

Asn
2250

Lys

Arg Asn

2265

Pro
2280

Gly

Pro Pro

2285

Thr
2310

Pro

tggcecttgge
gtgagaacca
agttctccac
tactgetgeoa
tgaggctgea
tgactgtegt
cagtcccagg
ttggoctgec
ccoctcaatgg
aagagtttte

ccttecctge

52

Pro Ala

Met Phe

aAla Leu

Thr Gly

Gly Leu

Gln Ala

Gly Gly

Asn Pro

tttgaccctg
cctggaggtyg
gtcccagecce
gotcotactet
gactccagca
agagggctgg
agccccccta
ctacctgagg
cogeagecte
tgccagtgat

ctggggcact

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660



caggacgaag
ttccaggcag
cgggccgtgg
gatgggcage
gaccagtacc
agtctectte
ggcctgacac
aatggecaga
aggctggagyg
ctggcecctg
ctgeccteetg
gaggggggca
gctgagetge
ctegagetgyg
aaccgcaagg
gaggtgtegg
ctcctgecca
agcctcatgg
tatgaccecgg
ctceceegtgg
ttggaggeeg
cgggtcagcy
ccggecatac
atcttgccceg
tteegegtea
gagggtgctg
gtgaggtacce
ctggaggtge
agagccactg
acccteaceca

ttecattatg

gaaccectaga
ggggccggcy
tggagaaggyg
ccecatgaggt
ctacgcatac
tegggggget
cagaggccac
ggeggggget
aggaggagta
aggcttggee
tctttgeccaa
cagccectgget
gcaaatccca
acatceceggg
cccgcttcat
tgacggeteg
tccaggtcaa
tgatcctgga
actctgecctg
agcgccgaga
geagectagt
atggactgca
agatccaccg
ccaacctgtce
ctggggecct
agtggtggge
tgagcactga
aggtgggcca
tgtggatgcet
cagcccacct

aggtggttca

gtttacactce
tggggacttc
ccagggtace
cagtgtccac
ttegaacega
ggatgcagag
caatgcctcc
gcgggaagot
tgaggacgat
agccatggag
tttcacccag
tgagtggagy
ggtgctgttc
agcccaggca
ccacgatggc
ggtgcececatg
cectgteoaat
acacacgcag
tgagggcctc
ccagectggg
ctatgtecac
ggccagcecco
cagcacaggg
ggtggagacc
gcagtttggg
cacacaggcg
cocacageac
ggagatcctg
geggetggag
ggaggccacc

ggcteccagy
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accacacaga
atctatgtgg
gkbattgctec
atcaatgctc
ggagtectea
gectetegta
ctgctgggcet
ttgetgacga
goectatggac
ctgcctgage
ctgctgacta
catgtgcage
agcgtgaccc
cgaaaaatgt
tctgaggaca
ccectcatgee
gacccaccec
aagccgctgg
accttccagg
gagccggcega
cgeggtggte
ccggecacgco
ttgcgactgg
aatgccgtgg
gagctgcaga
ttccaccage
cacgcttacy
agcaatctgt
ccactgcaca
ctggaggagg

aaaggcaace

geceggeagge
acatatttga
acaacagtgt
accggctgga
getacetgga
acctocagga
gcatggaaga
goaaaatgge
attatgaage
catgcgtgee
tcagcccact
ccacgctgga
gaggggcacg
teaccetecot
cctccgacca
tteggagggg
acatcatectt
ggcctgaggt
tecttggecac
ccgagttcte
ctgoacagga
tgaaggtggt
cccaaggcetce
ggcaggatgt
agcaggggge
gggatgtgga
acaccgtgga
cctteoccagt
ctcagaacac
caggcccaag

ttcaactaca

53

accettggece
gggccacctg
gocctgtggec
aatctcogtg
gecacggggce
acaccgectg
cctcagtgte
agacggotga
tttctccace
tgagccaggg
ggtggtggcece
cctgatggag
ccatggcgag
ggacgtggtg
gctggtgectg
ccaaacatac
cccacatgge
tttccaggec
ctectetgge
ctgecgggag
cttgacgtte
ggccatcegyg
tgccatgece
gagcgtgetg
aggtggggtyg
gcagggccge
gaacetggea
gaccatccag
ccagcaggag
ccocccaace

gggcacaagyqg

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

13290

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



ctgtcagatg
gccacagcac
ccatatttct
gtectcacca
cacctctttg
cgecatggga
accaatgaag
gaagatgata
gaggaggtac
cagaccatca
gacgtggeet
aaggacctcc
ttcacccagg
ggctggatce
caggcctegg
ggccagggca
ggggatgagg
ggtcagccag
cacaatggca
cacacggatg
ctggtcogge
cagctggagg
ccaccgagtg
agoctggace
ctgecacteooe
ggtgctceee
gaggcgcaaa
cgtgtetocg
ccccagcatyg
teetggagaa
acagacagtt

gccttcactg

gecaggygcett
gtgecctcaga
ccccactcta
atgtectect
tcaagagtct
ggttggettg
acctgttgeg
teccatttgt
ggggtgtctt
geceggatcett
tecagegatge
tetttggeag
aggacctcag
agctgcaggt
aaccctacct
ccatcgacac
tecactacca
ccacagcectt
gcotecageee
ccaccctaca
acaagaagat
cagcccagga
ccggectacet
ctotgcagag
gcectgaggce
tcgagggegt
acttcagoegt
ggecectactt
gagccctgca
tggtggaaga
ttgtectgat

tcactgtcct

cacccaggat
ggcagtcogag
taccttccece
cgtggtgect
caacagtgcc
gegtgggaca
tggeeggetg
tgctacececge
ccgagtggec
ccatgtggee
tgacteggge
tategtggece
gaagaggcga
gtccgacggg
ccgtgtggeco
ggcegtgete
cgtcacagcet
ctecccagecag
ccgogacaceo
agtgaccatt
ctacgtctte
ggecagtgecca
ggtgatggtyg
cttotoccag
ctggagcegat
ccttgtggag
cectgagggt
ceccactete
gaaggaggac
geagetgate
ggctaatgee

gcctgtcaat
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gacatacagyg
gacaccttece
atccacattg
gagggtggtg
agctacctct
caggacaaga
gtctaccage
cagggcgaga
atccagcccg
cggggtggge
tttgetgacg
gtagatgagce
gtactgttcg
caacaccagg
aacggctcca
cacctggaca
ggceeccteget
gacctgetgg
atggcecttet
gecctagagg
cagggagagy
cctgecagaca
tegegtggey
gaggcagtgyg
gecttoctege
ctggaggtge
ggcagectca
ctgggoctca
ggacctcaag
cgctacgtge
tecgagatgg

gaccaacccc

ctggeegggt
gtttecgtgt
gtggtgaccc
agggtgteet
atgaggtcat
ccactatggt
atgatgactc
gcagtggtga
tgaatgacca
ggcggetget
cccagetggt
ccacgcggec
tgcactcagg
ccactgeoget
geocttgtggt
ccaacctcga
ggggacagct
atggggecgt
ccgtggaage
geccactgge
cagctgagat
tegtattcte
ccttggoaga
acacaggcayg
tggatgtgge
tgeeccgetge
ccctggecae
goecktgecaggt
ccaggacect
atgacgggag
atcgecagag

ccatcctcac

54

gacctatggy
cacagctcca
agatgcgect
ctetgoetgae
ggagcggecc
gacatcctte
cgagaccaca
catggeoetgg
cgcceectgtg
gactacagac
gettaceege
catctacecge
ggctgacecgt
gctggaggtg
ccctcaaggyg
catcecgcagt
agtceggget
tctctatage
agggccagtg
cccactgaag
cagaagggac
agtgaagagec
tgagcracce
ggtoctgtac
ctcaggectyg
catcccacta
tacactgete
gaetggageoca
cagcgectte
cgagacactg
ccatectgtyg

tacaaacaca

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3%60
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

4440



ggcctgeaga
gacggcgact
gtagtgectge
ggcgggeteg
tetgacggeg
ctoctetege
agcagtcaga
cegtgtggtge
gaggccctyg
gagatgcccc
ccgectgecce
ccccagagec
gccaggatca
cagegetceag
ttggtgtcecg
gcagggeage
cgtgceccace
tttgccatca
ctccggetea
ccagactcag
ctcageetgy
tcagggcggce
atgtctgatg
gccatcgagg
ctgagcocage
ctcatccagg
agccaattecd
catgaccact
gtcactgtga
ctgegectgyg

cegegetteco

tgtgggaggy
ctgggtctga
ggggggegec
tgectgttcte
agcacactte
tgaagggcag
cectecaggge
gggygccacca
tgaacttcac
ccgagccctt
gggacgtggce
ccagccacct
ccgtggetge
agcatgatgt
aggagcccct
tagtgtatge
tccaggggec
cggtgaggga
ccegaggcete
ctectgggga
tgggtggtgg
tggcecttegt
gggccagceee
tgecagctgeg
agcagcteeg
gaccccagta
agatagacca
tcagagtect
gggetctget
accccacegt

gectectgga

ggccactgeg
ggatctggtc
gggcactgag
acacagagga
coceggacac
ccagacactg
cagctccage
gctaggecgg
tcagygcagayg
ttgggaggcce
cgccaccctt
ctggaagaac
tetggatgee
getettecag
ccatgctggg
ccacggeggt
agcaggggec
tgtaaatgag
tegtgecceoco
gattgagtac
cetggggece
ggccaacggg
accectgece
ggcacccctg
ggtggtttea
tgggcatctc
gggcgagygtg
ggcactgget
geatgtgtgg
cctagatget

gggaccccgg
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ccacateocctg
tacaccatcg
gkgcgecaget
accctggatg
ttettecgag
actgtetgea
gcaggcactg
ctgttecacg
gtetacgetyg
catgataccc
gctgtggctyg
aaaggtctct
tccaatctcet
gtcacacagt
cagccccact
gggggecacec
teegtggetg
cggccccectce
atctcceggyg
gaggtccagce
gtgacecget
agcagegtgg
atgtccotgg
gaggtgccecce
gatcgggagg
ctggtgggeg
gtetttgect
aggggtgtca
geaggtggge
ggcgagetgg

catggoegeg

cggaggetat
agcagcccag
tcacgcagge
gaggcttceg
tgacggeccea
cagggtecegt
acccccaget
cocageagga
ggaatattct
tagagctcca
tgtcttttga
gggtcceccga
tggccagegt
tacecagecy
tcctgcagtce
agcaggatgg
gaccccaaac
agccacaggc
cccagctgag
gggcacccca
teacgeaage
caggcatctt
ctgtggacat
aagctttggg
agccagagge
ggcggcccac
tcaccaactt
atgcatcage
catggceeca
ccaaccgcac

tggtcoagogt

55

gaggageacyg
caacgggcgy
ccagctggac
ctteegeoete
gaagcaagtg
ccagecacte
cctgctetac
cageacaggy
gtatgageat
gctgtccteg
ggctgcctgt
gggecagegy
tcecatcaceco
gggccagetg
ccagctggcet
ctteocacttt
ctocagaggeca
ctctgtccca
tgtggtggac
caacggcttce
cgatgtggat
ccagctgagc
cctaccatce
gcgcetcctea
agcatacege
cteggectte
ctectectet
cgtagtgaac
gggtgccacce
aggcagtgtg

gececcgagee

4500

4560

4620

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

€180

6240

6300
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15

20

25

30

35

40

45

aggacggagc
gggaggetgg
agtctcactc
gcecactgage
gccgcccgga
atggcatcca
aacatgttca
cccctgetet
actgccaage
ggeccaggeca
gacccagagce
tgggtgtgag
<210> 17

<211> 22
<212> ADN

ccgggggcag
ggctggaggt
tggagctgtg
cttacaatge
cggaagcagg
gccctgageoc
gcgtcatcat
tctaccteeg
cocgeaacygg
tccegeteac
tgctgcagtt

goctggeoctyg

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 17

ggcccgggcec cectectttg at

<210>18
<211> 26
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 18

ggtctagatc ataatttact tcatcc

<210>19
<211> 22
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 19

ggctcgagca tggagataca cc

<210> 20
<211>28
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 20

ggggactagt ttatggtttc tgagaaca

<210> 21
<211> 585
<212> ADN

<213> Homo sapiens

ccagctggtg
gggcaggeca
ggcacagggc
tgoccggece
gaagccagag
cgectgtggeco
ccececatgtge
aaaacgcaac
cotggetggt
agctgtgect
ctgccggaca

ggcccagatg

22

26

22

28
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gagcagttca
gaggggagygyg
gtccecgectg
tacagcgtgg
agcagcaccc
aagggaggct
ctggtacttc
aagacgggca
gacaccgaga
ggccagggyge
cccaaccctg

ctgatcggge

ctcagcagga
cceoeggece
ctgtggectce
ccctgeteag
ccacaggcga
tcectgagett
tgctectgge
agcatgacgt
cotttegeaa
ccectecagyg
cccttaagaa

cagggacagqg

56

ccttgaggac
cgcaggtgac
cctggacttt
tgtceoeccgag
gccaggcccc
ccttgaggecce
gctcatecctg
ccaggtcctg
ggtggageca
aggeccagect
tggccagtac

]

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7011
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<400> 21
ttcaatggec

tgcaggctgg
accctggece
gggctgeete
gccgagggay
gaggctgage
gagctcgage
gtgaaccgea
ctggaggtgt
tacctectge

<210> 22
<211> 1290
<212> ADN

agaggcaggg
aggaggagga
ctgaggettg
ctgtetttge
gcacagcctg
tgogecaaate
tggacatcce
aggcecegett
cggtgacgge

ccateccaggt

<213> Homo sapiens

<400> 22
gtccgegtea

gagggtgctyg
gtgaggtacc
ctggaggtge
agagccactg
accctcacca
ttccattatg
ctgtcagatg
gccacagcac
ccatatttet
gtcctcacca
cacctetttyg
cgccatggga
accaatgaag
gaagatgata
gaggaggtac
cagaccatca
gacgtggecct
aaggaccteoe
ttcacccagg
ggctggatcc

caggoctegy

ctggggcect
agtggtggge
tgagcactga
aggtgggcca
tgtggatget
cagcccacct
aggtggttca
gccagggcett
gtgecctcaga
ccccactcota
atgtecectect
tcaagagtet
ggttggcttg
acctgttgeg
tccecatttgt
ggggtgtctt
gccggatctt
tcagcgatge
tetttggeag
aggacctcag
agctgcaggt

aacectacct

gctgcgggaa
gtatgaggac
gccagecatg
caatttcace
gcttgagtgyg
ccaggtgetg
gggagcccag
catccacgat
tegggtgecce

caaccctgte

gcagtttggg
cacacaggcg
ccgacagcac
ggagatcctyg
geggetggag
ggaggccacc
ggctcccagg
cacccaggat
ggcagtecgag
taccttcece
cgtggtgect
caacagtgece
gcgtgggaca
tggceggetg
tgctaceecge
ccgagtggcec
ccatgtggcc
tgactcggge
tategtggece
gaagaggcga
gtccgacggg

cogtgtggee
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getttgeoctga
gatgectatg
gagctgeoctg
cagctgctga
aggcatgtgce
ttcagcgtga
gcacgaaaaa
ggetetgagg
atgccctcecat

aatgacccac

gagctgcaga
ttocaccage
cacgcttacg
agcaatctgt
ccactgeaca
ctggaggagg
aaaggcaacc
gacatacagg
gacaccttecc
atccacattg
gagggtggtyg
agctacctet
caggacaaga
gtctaccage
cagggcgaga
atccagcccg
cggggtggge
tttgctgacg
gtagatgage
gtactgttcg

caacaccagg

cgcgcaacat
gacattatga
agocatgegt
ctatcagccee
agcccacgct
ccecgagggge
tgttcaccct
acacctecga
gcctteggag

cccac

aacacgggge
gggatgtgga
acaccgtgga
cctteoecagt
c¢tcagaacac
caggcccaag
ttcaactaca
ctggcegggt
gtttcegtgt
gtggtgacce
agggtgtect
atgaggtcat
ccactatggt
atgatgactc
gcagtggtga
tgaatgacca
ggcggctget
cccagectggt
ccacgeggec
tgcactcagg

ccactgcgct

57

ggcageegge
agetttetcee
gcctgageca
actggtggty
ggacctgatg
acgccatgge
cctggacgtg
ccagetggtyg

gggccaaaca

aggtggggtyg
gcagggecge
gaacctggee
gaccatccag
ccagcaggag
ccccccaacc
gggcacaagg
gacctatggg
cacagctceca
agatgcgect
ctctgetgac
ggageggece
gacatccttc
cgagaccaca
catggectgg
cgccecctgtg
gactacagac
gcttacccge
catctaccge
ggctgaccgt

gctggaggtyg
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<210> 23
<211> 294
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

gccactgagce
gccgcocgga
atggcatecca
aacatgttca

ccectgetet

<210> 24
<211> 29
<212> ADN

cttacaatgc
cggaagcagg
gacctgagec
gegtecatecat

tetacctecyg

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 24

tcctcgaggt caatggccag aggcggggg

<210> 25
<211>54
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 25

cccgggttac tacttatcgt cgtcatcctt gtaatcgtgg ggtgggtcat tgac

<210> 26
<211> 29
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 26

tgcceggecco
gaagccagag
cgetgtggeco
ccaocatgtge

aaaacgcaac

gcctcgagtt ccgegtcact ggggecctg 29

<210> 27
<211> 54
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 27

actagtttac tacttatcgt cgtcatcctt gtaatcggcc acacggaggt aggg

<210> 28
<211> 32
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador
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tacagcgtgg
agcagcaccc
aagggaggct
ctggtactte

aagacgggca

29

ccctgectcag
ccacaggcga
tectgagett
tgcteoctgge

agcatgacgt

54

54

58

tgtccecocgag
gccaggococc
ccttgaggee
getcatectg

ccag
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<400> 28
tgctcgaggc cactgagcct tacaatgctg cc 32

<210> 29
<211>55
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 29
cccgggttac tacttatcgt cgtcatcctt gtaatcctgg acgtcatget tgecc

<210> 30
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 30
ggcccgggcce ccctectttg at - 22

<210> 31
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 31
ggtctagatc ataatttact tcatcc 26

<210> 32
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 32
ggtctagaga attccagcaa aagcag 26

<210> 33
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 33
gggtcgacaa gggtattttt ctttaat 27

<210> 34
<211>31
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

59
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<400> 34
ggggtctaga cctcctttga ttagtatatt ¢ 31

<210> 35
<211> 45
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 35
atcttcgcta tetgtcgecg cggegegtgc tteagtttgt tgege

<210> 36
<211>45
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 36

45

gcgcaacaaa ctgaagcagc ggcecgeggey acagatageg aagat

<210> 37
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 37
tgtaggtgta tctccatgct cgagagcetag gegatcaatt tc

<210> 38
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 38
ggaattgatc gcctagcetct cgagcatgga gatacaccta ca

<210> 39
<211>42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 39
aaacggattt atttagatcc cgggttatgg tttctgagaa ca

<210> 40
<211>42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

42
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<400> 40
tgttctcaga aaccataacc cgggatctaa ataaatccgt tt 42

<210> 41
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 41
gggggtcgac cagctcttct tggtgaag 28

<210> 42
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido E7 conjugado con ficoeritrina (PE)

<400> 42

Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr Phe
1 5

<210> 43

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Ile Leu Ser Asn Leu Ser Phe Pro Val
1 5

<210> 44

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

Leu Leu Phe Gly Ser Ile Vval aAla val
1 5

<210> 45

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

Leu Ile Leu Pro Leu Leu Phe Tyr Leu
1 5
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
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REIVINDICACIONES

Uso de un polipéptido recombinante que comprende (i) un fragmento de una proteina del Antigeno Asociado
a Melanoma de Alto Peso Molecular (HMW-MAA) codificado por una secuencia de nucleétidos seleccionada
de las secs. con nims. de ident.: 21, 22, o 23, y (ii) una secuencia PEST de Listeria, 0 una Listeria
recombinante que comprende dicho polipéptido recombinante, para la preparacion de una composicion para
inducir una respuesta inmunitaria contra un cancer o tumor que no expresa HMW-MAA o para retrasar la
progresion de un cancer o tumor que no expresa HMW-MAA.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el cancer o tumor es un cancer o tumor renal o de la piel.

Uso de un polipéptido recombinante que comprende (i) un fragmento de una proteina del Antigeno Asociado
a Melanoma de Alto Peso Molecular (HMW-MAA) codificado por una secuencia de nucledtidos seleccionada
de las secs. con nims. de ident.: 21, 22, o 23, y (i) una secuencia PEST de Listeria, 0 una Listeria
recombinante que comprende dicho polipéptido recombinante, para la preparacion de una composicion para
inducir una respuesta inmunitaria contra un cancer o tumor renal o de la piel o para retrasar la progresion de
un cancer o tumor renal o de la piel.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el cancer o tumor renal o de la piel no expresan HMW-
MAA.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en donde el cancer o tumor es un cancer o
tumor solido, y la composicion induce una respuesta inmunitaria contra un pericito de la vasculatura de dicho
cancer o tumor.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el cancer o tumor de la piel es un
melanoma.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la secuencia PEST estad comprendida
en un oligopéptido de Listeriolisina (LLO) o un fragmento de esta, o en un oligopéptido de ActA o un
fragmento de esta.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde HMW-MAA es una proteina HMW-
MAA humana.

Una composicién que comprende un polipéptido recombinante que comprende (i) un fragmento de una
proteina del Antigeno Asociado a Melanoma de Alto Peso Molecular (HMW-MAA) codificado por una
secuencia de nucleétidos seleccionada de las secs. con nums. de ident.: 21, 22, o 23, y (ii) una secuencia
PEST de Listeria, 0 una Listeria recombinante que comprende dicho polipéptido recombinante, para usar en
la induccién de una respuesta inmunitaria contra un cancer o tumor que no expresa HMW-MAA o para usar
en el retraso de la progresion de un cancer o tumor que no expresa HMW-MAA.

La composicion para usar de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el cancer o tumor es un cancer o
tumor renal o de la piel.

Una composicién que comprende un polipéptido recombinante que comprende (i) un fragmento de una
proteina del Antigeno Asociado a Melanoma de Alto Peso Molecular (HMW-MAA) codificado por una
secuencia de nucleétidos seleccionada de las secs. con nims. de ident.: 21, 22, o 23, y (ii) una secuencia
PEST de Listeria, 0 una Listeria recombinante que comprende dicho polipéptido recombinante, para usar en
la induccion de una respuesta inmunitaria contra un cancer o tumor renal o de la piel o para usar en el retraso
de la progresion de un cancer o tumor renal o de la piel.

La composicion para usar de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde el cancer o tumor renal o de la piel
no expresan HMW-MAA.

La composicién para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-12 en donde el cancer o tumor
es un cancer o tumor sélido, y la composicién induce una respuesta inmunitaria contra un pericito de la
vasculatura de dicho cancer o tumor.

La composicion para usar de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-12, en donde el cancer o
tumor de la piel es un melanoma.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, o la composicion para usar de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 9-14, en donde la composicion es una vacuna que comprende, ademas, un
adyuvante, una citocina, una quimiocina, o0 combinacién de estos.
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Clonacién de HMW-MAA en un plasmido basado en pGG55
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CONSTRUCCIONES DEL VIRUS DE VACCINIA QUE EXPRESAN
DIFERENTES FORMAS DE LA PROTEINA E7 DE HPV16
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Figura 17
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