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DESCRIPCION

Microorganismos como portadores de secuencias de nucledtidos que codifican antigenos y toxinas proteicas, pro-
cedimiento de preparacion y sus usos.

Campo técnico

La invencidn se refiere a microorganismos como portadores de secuencias de nucleétidos heterogéneas que codifi-
can antigenos y toxinas proteicas, a un procedimiento para su fabricacion asi como a los correspondientes plasmidos
o vectores de expresion. Estos microorganismos se pueden utilizar como medicamentos, en particular como vacunas
para tumores para el tratamiento de diferentes tumores.

Técnica anterior

La inmunoterapia del cancer representa una opcién prometedora del tratamiento tumoral. Una multiplicidad de
pruebas clinicas que utilizan diferentes enfoques se concentran en su eficacia en los pacientes. En principio, se esta-
blece una distincion entre la inmunoterapia pasiva y activa.

La inmunoterapia activa apunta a la induccién de una respuesta inmunitaria especifica de un tumor relacionada con
una vacuna. Esta tltima se estd poniendo a prueba clinicamente en la actualidad utilizando varios enfoques diferentes.
Por ejemplo existen las denominadas vacunas con células completas, cuya materia prima son células tumorales que o
bien se obtienen directamente del paciente (autélogas) o derivadas de lineas celulares apropiadas (heterdlogas). Estas
células normalmente son desactivadas después, manipuladas diferencialmente y re(aplicadas) al paciente.

En contraste, las vacunas de antigeno especifico contienen uno (o0 mas) antigenos especificos de tumores, porcio-
nes del antigeno o el ADN que codifica el antigeno especifico como también las vacunas denominadas anti-idiotipo.
Normalmente estas vacunas no son aisladas, si no inyectadas combinadas con un portador apropiado. Por consiguien-
te, por una parte se utilizan diferentes adyuvantes cldsicos, pero también combinaciones con inmunoestimuladores
bioldgicos tales como las citoquinas.

Para la inmunoestimulacién, se estdn aplicando enfoques, que contienen antigenos asociados con inmunoesti-
muladores, tales como la toxina del tétanos. Ademds, existen intentos de aplicar antigenos combinados con células
dendriticas. Y finalmente existen varios intentos con vacunas vivas recombinantes con portadores virales o bacteria-
nos.

Se han utilizado proteinas de fusion de toxinas bacterianas, tales como la toxina del tétanos, la toxina shiga, la
toxina letal o la toxina del célera, como coadyuvantes con un antigeno como vacunas especialmente contra infecciones
durante bastante tiempo (Freytag y Clements, 1999). Adicionalmente, también se utilizan toxinas nativas, a menudo
combinadas con una molécula especifica de una célula diana, tal como una molécula de la superficie celular de células
tumorales, con el fin de destruir células diana.

En esto, las proteinas de fusién con la toxina nativa, que generalmente comprenden una unidad enzimadtica y un
dominio de unidn a la proteina, desarrollan su efecto 6ptimo en su uso como coadyuvantes (Freytag y Clements, 1999).
Por medio de estas vacunas se obtiene una respuesta inmunitaria satisfactoria incluso después de la inmunizacién
mucosal y particularmente después de la oral. El problema de estas proteinas de fusién es que las toxinas nativas son
muy téxicas y por lo tanto no pueden ser establecidas en seres humanos (Holmgren et al., 2005).

Una linea completa de investigacion esta por lo tanto ocupada con la destoxificacién de toxinas que al mismo
tiempo conservan el efecto coadyuvante. No obstante, puesto que en la mayoria de los casos el efecto coadyuvante
coincide con la actividad enzimadtica, que es responsable del efecto téxico (Lycke et al., 1992), la destoxificacién no se
puede realizar de una manera directa, ni siquiera cuando parece que sea posible para algunas toxinas que no pierdan
su actividad enzimatica, actividad coadyuvante (Hormozi et al., 1999; Lycke et al., 1992).

En el caso de la toxina del cdlera (CT) se han llevado a cabo numerosos intentos de destoxificacién (Agren et al.,
1999; Byun et al., 2001; Eriksson et al., 2004; Kweon et al., 2002; Sanchez et al., 2002), para lo cual, no obstante,
prevalece el uso de coadyuvantes mucosales (Freytag y Clements). Por lo tanto, por encima de todo, una induccién
eficaz de una respuesta de anticuerpos (principalmente de IgA mucosal), que reciben una ayuda creciente de células
T restringidas al MHC de clase II relacionado con toxinas, es el principal pre-requisito para un coadyuvante mucosal
para una vacuna que consiste en un antigeno proteico y una toxina fusionada o aplicada simultdneamente (Freytag y
Clements).

En cuanto a la toxina del cdlera, especialmente su subunidad B (CtxB) se somete a ensayo como coadyuvante
puesto que es responsable de la unidn al receptor GM-1 y no muestra efectos toxicos cuando se aisla (Holmgren et
al.). Las proteinas que se fusionan con CtxB se caracterizan por una induccién primaria de las denominadas respuestas
inmunitarias Th2. Estas son respuestas de las células T, que estdn caracterizadas principalmente por las citoquinas, tales
como IL-4 o IL-6, y que principalmente ocasionan la induccién de los anticuerpos, pero que no inician en absoluto o a
lo sumo inician restringidamente una respuesta inmunitaria celular, concretamente de las células T citotoxicas (CTL)
(Holmgren et al.).
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Ademads CtxB como coadyuvante mucosal induce una tolerancia generalizada al antigeno proteico. La tolerancia
generalizada describe el agotamiento o inactivacién de los linfocitos especificos del antigeno, en particular de las
células T o las células B. Esta clase de enfoque no es aplicable por lo tanto a la induccién de una respuesta inmunitaria
generalizada (Holmgren et al.).

Al contrario que la aplicacién mucosal, la aplicacién intraperitoneal o subcutdnea de una proteina de fusién toxina-
antigeno puede inducir respuestas generalizadas asi como citotoxicas bajas. Por supuesto esto se ha utilizado para la
vacunacién de tumores en sistemas modelo (remitirse p. ej. a (Becerra et al., 2003)). Sin embargo semejante respuesta
también es obtenida con el propio antigeno purificado y depende principalmente del coadyuvante utilizado. Aparte
del hecho de que las respuestas de los CTL medidas en el modelo son bastante bajas, no existe evidencia de que la
proteccion sea dependiente de estos efectos. Por otra parte, el antigeno no se aplic6 oralmente, si no solamente por
medio de una inyeccidn directa (s.c., i.d., i.m., i.p.) del antigeno.

Las proteinas antigénicas fusionadas a una toxina destoxificada son generalmente ineficaces si se aplican en forma
de una vacuna para un tumor. Las razones principales son, si se encuentran presentes, solamente la baja induccién de
una respuesta inmunitaria generalizada o incluso, en el caso de CtxB, la induccién de tolerancia generalizada asi como
la induccidn de anticuerpos restringidos mucosalmente y de las respuestas inmunitarias de tipo Th2.

McSorley et al., por ejemplo, demostraron que la inmunizacién nasal con una proteina de fusién CtxB (que para
una vacuna contra un tumor representa el modo preferido de inducir una respuesta generalizada) preferiblemente tolera
y por lo tanto inactiva las células Th1, mientras no influyen en las células Th2 (McSorley et al., 1998). Las respuestas
Th2 estan caracterizadas por las células T coadyuvantes que producen predominantemente IL-4 o IL-6. Estas citoqui-
nas son particularmente responsables del inicio de la produccién de anticuerpos por las células B, que proporcionan
proteccion en el caso de la mayor parte de las vacunas convencionales. Por el contrario, las células T Thl secretan
principalmente IL-2 e IFN-gamma, citoquinas por lo tanto, que juegan un papel en la respuesta inmunitaria celular.
Dependiendo del objetivo de la estrategia de inmunizacién es de crucial importancia que se inicie una respuesta in-
munitaria Th2 dominada por anticuerpos (denominada predisposicion Th2) o Th1 dominada por células (denominada
predisposicion Thl).

En contraste, la induccién generalizada de una respuesta inmunitaria celular dominada por Thl con células T
coadyuvantes productoras de IFN-gamma y la induccién de las células T citotéxicas (CTL) es indispensable para la
inmunoterapia tumoral.

La técnica anterior muestra que las toxinas pueden funcionar como coadyuvantes. Especialmente la toxina del c6-
lera (CT, por sus siglas en Inglés) muestra un fuerte efecto coadyuvante. Sin embargo, este efecto es significativamente
atenuado tan pronto como la toxina es destoxificada. Con respecto a su subunidad CtxB, la aplicacién oral induce in-
cluso tolerancia generalizada. Este problema puede ser parcialmente evitado mediante aplicacion nasal. No obstante,
si se aplica la administracion nasal, surgen otros problemas, en particular aquellos asociados con la subunidad CtxB
concerniente a la expresion del receptor GM-1 en el cerebro (van Ginkel et al., 2000), que se reflejan en un riesgo
creciente de efectos secundarios graves concretos (Mutsch et al., 2004).

Para superar estos problemas, puede ser posible generar vacunas vivas recombinantes que expresen simultdnea-
mente toxinas y antigenos (heterélogos). Esta opcidn ya ha sido perseguida con respecto a vacunas para infecciones,
esto es vacunas que estan dirigidas contra un patégeno especifico, por ejemplo el patégeno de la tuberculosis, y estdn
destinadas a inducir inmunidad contra ese patégeno.

En el desarrollo de tales vacunas para infecciones, ya se han generado toxinas recombinantes fusionadas con
antigenos (heter6logos) apropiados, utilizando varias cepas bacterianas recombinantes que se administran oralmente,
en forma de una vacuna viva o inactivada. En la mayoria de los casos, las cepas generadas solamente expresaron
una toxina recombinante. Por lo tanto, estos enfoques estdn dirigidos principalmente a inmunizar solamente contra la
propia toxina (induccién de una respuesta de anticuerpos) y, por consiguiente, la cepa que expresa la toxina (patégeno).
Estas clases de vacunas no son adecuadas para su uso como vacunas para tumores potenciales en la terapia tumoral
y, no sorprendentemente, las correspondientes pruebas no hacen mencién de ninguna de tales posibles aplicaciones
(Reveneau et al., 2002) (Vertiev et al., 2001) (Freytag y Clements, 1999; Jackson et al., 1996).

Con respecto a tales vacunas para infecciones, en la induccion de una respuesta de anticuerpos la toxina no funciona
como coadyuvante, es la induccién de una respuesta inmunitaria de anticuerpos mucosales la que prevalece. Estas
pruebas de vacunas contra infecciones incluyen una respuesta inmunitaria generalizada nula o solo muy débil. Al
contrario que las vacunas contra tumores, tales vacunas no persiguen una induccién de una respuestas inmunitaria
celular, especialmente de células T citotdxicas. Los patdégenos bacterianos que expresan las toxinas normalmente
muestran un patrén vivo extracelular y por lo tanto no contribuyen a la activacién de los CTL, esto es la proteccién
conferida por tales vacunas contra infecciones es independiente de los CTL.

Las siguientes cepas bacterianas han sido utilizadas en las pruebas para vacunas contra infecciones mencionadas:
Lactobacilli recombinantes (Reveneau et al., 2002), Listeria (Vertiev et al., 2001), Bacillus anthracis (Mendelson et
al., 2005; Mesnage et al., 1999), Shigellae (Anderson et al., 2000; Tzschaschel ef al., 1996b), E. coli (Walker et al.,
1992), Vibrio (Butterton et al., 1995; Chen et al., 1998; Thungapathra et al., 1999) y Salmonella (Jackson et al., 1996).
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Ademds, se intentd intensificar las respuestas inmunitarias mucosales mediante presentacion sobre la superficie
(Konieczny et al., 2000) o secrecién de la toxina como antigeno heterélogo (Salmonella, Shigellae: (Garmory et al.,
2003; Orr et al., 1999; Su et al., 1992; Tzschaschel et al., 1996a; Tzschaschel et al., 1996b), Yersinia: (Sory y Cornelis,
1990), Vibrio (Ryan et al., 1997a), E. coli: (Zhu et al., 2006)). Sin embargo, en estos casos adicionales las propias
toxinas representan los antigenos a los cuales esta dirigida la respuesta inmunitaria.

De este modo, se debe observar que las toxinas no funcionan como adyuvantes ni los estudios descriptivos preten-
dian expresar las toxinas como proteinas de fusién con un antigeno (heter6logo) separado adicional. Por otra parte, las
proteinas de fusién con CT o CtxB no fueron generadas con estos sistemas ni fueron sugeridas.

Por consiguiente, las proteinas de fusién mencionadas en los documentos citados antes son proteinas de fusion de
una sefial de secrecién peptidica, tal como HlyA, y una proteina toxina, pero no proteinas de fusién, que consisten en
una toxina y un antigeno (heterélogo).

El principal objetivo de estos estudios fue simplemente obtener una respuesta inmunitaria mucosal 6ptima (Tzs-
chaschel et al., 1996a). No se perseguia la induccién de una respuesta inmunitaria generalizada. Incluso si es que se
media, los andlisis de las respuestas inmunitarias generalizadas estaban restringidos a los anticuerpos (concretamente
IgA generalizada) solamente, puesto que la proteccidn en estas clases de modelos estd mediada principalmente por los
anticuerpos (comparar p. €j. [31]). La induccién de una respuesta inmunitaria celular generalizada, en particular una
respuesta de las células T citotoxicas, no ha sido descrita. La fusién con una sefial de secrecion se utilizé principal-
mente con el fin de incrementar la solubilidad de las toxinas y aumentar su estabilidad, respectivamente, puesto que
una expresion fuerte, meramente citoplasmdtica a menudo da como resultado la formacién de productos agregados
insolubles (Gentschev et al., 2002a).

Con respecto a esto, algunos autores observan que las proteinas de fusién con una sefial de secrecién ocasionan
una rdpida degradacion citoplasmatica (Tzschaschel ef al., 1996a), mientras otros observan una estabilizacion (Orr et
al., 1999). Aqui la técnica anterior, es contradictoria. Hasta ahora, los experimentos previos con toxinas secretadas
(toxina + sefial de secrecion) estdn destinados por encima de todo a aumentar la estabilidad, que obviamente no se
logré en todos los casos.

Una razén se encuentra ciertamente en la intensidad de la expresion variable y la estabilidad del plasmido. Tzs-
chaschel et al. describen, que el sistema plasmidico utilizado, es altamente inestable y sobre todo, sin seleccidn, se
encuentra simplemente en unas pocas bacterias. Como posible solucidn los autores utilizan la integracién cromosémi-
ca a través de un mini-transposén (Tzschaschel et al., 1996a; Tzschaschel et al., 1996b).

No obstante, semejante sistema posee numerosas desventajas. Por un lado el punto de integracion no esta definido,
lo que puede conducir a una alteracién no deseada del fenotipo de la célula anfitriona (p. ej. aumento/disminucién de
la expresion de genes colindantes). Por otra parte el nivel de expresion esperado utilizando una Unica copia genémica
solamente es bajo, lo que tiene un efecto negativo sobre la inmunogenicidad. Después de todo, la integracién del
transposén cromosémico es relativamente inestable, puesto que conduce frecuentemente a escisiones espontaneas a
los lados de los elementos repetitivos.

Como se ha mencionado antes, la técnica anterior es contradictoria con respecto a la estabilidad de una toxina
heter6loga secretada.

Garmory et al. suponen incluso que la secrecién de un antigeno heterélogo no tiene una ventaja especial con
respecto a la inmunogenicidad (Garmory et al., 2002; Roland et al., 2005). En otros casos se ha observado efecti-
vamente el aumento de la respuesta de anticuerpos generalizada a una toxina secretada después de la administracién
intravenosa, pero no después de la aplicacién oral. Por el contrario, la aplicacion oral es incluso puesta en cuestién
indirectamente (Roland et al., 2005).

Finalmente, los estudios con una cepa gram-positiva (Lactobacillus plantarum) que produce la toxina del tétanos
no muestran una diferencia significativa en la induccién de una respuesta de anticuerpos generalizada en comparacién
con las cepas que secretan la toxina, la presentan unida a su membrana o contienen la toxina citopldsmicamente
(Reveneau et al., 2002).

Las respuestas inmunitarias celulares generalizadas, en particular las respuestas de las células T citotdxicas, y la
proteccion resultante, no se estudiaron ni se describieron.

La técnica anterior citada mds arriba de las vacunas contra infecciones basadas en toxinas de este modo no puede
establecer si la secrecién de una toxina utilizada como coadyuvante representa una ventaja, con respecto a la induccién
de una respuesta inmunitaria generalizada (celular). Todo lo contrario, los estudios citados mds arriba apuntan mas
bien el problema de la estabilidad y mencionan la pérdida de las ventajas de una toxina heterdloga secretada. Las
proteinas de fusién, que consisten en la sefial de secrecidn, la toxina y el antigeno heter6logo, no son descritas o
sugeridas en absoluto.

En los pasajes anteriores se presentd la técnica anterior, que describe portadores bacterianos que expresan toxinas
heter6logamente y pueden ser utilizados como vacunas contra infecciones. En los ejemplos citados los autores de la
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presente invencion llevaron a cabo principalmente modificaciones referentes a la expresion o estabilidad de las toxinas
y su solubilidad, por ejemplo la insercién de un promotor fuerte de la expresion o la fusién de una toxina a una sefial
de secrecion.

Otros autores también han estudiado fusiones genéticas a antigenos heter6logos en vacunas vivas. En estos casos
la toxina se utilizé principalmente como coadyuvante. En algunos casos (p. ej. (Brossier et al., 2000)) el antigeno
heterélogo funcioné como coadyuvante y la toxina como verdadero antigeno.

Sin embargo, es importante observar, que en los casos mencionados, la expresion del constructo de fusion génica
de toxina-antigeno tuvo lugar exclusivamente citopldsmicamente o peripldsmicamente. El constructo toxina-antigeno
ni se fusiond a una sefial de secrecion adicional (lo que hubiera conducido a su secrecién completa) ni fue secretado
directamente.

En estos constructos de fusiéon génica de toxina-antigeno, se utilizaron cepas de E. coli (Clemens et al., 2004),
Bacillus anthracis (Brossier et al., 2000), Shigella (Koprowski et al., 2000; Ranallo et al., 2005; Zheng et al., 2005)
y Vibrio (Silva et al., 2003) recombinantes. Para Salmonella (resumido en (Garmory et al., 2002)), también se han
descrito fusiones de variantes de CT con antigenos (Hajishengallis et al., 1996; Huang et al., 2000) u otras toxinas
con antigenos (Barry et al., 1996; Cardenas y Clements, 1993; Chabalgoity et al., 1997; Chabalgoity et al., 1996;
Chabalgoity et al., 2000; Chabalgoity et al., 1995; Chacon et al., 1996; Jagusztyn-Krynicka et al., 1993; Khan et al.,
1994a; Khan et al., 1994b; Lee et al., 2000; Pogonka et al., 2003; Schodel et al., 1990; Smerdou et al., 1996; Ward et
al., 1999; Wu et al., 2000).

En la mayoria de estos casos el foco principal estuvo en la induccién de una respuesta inmunitaria (de anticuer-
pos) mucosal y para la induccién de una respuestas inmunitaria generalizada, se eligié tnicamente una aplicacién
subcutdnea, pero no oral [36].

Ciertos trabajos con Salmonella como cepa de soporte estdn limitados a una mera caracterizacién de la cepa (Go-
mez-Duarte et al., 1995; Jagusztyn-Krynicka et al., 1993), otros analizan solamente la respuesta y/o proteccioén de
anticuerpos mucosal y/o generalizada (Barry et al., 1996; Cardenas y Clements, 1993; Dunstan et al., 2003; Hajishen-
gallis et al., 1996; Harokopakis et al., 1997; Khan et al., 1994a; Khan et al., 1994b; Pogonka et al., 2003; Smerdou
et al., 1996; Somner et al., 1999). En todos estos casos, en los que se utiliz6 a propésito una fusién entre el antigeno
y la toxina del tétanos y que son utilizados exclusivamente como vacunas contra infecciones, no se han estudiado las
respuestas inmunitarias celulares generalizadas, concretamente las respuestas de las Células T citot6xicas.

Por lo tanto, desde un punto de vista inmunoldgico, no se pueden sacar conclusiones a partir de estos estudios
sobre un uso potencial como vacunas contra tumores, puesto que sus enfoques se fijaban en los efectos mediados por
los anticuerpos como vacunas contra infecciones.

Las investigaciones que incluyen un andlisis de isotipos de la respuesta inmunitaria estudiada parecen ser més rele-
vantes. De hecho, las respuestas inmunitarias celulares no son medidas directamente en estos casos, sino que el perfil
de isotipo de la respuesta de anticuerpos permite una conclusién sobre la predisposiciéon Th1/Th2 de la respuesta in-
munitaria. Los isotipos de anticuerpos como IgG1 estdn asociados a respuestas de tipo Th2 y los isotipos como IgG2a
estdn asociados a respuestas Th1. Como ya se ha mencionado, las respuestas Thl son respuestas inmunitarias domi-
nadas por células, mientras las respuestas Th2 representan principalmente respuestas dirigidas por anticuerpos humo-
rales. Todavia, esos estudios no describen vacunas para tumores ni sugieren ningiin uso como agente anti-tumoral.

Una vacuna para infecciones basada en Salmonella como portador, que expresa una proteina de fusién antigénica
con toxina del tétanos ha sido realizada en perros. Las respuestas con bajo contenido de anticuerpos que fueron
inducidas en los perros, muestran una predisposiciéon Thl, con respecto al perfil de anticuerpos, por lo tanto, una
respuesta que se corresponde mas bien con una respuesta inmunitaria de tipo celular (Chabalgoity et al., 2000). La
verdad es que, la inmunologia del perro apenas se ha investigado, y por lo tanto no esta claro hasta qué punto el perfil
de anticuerpos del perro puede proporcionar informacién acerca de la predisposiciéon Thl.

Los estudios en ratones, realizados por el mismo grupo, utilizando constructos comparables, mostraron no obstante
un perfil de anticuerpo con el mismo nivel para IgG1 que para IgG2a, lo que indicaria una respuesta Th1/Th2 mixta.

De manera interesante, una inmunidad existente contra la toxina del tétanos, como la que se encuentra en la mayor
parte de los seres humanos debida a inmunizaciones previas, ocasiona otra induccién relativamente fuerte de IgG1
mientras IgG2a apenas es inducida. Esto indica claramente una clara predisposiciéon Th2 (Chabalgoity et al., 1995).
Por esta razén, una vacuna viva basada en la toxina del tétanos como vacuna contra tumores es bastante perjudicial
para su uso en seres humanos. Por ello cabe esperar que sea inducida una fuerte respuesta dominada por anticuerpos
Th2 en la mayoria de estos pacientes, que muestran una respuesta especifica para la toxina del tétanos.

Solamente unos pocos estudios también analizan la respuesta inmunitaria celular y comparan constructos genéticos
con y sin fusiones con toxinas. En un caso, por ejemplo, se ha comparado una fusién de un antigeno con y sin
toxina del tétanos en Salmonella (Lee et al.). Alli, el constructo de fusién con el antigeno de la toxina del tétanos
aumentaba principalmente el nivel de anticuerpos total, mientras el perfil Th1/Th2 apenas era alterado. Incluso la
secrecion por las células T CD4+ especificas del antigeno de citoquinas Thl tipicas, tales como el IFN-gamma y la IL-
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2, respectivamente, solamente mostraron una débil divergencia. En un estudio anterior por el mismo grupo, también se
han medido los niveles de IFN-gamma. Sin embargo no se ha establecido comparacién con los constructos sin toxina
del tétanos (Chabalgoity et al.). Otros estudios con diferentes portadores bacterianos gram-negativos, como Shigella
(Koprowski et al., Ranallo et al., Zheng et al.) o Vibrio (Campos et al., Ryan et al.), no analizaron tampoco los isotipos
y las respuestas inmunitarias celulares, respectivamente.

En resumen, se puede establecer, que los estudios mencionados se centran claramente en la induccién de una
respuesta inmunitaria humoral conducida por anticuerpos. En efecto, se utilizan constructos de toxina-antigeno gené-
ticos, pero estos no se suministran con una sefial de secrecidn ni son secretados directamente. De ningiin modo, sin
embargo, se analizaron las respuestas inmunitarias celulares generalizadas, en particular las respuestas de las células
T citotoxicas. Lo que es mds, tales respuestas de las células T citotdxicas celulares no pueden ser concluidas a partir
de la respuesta de anticuerpos humorales y no pueden ser detectadas si la respuesta de anticuerpos es compuesta -
Th1/Th2.

No obstante, son exactamente estas respuestas inmunitarias de las células T citotdxicas celulares las que son cru-
ciales para su uso en la terapia de vacunacién contra tumores.

Por consiguiente, en términos de fusiones toxina-antigeno que estdn restringidas a vacunas contra infecciones
mucosales tinicamente, el estado de la técnica no permite ninguna afirmacion sobre el posible uso de cualquiera de
tales constructos como vacunas contra tumores.

Como ya se ha mencionado, la expresion de los constructos de fusidon genéticos se realiza sin ayuda de un sistema
de secrecion. Las toxinas y los constructos de antigeno-toxina, respectivamente, se localizan normalmente citoplasmi-
camente asi como periplasmicamente, esto es, entre las dos membranas. Con el fin de inducir una respuesta inmunitaria
celular eficaz la toxina debe estar libremente accesible para la célula presentadora de antigenos (CPA). Normalmente,
la toxina nativa se produce en el periplasma de la bacteria gram-negativa. Esto es suficiente para simples respuestas
inmunitarias mucosales, debido a que las toxinas peripldsmicas pueden escapar del periplasma en el colon y por con-
siguiente son accesibles, también (Hunt y Hardy, 1991). Esto no cuenta, sin embargo, si el portador elige como diana
células presentadoras de antigenos de fuera del colon, tales como p. ej. Placas de Peyer u 6rganos linfaticos como los
nddulos linféticos o el bazo.

En principio, dos factores son cruciales para la eficacia de una vacuna contra tumores: la induccién de una respues-
tas inmunitaria celular del tipo Th1 y la participacién de componentes del sistema inmunitario innato, tales como las
células NK, las células NKT y las células T gamma-delta, que juegan un importante papel en la eficacia de la terapia
contra los tumores (Dunn et al., 2004).

La importancia de estos componentes de los sistemas inmunitarios innatos se encuentra en multiples niveles. Las
células T NK y gamma-delta activadas apropiadamente son capaces de producir localmente grandes cantidades de
IFN-gamma. Este interferén, que también es producido por células T polarizadas Thl especificas, tiene multiples
funciones, relevantes en la terapia tumoral. Una de estas funciones centrales es la inhibicién de la angiogénesis, que
interrumpe el suministro de oxigeno y nutrientes al tumor y de facto extentia el tumor. Ademds, las células NK poseen
receptores, que reconocen las moléculas del MHC de clase 1. Si estas moléculas estdn presentes en una célula, las
células NK estdn inhibidas.

Como para una vacuna, que induce a las células T citotéxicas especificas, las células tumorales pueden ser elimi-
nadas por estos CTL. Si la célula tumoral pierde su capacidad para expresar las moléculas del MHC de clase I, lo que
ocurre bastante frecuentemente en tumores, las células T citotdxicas especificas son ineficaces. Por consiguiente, en
este caso, la inhibicién de las células NK se detiene, y éstas son capaces de eliminar las células tumorales directamente.

Por consiguiente, seria ideal que una vacuna contra tumores indujera ambos componentes eficazmente. Existen
datos contradictorios concernientes a la predisposicién a Th1-Th2 de un coadyuvante con toxina fusionada. Como se
ha comentado antes, los constructos de fusién de toxina-antigeno aplicados de una manera aislada inducen obviamente
una fuerte respuesta inmunitaria polarizada de Th2. Algunos autores todavia describen una baja predisposicién a Th2
para los portadores vivos; otros autores ven una ligera predisposicién a Thl.

No obstante, estos datos de nuevo se basan exclusivamente en constructos no secretados. La induccién de inmuni-
dad innata por medio de tales clases de vacunas contra infecciones nunca se ha comparado ni contemplado.

Como ya se ha mencionado, la razén principal es que las vacunas existentes son vacunas contra infecciones mu-
cosales, no vacunas contra tumores. Por lo tanto, la induccién de respuestas inmunitarias Th1, respuestas inmunitarias
CTL y respuestas del sistema inmunitario innato no se encontraba en el enfoque. Por el contrario, con respecto a las
vacunas contra tumores, la induccién de estas respuestas inmunitarias es indispensable.

De manera interesante, en la biologia celular comtinmente se utilizan toxinas nativas como inhibidores de las rutas
de sefalizacion. Asi que entre otros se ha demostrado, que la toxina pertussis nativa, pero no la toxina del célera, es
capaz de inhibir un patrén de apoptosis concreto de las células NK (Ramirez et al., 1994). Un estudio de investigacion
diferente fue capaz de demostrar que la toxina del célera, pero no su subunidad B, bloquea las funciones de las células
NK especificas (Poggi et al., 1996). La toxina pertussis nativa se utiliza para inhibir la quimiotaxis de los linfocitos
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(Spangrude et al., 1985). Incluso si estos estudios no trataran sobre la vacunacién contra tumores, un experto en la
técnica concluiria, que el uso de toxinas como vacunas contra tumores seria nocivo, puesto que la respuesta del sistema
inmunitario innato, crucial para la terapia tumoral, es inhibida en lugar de inducida.

Otros estudios de investigacion fueron capaces de demostrar que las toxinas como la toxina pertussis nativa (pero
no la toxina pertussis inactiva) inducen eficazmente los componentes del sistema inmunitario innato. Con respecto a la
inmunoterapia contra tumores, esto significaria que, si fuera necesario, se podria necesitar emplear toxinas nativas. Sin
embargo, debido a razones de toxicidad esta clase de administracion es inviable. Adicionalmente, semejante induccién
conduciria inevitablemente a una respuesta inmunitaria secundaria dirigida por Th2, que a su vez seria deletérea para
la terapia tumoral (Boyd et al., 2005). Por consiguiente, respecto a la induccién de una respuesta inmunitaria innata,
la técnica anterior no describe ni contempla la vacunacién contra tumores. Por el contrario, el andlisis critico de la
literatura incluso milita contra el uso de toxinas en la terapia tumoral.

Sin embargo, es interesante un andlisis del efecto sinérgico de las toxinas o sus subunidades con otros estimulantes,
tales como oligonucleétidos de ADN inmuno-estimuladores con motivos hipometilados CpG (CpG ODN) (Holmgren
et al., 2005) o liposacaridos (LPS). En el caso de los LPS fundamentalmente la induccién de los monocitos parece
estar incrementada principalmente por medio de la subunidad B de las toxinas, a la vez que es inhibida por la toxina
en su totalidad (holotoxina) (Hajishengallis et al., 2004). No obstante, estos estudios cuentan exclusivamente con el
uso de constructos de fusion de toxina purificada-antigeno, a los cuales se afiaden sustancias como LPS o CpG como
coadyuvantes. Ademads, el andlisis solamente se lleva a cabo en macrdfagos, que inducen una respuesta inmunitaria
adaptativa, pero no atacan a los tumores directamente. Por consiguiente, estos estudios no tienen trascendencia con
respecto a la induccién de componentes del sistema inmunitario innato, en particular células NK, que pueden atacar a
los tumores directamente.

Otros estudio, no obstante, demuestran que las células NK pueden ser activadas y atraidas quimiotacticamente por
toxinas como la Exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa (Muhlen et al., 2004). Dependiendo del sistema experi-
mental, también se pueden inducir respuestas Th1, aunque de ese modo se produce normalmente una supresion de las
respuestas de las células NK y Th1 (Michalkiewicz et al., 1999). Sin embargo, estos andlisis apuntan fundamentalmen-
te al andlisis de la hepatotoxicidad de la Enterotoxina A y no hacen referencia a la vacunacién de tumores. De manera
interesante, los efectos dependen mucho de la dosis, y solamente un ligero cambio de dosis puede invertir los efectos.
Sin embargo, los autores no pudieron revelar qué respuesta se produce eficazmente in vivo. Como consecuencia, los
datos no proporcionan una prediccién de qué efectos se pueden producir si se utiliza como coadyuvante una toxina o
incluso una toxina destoxificada.

En general, la respuesta inmunitaria depende fuertemente del sistema concreto aplicado. En la mayoria de los
casos, una vacuna anti-infeccién mucosal pretende conseguir la manipulacién local del sistema inmunitario en la
mucosa, con el fin de inducir una respuesta inmunitaria mucosal eficaz (Lycke, 2005). Sin embargo, estos estudios
no incluyen el desarrollo de una vacuna contra tumores. Ademads, esos estudios carecen de informacién sobre la
induccién de respuestas inmunitarias celulares generalizadas, particularmente respuestas de células T citotoxicas, que
son esenciales para la vacunacién contra tumores.

Ya se ha demostrado, que la secrecién de un antigeno heter6logo confiere ventajas para una respuesta inmunitaria
generalizada (Hess et al., 1996). Sin embargo, los antigenos secretados descritos no eran constructos toxina-antigeno
secretados; las toxinas o sus subunidades no se utilizaron. Las respuestas inmunitarias obtenibles de ese modo en un
modelo de tumor transgénico también estaban muy limitadas (Gentschev et al., 2005). En efecto, en este caso pudieron
ser inducidas respuestas de anticuerpos y células T citotéxicas débiles, que protegieron parcialmente del progreso del
tumor. Sin embargo, no solamente las propias respuestas inmunitarias, si no la propia proteccion estuvieron limitadas.
Del mismo modo, estos estudios de vacunacién contra tumores carecen de una comparacién con los constructos no
secretados. Ademds, los estudios comparativos no se llevaron a cabo en el contexto de la vacunacién contra tumores
(Hess et al., 1996) y contrastan con estudios adicionales, que no observan ninguna ventaja con respecto a la secrecién
(Garmory et al., 2002; Roland et al., 2005).

En resumen y como se ha mencionado antes, la técnica anterior es muy contradictoria con respecto a la secrecién
y, en general, no proporciona ninguna pista sobre las potenciales ventajas de los constructos toxina-antigeno secre-
tados en la terapia tumoral. Por el contrario, el andlisis critico de las publicaciones existentes mas bien discrepa con
semejante clase de uso.

Toxinas Bacterianas (Todar, 2002): A nivel quimico, existen dos tipos de toxinas bacterianas, lipopolisacéridos,
que estdn asociados con las paredes celulares de las bacterias gram-negativas, y proteinas, que son liberadas de las
células bacterianas y pueden actuar en lugares de tejidos remotos con respecto al crecimiento bacteriano. Las toxinas
lipopolisacdridas (LPS) asociadas a las células son referidas como endotoxinas y las toxinas difusibles extracelulares
son referidas como exotoxinas.

Las exotoxinas son tipicamente proteinas solubles secretadas por bacterias vivas durante el crecimiento exponen-
cial pero en algunos casos son liberadas por la lisis de la célula bacteriana. La produccién de la toxina es generalmente
especifica para una especie bacteriana concreta que produce la enfermedad asociada con la toxina (p. ej. solamen-
te Clostridium tetani produce la toxina del tétanos; solamente Corynebacterium diphtheriae produce la toxina de la
difteria). Las bacterias tanto gram-positivas como gram-negativas producen toxinas proteicas solubles.
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En general existen tres clases de (exo-)toxinas proteicas: (i) toxina de tipo I (superantigenos), que se unen a la
superficie de la célula anfitriona y modulan la respuesta inmunitaria pero no son translocadas al interior de la célula,
(ii) toxinas de tipo II (toxinas formadoras de poros), que actiian sobre la membrana de la célula anfitriona y hacen que
la célula tenga escapes y muera, y (iii) toxinas de tipo III (toxinas A-B), que se unen a la célula anfitriona por medio
de un receptor especifico, son translocadas al interior de la célula, se vuelvan activas alli y modifiquen las proteinas u
otros componentes de la célula anfitriona.

Como se ha indicado antes, las toxinas de tipo III, que actdan intracelularmente con respecto a las células anfi-
trionas, consisten en dos componentes: un componente (subunidad A) es responsable de la actividad enzimadtica de la
toxina; el otro componente (subunidad B) estd relacionado con la unién a un receptor especifico sobre la membrana
de la célula anfitriona y la transferencia de la enzima a través de la membrana. El componente enzimatico no es activo
hasta que es liberado de la toxina nativa (A+B). Las subunidades A aisladas son enzimaticamente activas pero carecen
de capacidad de unidn y entrada en la célula. Las subunidades B aisladas se pueden unir a células diana (e incluso
bloquear la unién de la toxina nativa), pero no son téxicas.

Existen una variedad de formas en las que pueden ser sintetizadas y reordenadas las subunidades de las toxinas: A +
B indica que la toxina es sintetizada y secretada en forma de dos subunidades de proteina separadas que interaccionan
en la superficie de la célula diana; A-B o A-5B o ABS5 indica que las subunidades A y B son sintetizadas por separado,
pero asociadas por enlaces no covalentes durante la secrecién y la unién a su diana; 5B o B5 indica que el dominio de
unién de la protefna estd compuesto por 5 subunidades idénticas. AB o A/B indica una toxina sintetizada en forma de
un dnico polipéptido, dividido en dominios A y B, que pueden ser separados por escisién proteolitica. Son ejemplos
de toxinas AB o A/B la Toxina de la Difteria, la Exotoxina A, la toxina de Botulinum y la Toxina del Tétanos. Son
ejemplo de toxinas A-5B o AB5 la Toxina del Célera y la Toxina Shiga, mientras la Toxina LF del Antrax y la Toxina
EF del Antrax son ejemplos de toxinas A-B.

Los documentos de la técnica anterior relevantes adicionales comprenden los siguientes:

Michl et al. describen el uso de bacterias y toxinas bacterianas como agentes terapéuticos para tumores soli-
dos. Se describen los constructos de fusién de Toxina-Antigeno asi como el redireccionamiento bacteriano de
semejante constructo. Se estudia el uso de la toxina de la difteria (TD), la exotoxina A de pseudomonas (EP) y
la enterotoxina de Clostridium perfringens (ECP). Sin embargo, los autores no mencionan el uso de la toxina
del cdlera ni demuestran o hacen que resulte obvia la secrecién de constructos de fusidn de toxina-antigeno
liberados por bacterias (Michl y Gress, 2004).

Lahiri proporciona una visién general acerca de las diferentes toxinas bacterianas y comenta sus multiples
usos. Aunque el autor menciona proteinas de fusién de toxina-antigeno guarda silencio acerca de la toxina del
célera y el redireccionamiento bacteriano de los constructos de fusién de toxina-antigeno secretados (Labhiri,
2000).

Lavelle et al. describen moléculas de agentes infecciosos como farmacos inmunomoduladores. Los autores
también mencionan proteinas de fusidn de toxina del c6lera-antigeno, pero tales constructos solamente se apli-
can directamente como proteinas y no como medios para vacunas vivas modificadas genéticamente (Lavelle et
al., 2004).

El documento WO 01/74383 estd dirigido a inmundégenos mucosales de antigeno-enterotoxina quiméricos y
también menciona el uso de las subunidades A2 y B de la toxina del célera. Tales inmundgenos quiméricos,
no obstante, comprenden siempre las subunidades A2 y B al mismo tiempo y estdn destinados al uso en la
inmunizacién mucosal pero no en la terapia tumoral.

El documento WO 02/077249 describe cepas mutantes enterocoliticas de Yersinia no virulentas para la libera-
cién de proteinas heterélogas en células diana mutadas especificas. También se menciona el uso de la subunidad
Al de la toxina del célera pero el documento de patente guarda silencio acerca de la secrecion y hace referencia
solamente al tratamiento de infecciones y estados infecciosos.

El documento WO 2004/018630 describe fagos con ARN de doble hebra recombinantes que codifican una
casete de expresion eucaridtica de doble hebra. Aunque se menciona la subunidad A de la toxina del célera, el
documento no tiene mayor relevancia.

Holmgren et al. proporcionan una breve visién general sobre el campo de la inmunizacién mucosal y los coad-
yuvantes. Comentan, entre otros, los efectos de la toxina del célera como coadyuvante mucosal pero no descri-
ben informacién sobre los sistemas de expresion genética o las vacunas vivas y también guardan silencio acerca
de la terapia tumoral (Holmgren et al., 2003).

Holmgren y Czerkinsky también proporcionan una visién general sobre inmunidad mucosal y vacunas. Sin
embargo, este articulo estd restringido a anti-infecciosos solamente y no comenta ni hace que resulten obvios
posibles usos en el campo de la terapia tumoral (Holmgren y Czerkinsky, 2005).
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Otra revision de Freytag y Clements comenta los coadyuvantes mucosales para su aplicacién en la inmunote-
rapia anti-infecciosa. Aunque se menciona la toxina del célera como coadyuvante mucosal los autores guardan
silencio acerca de los constructos de toxina-antigeno secretados y la terapia tumoral como posible campo de
administracion (Freytag y Clements, 2005).

Shaw y Starnbach describen el uso de toxinas bacterianas modificadas para liberar antigenos para vacunas.
Sin embargo, el articulo no menciona la toxina del cdlera y adicionalmente se limita a la aplicacion directa de
proteinas de fusion de toxina-antigeno para la vacunacién (Shaw y Starnbach, 2003).

El documento WO 03/072789 estd dirigido a microorganismos como portadores de secuencias de nucledtidos
que codifican antigenos celulares utilizados para el tratamiento de tumores. Aunque el documento de patente
menciona su secrecién y uso en el campo de la terapia tumoral, guarda un silencio absoluto acerca de las toxinas
bacterianas y las proteinas de fusion.

Gentschev, Dietrich y Goebel asi como Gentschev ef al. describen el redireccionamiento bacteriano y su
uso en el desarrollo de vacunas contra tumores. No obstante, estos dos documentos no mencionan el uso de
toxinas bacterianas y proteinas de fusién en la terapia tumoral (Gentschev et al., 2002a; Gentschev et al.,
2002b).

El documento WO 98/23763 describe células de Vibrio cholerae que expresan las subunidades B y D de la
hemolisina de E. coli junto con un polipéptido de fusién que incluye un antigeno heterélogo fusionado a hylA.
Adicionalmente se describe una cepa de vacuna de Vibrio cholerae que expresa la subunidad B de la toxina
del célera y un polipéptido de fusidn de una secuencia sefial secretora, un antigeno heterélogo y la subunidad
A2 de la toxina del célera. Por dltimo, se describe un polipéptido de fusién que incluye la subunidad B de la
toxina del célera fusionada a una porcién antigénica de la subunidad de la toxina A o la toxina B de C. difficile.
Sin embargo, la solicitud de patente no menciona el uso de una proteina de fusién de toxina proteica mas un
antigeno de toxina no proteica heterélogo en la terapia tumoral.

Dietrich y colaboradores comentan dos herramientas de liberacién de vacunas - hemolisina A y listeriolisina
-que se pueden utilizar para la inmunidad mediada por células. Sin embargo, no se menciona ninguna proteina
de fusidn de toxina proteica- antigeno heterélogo ni expresién simultanea (Dietrich et al., 2003).

Gentschev et al. describen el uso del sistema de secrecion de alfa-hemolisina de Escherichia coli para la libera-
cién de antigenos en la cepa para vacuna de Salmonella typhi Ty21 a. No obstante, los autores no mencionan el
uso de toxinas bacterianas ni proteinas de fusion en la terapia tumoral (Gentschev et al., 2004).

El documento WO 02/47727 esta dirigido a agentes terapéuticos que comprenden una toxina proteica. El do-
cumento solamente describe proteinas de fusién de CtxB y EtxB con antigeno viral. No se menciona la vacuna
bacteriana ni la liberacién de vacuna bacteriana.

Cheng-hua S y colaboradores describen una fusién génica de la subunidad B de la toxina del célera y el epitopo
PreS2 de VHB y la antigenicidad de la proteina de fusién en estudios de inmunizacién directa. Sin embargo, no
se menciona la vacuna bacteriana ni la liberacion de la vacuna bacteriana (Cheng-hua et al., 1995).

Sanchez et al. describen que el gen de la subunidad B de la toxina del célera intensifica las respuestas citotoxicas
de la inmunoglobulina A mucosal, tipo Th1 y CD8* cuando se administra simultdneamente intradérmicamente
con una vacuna de ADN (Sanchez et al., 2004). Sin embargo, en este enfoque los autores utilizan ADN como
portador que actiia como un coadyuvante promotor de Thl por si solo. Ademas, las proteinas son producidas
por células anfitrionas y no liberadas directamente o por medio de un portador bacteriano y por lo tanto estdn
directamente disponibles para las células eucariéticas.

El documento WO 01/29233 estd dirigido a composiciones inmunogénicas quiméricas y a dcidos nucleicos que
las codifican. Sin embargo, no se menciona la vacuna bacteriana o la liberacién de la vacuna bacteriana.

El documento WO 2007/044406 hace referencia a métodos para estimular una respuesta inmunitaria utilizando
un sistema de liberacion de antigeno bacteriano que estd basado en SopE que porta una sefial de secrecion de
tipo III. Sin embargo, la solicitud de patente no menciona el uso de toxinas bacterianas ni proteinas de fusién
en la terapia tumoral.

En resumen, se puede concluir a partir de la técnica anterior que las toxinas nativas no pueden ser establecidas
para su uso en seres humanos debido a su fuerte toxicidad. Adicionalmente, su aplicacién en la terapia tumoral seria
perjudicial debido a que la respuesta del sistema inmunitario innato, en particular la de las células NK, resultaria
inhibida. Sin embargo, es esta respuesta inmunitaria la que es crucial para una terapia tumoral satisfactoria puesto que
las células tumorales muy frecuentemente pierden su capacidad para expresar las moléculas del MHC de clase I y por
lo tanto son resistentes al reconocimiento y ataque por los CTL.
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El uso de las subunidades de toxina destoxificadas, por otra parte, solas o fusionadas a proteinas antigénicas (he-
terélogas) da como resultado un efecto coadyuvante fuertemente atenuado y/o incluso una tolerancia generalizada
inducida del sistema inmunitario asi como respuestas inmunitarias de anticuerpos y de tipo Th2 mucosalmente res-
tringidas.

Ademds, se dice que la secrecion de proteinas de fusién de antigeno (heter6logo)-toxina, que solamente se describe
en las vacunas anti-infeccidn (esto es, dirigiendo el antigeno o incluso la propia toxina), no solamente no presenta
ventajas sobre la expresion citopldsmica, si no que son generalmente bastante inadecuadas.

En general, ni se presenta un enfoque terapéutico tumoral ni se describieron o lograron la induccién generalizada
de una respuesta inmunitaria celular dominada por Thl con células T coadyuvantes productoras de IFN-gamma, la
induccion de los CTL ni la activacién del sistema inmunitario innato, todas las cuales son indispensables para la terapia
tumoral.

Descripcion de la invencion

La presente invencion tiene el objeto de proporcionar vacunas contra tumores novedosas por medio de las cuales se
induce una fuerte respuesta generalizada del sistema inmunitario celular y se puede lograr una terapia tumoral eficaz.

El objeto de la presente invencion ha sido resuelto sorprendentemente en un aspecto proporcionando un microor-
ganismo como portador de secuencias de nucleétidos que codifican antigenos y toxinas proteicas que comprenden los
siguientes componentes:

(D) al menos una secuencia de nucledtidos que codifica al menos un antigeno completo o parcial de al menos
una proteina de tipo salvaje o mutada; y

(II) al menos una secuencia de nucledtidos que codifica al menos una toxina proteica y/o al menos una subu-
nidad de una toxina proteica; y

(I1D)

a) al menos una secuencia de nucledtidos que codifica al menos un sistema de transporte que permite la
expresion de los productos de expresion del componente (I) y el componente (II) sobre la superficie
mds externa del microorganismo y/o permite la secrecion de los productos de expresion del compo-
nente (I) y el componente (II); y/o que codifica al menos una secuencia sefial que permite la secrecién
de los productos de expresioén del componente (I) y el componente (II); y/o

b) opcionalmente, al menos una secuencia de nucledtidos que codifica al menos una proteina para lisar
el microorganismo en el citosol de las células de mamifero y para liberar intracelularmente pldsmidos
o vectores de expresion, que estan contenidos en el microorganismo lisado; y

(IV) al menos una secuencia de nucleétidos para al menos una secuencia de activacién para la expresién de
uno o mds de los componentes (I) a (III), donde dicha secuencia de activacién puede ser activada en
el microorganismo y/o es especifica de la célula tisular, especifica de la célula tumoral, especifica de
macréfagos, especifica de dendritas, especifica de linfocitos, especifica de la funcién o sin especificidad
celular”;

donde cualquiera de los componentes (I) a (IV) puede estar presente una vez o varias veces y si un componente de
los componentes (I) a (IV) estd presente varias veces puede ser independientemente idéntico o diferente; y

donde el componente (I) y el componente (II) no son idénticos, esto es el componente (I) no codifica al menos
una secuencia de nucledtidos que codifica al menos una toxina proteica y/o al menos una subunidad de una toxina
proteica.

El término “especifico de célula tisular” con respecto al componente (IV) en la presente invencion hace referen-
cia a una o varias secuencias de activacién que son activadas especificamente en células tisulares diana, tales como
promotores dependientes de hormonas en tejidos prostéticos por ejemplo.

El término “especifico de célula tumoral” con respecto al componente (IV) en la presente invencion hace referencia
a una o varias secuencias de activacién que son especificamente activadas en células tumorales, tales como elementos
promotores activados por la accién de oncogenes especificos de tumores.

El término “especifico de macr6fagos” con respecto al componente (IV) en la presente invencién hace referen-

cia a una o varias secuencias de activacion que son especificamente activadas en macréfagos, tales como elementos
promotores que codifican genes especificos de macréfagos, por ejemplo el gen que codifica F4/80.
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El término “especifico de dendritas” con respecto al componente (IV) en la presente invencién hace referencia a
una o varias secuencias de activacién que son activadas especificamente en células dendriticas, tales como los elemen-
tos promotores que controlan la expresiéon de B7.1. Los términos “especifico de dendritas” y “especifico de células
dendriticas” son equivalentes, esto es tienen el mismo significado y ambos hacen referencia a células dendriticas.

El término “especifico de linfocitos” con respecto al componente (IV) en la presente invencién hace referencia a
elementos que son activados especificamente en células de linaje linfocitico como elementos promotores que regulan
la expresion de moléculas CD3 en células T o elementos promotores que regulan la expresiéon de CD20 en células B
maduras.

El término “especifico de la funcién” con respecto al componente (IV) en la presente invencién hace referencia
a una o varias secuencias de activacién que son activadas especificamente en el contexto celular, p. ej., en células
tumorales que han perdido la expresion de p53, o una o varias secuencias de activacién que estdn activadas dentro de
bacterias dependiendo del contexto, p. ej. localizacién celular o presién de oxigeno.

El término “sin especificidad celular” con respecto al componente (IV) en la presente invencién hace referencia a
una o varias secuencias de activacién que son ubicuamente activas, tales como promotores bacterianos constitutiva-
mente activos.

El término “secuencia de nucle6tidos” en la presente invencion hace referencia a ADNds, ADNss, ARNds, ARNss
o hibridos de ADN/ARN(ds. Se prefiere el ADNds.

El término “antigeno” en la presente invencidn hace referencia a moléculas que reaccionan con anticuerpos, esto
es, que son capaces de generar anticuerpos. Algunos antigenos no logran, por si mismos, la produccién de anticuer-
pos; solamente aquellos que pueden inducir la produccién de anticuerpos son denominados inmundgenos. Para los
fines de la presente invencion, se pretende que estén incluidas todas las clases de antigenos conocidos. El experto en
la técnica sabe la recabar informacién necesaria a cerca de antigenos potenciales por medio de bases de datos y/o
escrutinio experimental sin molestias indebidas. Los ejemplos de los antigenos son entre otros los antigenos celulares,
los antigenos especificos de células tisulares (p. ej. células tisulares de las cuales deriva un tumor), antigenos proteicos
celulares, antigenos virales, antigenos proteicos virales y similares. Se prefieren los antigenos proteicos. Son adicio-
nalmente preferidos los antigenos heterélogos o los antigenos foraneos, esto es los antigenos que no son endégenos
con respecto al microorganismo respectivo de la invencidn o los antigenos que no son expresados por el organismo res-
pectivo de la invencidn por naturaleza, pero son introducidos en él por medio de métodos biotecnolégicos moleculares
convencionales.

El término “antigeno completo” en la presente invencion hace referencia a moléculas completas que reaccionan
con anticuerpos de acuerdo con la definicién anterior. Los ejemplos de los antigenos completos son por ejemplo las
proteinas completas, que también son las preferidas.

El término “antigeno parcial” en la presente invencién hace referencia a porciones especificas de moléculas que
reaccionan con los anticuerpos de acuerdo con la definicién anterior. Los antigenos parciales pueden ser por ejemplo
motivos proteicos tales como bucles de aminoacidos dentro de las proteinas, dominios proteina quinasa, epitopos y
similares. Son preferidos los dominios proteina quinasa y los epitopos, de los cuales los tltimos son sitios especificos
de un antigeno reconocido por un anticuerpo (también referidos como determinantes antigénicos).

Los términos “tipo salvaje” y “mutada” con respecto a una “proteina” en la presente invencién hacen referencia a
proteinas que consisten en su secuencia de aminodcidos dominante “natural” (codificada por la respectiva secuencia
de nucleétidos) y proteinas que tienen una o mas mutaciones en su secuencia de aminodcidos (codificada por la res-
pectiva secuencia de nucledtidos) en comparacién con la secuencia de tipo salvaje, respectivamente. Preferiblemente
las proteinas de tipo salvaje y/o mutadas derivan de células tumorales. Como para los antigenos parciales se prefiere
adicionalmente que la secuencia incluya mutaciones, esto es, se selecciona un epitopo que contiene preferiblemente
una o mas mutaciones, por ejemplo el epitopo V660E de B-Raf.

Los microorganismos en el sentido de la invencién son bacterias, bacterias gram-positivas, bacterias gram-negati-
vas y células eucaridticas, de las cuales las ultimas comprenden pardsitos unicelulares, levaduras, células tumorales y
células de lineas celulares, tales como Sacharomyces cerevisiae, Leishmania spp., células tumorales y lineas de células
tumorales aut6logas derivadas de pacientes. Tales microorganismos se utilizan normalmente como portadores para la
transferencia de secuencias de nucledtidos que son fordneas (heterlogas o heterogéneas) para el microorganismo.
Preferiblemente, se utilizan bacterias, que tiene la virulencia atenuada, por ejemplo bacterias que portan un gen aroA,
aro, asd, gal, pur, cya, crp, phoP/Q, omp suprimidos o inactivados o son mutantes sensibles a la temperatura o mutan-
tes dependientes de antibiéticos (Cardenas y Clements, 1992). Adicionalmente se prefiere como microorganismo que
comprende los componentes (I) a (IV) anteriores una bacteria intracelular facultativa, atenuada, gram-negativa como
portador, que sea capaz de superar la mucosa intestinal (p. ej. Salmonella spp. o Shigella spp.).

En una realizacion preferlda se proporciona un m1croorgamsmo que comprende los componentes (I) a (IV) ante-
riores, donde el microorganismo se selecciona del grupo que consiste en “una bacteria, una bacteria gram-positiva, una
bacteria gram-negativa, una célula eucariotica” y preferiblemente se selecciona del grupo que consiste en “Escherichia
spp., Escherichia coli, Salmonella spp., Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Yersinia spp., Yersinia enteroco-
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litica, Vibrio spp., Vibrio cholerae, Listeria spp., Listeria monocytogenes, Shigella spp., Shigella flexneri”, donde
preferiblemente la virulencia del microorganismo estd atenuada. Adicionalmente se prefiere excluir Vibrio cholerae
de los microorganismos definidos antes.

Se pretende que el término “spp.” con respecto a cualquier microorganismo comprenda para los fines de la presente
invencion todos los miembros de un género dado, incluyendo especies, subspecies y otros. Se pretende que el término
“Salmonella spp.” por ejemplo comprenda todos los miembros del género Salmonella, tales como Salmonella typhi'y
Salmonella typhimurium.

En otra realizacién preferida, se proporciona un microorganismo de acuerdo con las definiciones anteriores, donde
el al menos un antigeno completo o parcial de al menos una proteina de tipo salvaje o mutada de acuerdo con el com-
ponente (I) se selecciona del grupo que consiste en las siguientes proteinas de tipo salvaje y sus mutantes conocidos:
“receptor; porcidn extracelular, transmembrana o intracelular de un receptor; molécula de adherencia; porcién extra-
celular, transmembrana o intracelular de una molécula de adherencia; proteina transductora de la sefial; proteina del
ciclo celular; factor de transcripcion; proteina de diferenciacidn; proteina embrionaria; proteina viral; alergeno; pro-
tefna de patégeno microbiano; proteina de patégeno eucaridtico; proteina antigénica de cancer de testiculo; proteinas
antigénicas de tumores; y/o proteinas especificas de células tisulares”,

donde la célula tisular se selecciona del grupo que consiste en “gldndula tiroidea, gldndula mamaria, glandula
salivar, nédulo linfoide, glandula mamaria, tinica de la mucosa géstrica, rifién, ovario, prostata, cérvix, tinica serosa
de la vejiga urinaria y lunares”.

Como para la proteina mutada, la mutacién ha podido ser oncogénica y puede haber causado una pérdida o una
ganancia de sus funciones celulares originales.

Tales antigenos realizan en la célula el control del crecimiento celular y de la divisién celular y se presentan
sobre la membrana celular de las células normales, por ejemplo por medio de la molécula del MHC de clase 1. En
las células tumorales, estos antigenos son frecuentemente expresados en exceso o mutados especificamente. Tales
mutaciones pueden tener como consecuencia limitaciones de la funcién de los supresores oncogénicos o la activacién
de los proto-oncogenes a oncogenes y pueden estar implicadas solas o en comiin en las expresiones en exceso en
el crecimiento tumoral. Tales antigenos celulares se presentan sobre la membrana de las células tumorales y de este
modo representan antigenos sobre las células tumorales, sin causar no obstante una reaccién inmunitaria que afecte a
la enfermedad tumoral del paciente. Rapp (documento US 5.156.841) ya ha descrito el uso de oncoproteinas, esto es
productos de expresion de los oncogenes, como inmundgeno para las vacunas contra tumores.

Los ejemplos de los antigenos y sus mutaciones (oncogénicas) de acuerdo con la invencién son i) receptores,
tales como Her-2/neu, receptores de androgenos, receptores de estrégenos, receptores de lactoferrina, receptores de
midquinas, receptor de EGF, ERBB2, ERBBA4, receptor TRAIL, FAS, receptor de TNFalfa, receptor de TGF-beta;
ii) proteinas de transduccion de la sefal, tales como c-Raf (Raf-1), A-Raf, B-Raf, B-Raf V599E, B-Raf V600E, B-
Raf KD, dominio quinasa B-Raf V600OE, B-Raf V600OE KD, dominio quinasa B-Raf V600E KD, dominio quinasa B-
Raf, dominio quinasa B-Raf KD, Ras, Bcl-2, Bcl-X, Bcl-W, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1, Al, Bax, BAD, Bak, Bcl-Xs, Bid,
Bik, Hrk, Bcr/abl, Myb, C-Met, IAP1, IAO2, XIAP, ML-IAP LIVIN, survivina, APAF-1; iii) proteinas de control del
ciclo celular, tales como ciclina D(1-3), ciclina E, ciclina A, ciclina B, ciclina H, Cdk-1, Cdk-2, Cdk-4, Cdk-6, Cdk-7,
Cdc25C, pl6, pl5, p21, p27, p18, pRb, p107, p130, E2F(1-5), GAAD45, MDM2, PCNA, ARF, PTEN, APC, BRCA,
p53 y homoélogos; iv) factores de transcripcion, tales como C-Myc, NFkB, c-Jun, ATF-2, Spl; v) proteinas embrio-
narias, tales como antigeno carcinoembrionario, alfa-fetoproteina, MAGE, MAGE-1, MAGE-3, NY-ESO-1, PSCA;
vi) antigenos de diferenciacidn, tales como MART, Gp100, tirosinasa, GRP, TCF-4, mielina bésica, alfa-lactalbimina,
GFAP, antigeno especifico de préstata (ASP), proteina 4cida fibrilar, tirosinasa, EGR-1, MUCI; vii) antigenos virales,
tales como los siguientes virus: HIV, HPV, HCV, HPV, VEB, CMV, VHS, virus de la influenza, virus de la influenza
de tipo A, virus de la influenza de tipo A (H5N1) y (H3N2), virus de la influenza tipo B, virus de la influenza ti-
po C; hemaglutininas, hemaglutinina H1, hemaglutinina HS5, hemaglutinina H7, hemaglutinina HA1 (preferiblemente
del virus de la influenza A (A/Thailand/1 (KAN-1)2004(H5N1), hemaglutinina HA12 (preferiblemente del virus de
la Influenza A (A/Thailand/1 (KAN-1)2004(H5N1), hemaglutinina HA12C (preferiblemente del virus de la Influen-
za A (A/Thailand/1 (KAN-1)2004(H5N1), neuramidasa, antigenos microbianos: p60, LLO, ureasa etc. Antigenos de
patégenos eucaridticos: CSP (malaria), calflagina (tripanosoma), CPB (Leishmania major) etc.

En otra realizacion preferida mds, se proporciona un microorganismo de acuerdo con las definiciones anteriores,
donde el al menos un antigeno completo o parcial de al menos una proteina de tipo salvaje o mutada de acuerdo con
el componente (I) se selecciona del grupo que consiste en las siguientes proteinas de tipo salvaje y sus mutantes cono-
cidos: “Her-2/neu, receptor de andrégenos, receptor de estrégenos, receptor de midquina, receptor de EGF, ERBB2,
ERBBA4, receptor TRAIL, FAS, receptor de TNFalfa, receptor de TGF-beta, receptor de lactoferrina, mielina bdsi-
ca, alfa-lactoalbimina, GFAP, proteina 4cida fibrilar, tirosinasa, EGR-1, MUC1, c-Raf (Raf-1), A-Raf, B-Raf, B-Raf
V599E, B-Raf V600E, B-Raf KD, dominio quinasa B-Raf V600E, B-Raf V600OE KD, dominio quinasa B-Raf V600OE
KD, dominio quinasa B-Raf, dominio quinasa B-Raf KD, N-Ras, K-Ras, H-Ras, Bcl-2, Bcl-X, Bcl-W, Bfl-1, Brag-
1, Mcl-1, Al, Bax, BAD, Bak, Bcl-Xs, Bid, Bik, Hrk, Ber/abl, Myb, C-Met, IAP1, IAO2, XIAP, ML-IAP LIVIN,
survivina, APAF-1, ciclina D(1-3), ciclina E, ciclina A, ciclina B, ciclina H, Cdk-1, Cdk-2, Cdk-4, Cdk-6, Cdk-7,
Cdc25C, pl6, pl5, p21, p27, p18, pRb, p107, p130, E2F(1-5), GAAD45, MDM2, PCNA, ARF, PTEN, APC, BRCA,
Akt, PI3K, mTOR, p53 y homélogos, C-Myc, NFkB, c-Jun, ATF-2, Sp1, antigeno especifico de prdstata (ASP), an-
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tigeno carcinoembrionario, alfa-fetoproteina, PAP; PSMA; STEAP; MAGE, MAGE-1, MAGE-3, NY-ESO-1, PSCA,
MART, Gp100, tirosinasa, GRP, TCF-4, antigenos virales de los virus HIV, HPV, HCV, HPV, VEB, CMV, VES, virus
de la influenza, virus de la influenza de tipo A, virus de la influenza de tipo A (H5N1) y (H3N2), virus de la influenza
de tipo B, virus de la influenza de tipo C; hemaglutininas, hemaglutinina H1, hemaglutinina HS, hemaglutinina H7,
hemaglutinina HA1 (preferiblemente del virus de la Influenza A (A/Thailand/1 (KAN-1)2004(H5N1), hemaglutinina
HA12 (preferiblemente del virus de la Influenza A (A/Thailand/1 (KAN-1)2004(H5N1), hemaglutinina HA12C (pre-
feriblemente del virus de la Influenza A (A/Thailand/1 (KAN-1)2004(H5N1), neuramidasa, p60, LLO, ureasa, CSP,
calflagina y/o CPB”.

En otra realizacion preferida mds, se proporciona un microorganismo de acuerdo con las definiciones anteriores,
donde el al menos un antigeno completo o parcial de al menos una proteina de tipo salvaje o mutada de acuer-
do con el componente (I) se selecciona del grupo de quinasas que consiste en las siguientes proteinas de tipo sal-
vaje y sus mutantes conocidos (nimeros de acceso entre paréntesis): AAK1 (NM 014911), AATK (NM 004920),
ABL1 (NM 005157), ABL2 (NM 005158), ACK1 (NM 005781), ACVR1 (NM 001105), ACVR1 B (NM 020328),
ACVR2 (NM 001616), ACVR2B (NM 001106), ACVRL1 (NM 000020), ADCK1 (NM 020421), ADCK2 (NM
052853), ADCK4 (NM 024876), ADCKS5 (NM 174922), ADRBK1 (NM 001619), ADRBK2 (NM 005160), AKT1
(NM 005163), AKT2 (NM 001626), AKT3 (NM 005465), ALK (NM 004304), ALK7 (NM 145259), ALS2CR2
(NM 018571), ALS2CR7 (NM 139158), AMHR2 (NM 020547), ANKK1 (NM 178510), ANKRD3 (NM 020639),
APEG1 (NM 005876), ARAF (NM 001654), ARKS (NM 014840), ATM (NM 000051), ATR (NM 001184), AURKA
(NM 003600), AURKB (NM 004217), AURKC (NM 003160), AXL (NM 001699), BCKDK (NM 005881), BCR
(NM 004327), BIKE (NM 017593), BLK (NM 001715), BMPR1 A (NM 004329), BMPR1 B (NM 001203), BM-
PR2 (NM 001204), BMX (NM 001721), BRAF (NM 004333), BRD2 (NM 005104), BRD3 (NM 007371), BRD4
(NM 014299), BRDT (NM 001726), BRSK1 (NM 032430), BRSK2 (NM 003957), BTK (NM 000061), BUB1 (NM
004336), BUB1 B (NM 001211), CABC1 (NM 020247), CAMKI1 (NM 003656), CaMKIb (NM 198452), CAMK1
D (NM 020397), CAMKI1 G (NM 020439), CAMK2A (NM 015981), CAMK2B (NM 001220), CAMK2D (NM
001221), CAMK2G (NM 001222), CAMK4 (NM 001744), CAMKKI1 (NM 032294), CAMKK2 (NM 006549),
CASK (NM 003688), CCRK (NM 012119), CDC2 (NM 001786), CDC2L1 (NM 001787), CDC2L5 (NM 003718),
CDC42BPA (NM 014826), CDC42BPB (NM 006035), CDC7L1 (NM 003503), CDK10 (NM 003674), CDK11
(NM 015076), CDK2 (NM 001798), CDK3 (NM 001258), CDK4 (NM 000075), CDKS (NM 004935), CDK6 (NM
001259), CDK7 (NM 001799), CDK8 (NM 001260), CDK9 (NM 001261), CDKL1 (NM 004196), CDKL2 (NM
003948), CDKL3 (NM 016508), CDKL4 (NM 001009565), CDKLS (NM 003159), CHEK1 (NM 001274), CHUK
(NM 001278), CIT (NM 007174), CLK1 (NM 004071), CLK2 (NM 003993), CLK3 (NM 003992), CLK4 (NM
020666), CRK7 (NM 016507), CSF1 R (NM 005211), CSK (NM 004383), CSNK1A1 (NM 001892), CSNK1 D (NM
001893), CSNKIE (NM 001894), CSNK1G1 (NM 022048), CSNK1G2 (NM 001319), CSNK1G3 (NM 004384),
CSNK2A1 (NM 001895), CSNK2A2 (NM 001896), DAPK1 (NM 004938), DAPK2 (NM 014326), DAPK3 (NM
001348), DCAMKLI1 (NM 004734), DCAMKL2 (NM 152619), DCAMKL3 (XM 047355), DDR1 (NM 013993),
DDR2 (NM 006182), DMPK (NM 004409), DMPK2 (NM 017525.1), DYRK1 A (NM 001396), DYRK1 B (NM
006484), DYRK2 (NM 006482), DYRK3 (NM 003582), DYRK4 (NM 003845), EEF2K (NM 013302), EGFR (NM
005228), EIF2AK3 (NM 004836), EIF2AK4 (NM_001013703), EPHA1 (NM 005232), EPHA10 (NM 001004338),
EPHA2 (NM 004431), EPHA3 (NM 005233), EPHA4 (NM 004438), EPHAS (NM 004439), EPHA6 (XM 114973),
EPHA7 (NM 004440), EPHAS (NM 020526), EPHB1 (NM 004441), EPHB2 (NM 017449), EPHB3 (NM 004443),
EPHB4 (NM 004444), EPHB6 (NM 004445), ERBB2 (NM 004448), ERBB3 (NM 001982), ERBB4 (NM 005235),
ERKS8 (NM 139021), ERN1 (NM 001433), ERN2 (NM 033266), FASTK (NM 025096), FER (NM 005246), FES
(NM 002005), FGFR1 (NM 000604), FGFR2 (NM 022970), FGFR3 (NM 000142), FGFR4 (NM 022963), FGR
(NM 005248), FLJ23074 (NM 025052), FLJ23119 (NM 024652), FLJ23356 (NM 032237), FLT1 (NM 002019),
FLT3 (NM 004119), FLT4 (NM 002020), FRAP1 (NM 004958), FRK (NM 002031), FYN (NM 002037), GAK (NM
005255), GPRKS (NM 005308), GPRK6 (NM 002082), GPRK7 (NM 139209), GRK4 (NM 005307), GSG2 (NM
031965), GSK3A (NM 019884), GSK3B (NM 002093), GUCY2C (NM 004963), GUCY2D (NM 000180), GUCY2F
(NM 001522), H11 (NM 014365), HAK (NM 052947), HCK (NM 002110), HIPK1 (NM 152696), HIPK2 (NM
022740), HIPK3 (NM 005734), HIPK4 (NM 144685), HRI (NM 014413), HUNK (NM 014586), ICK (NM 016513),
IGFIR (NM 000875), IKBKB (NM 001556), IKBKE (NM 014002), ILK (NM 004517), INSR (NM 000208), INSRR
(NM 014215), IRAK1 (NM 001569), IRAK2 (NM 001570), IRAK3 (NM 007199), IRAK4 (NM 016123), ITK (NM
005546), JAK1 (NM 002227), JAK2 (NM 004972), JAK3 (NM 000215), KDR (NM 002253), KIS (NM 144624),
KIT (NM 000222), KSR (XM 290793), KSR2 (NM 173598), LAK (NM 025144), LATS1 (NM 004690), LATS2
(NM 014572), LCK (NM 005356), LIMK1 (NM 016735), LIMK2 (NM 005569), LMR3 (XM 055866), LMTK2
(NM 014916), LOC149420 (NM 152835), LOC51086 (NM 015978), LRRK2 (XM 058513), LTK (NM 002344),
LYN (NM 002350), MAK (NM 005906), MAP2K1 (NM 002755), MAP2K2 (NM 030662), MAP2K3 (NM 002756),
MAP2K4 (NM 003010), MAP2KS (NM 002757), MAP2K6 (NM 002758), MAP2K7 (NM 005043), MAP3K1 (XM
042066), MAP3K10 (NM 002446), MAP3K11 (NM 002419), MAP3K12 (NM 006301), MAP3K13 (NM 004721),
MAP3K14 (NM 003954), MAP3K2 (NM 006609), MAP3K3 (NM 002401), MAP3K4 (NM 005922), MAP3KS5
(NM 005923), MAP3K6 (NM 004672), MAP3K7 (NM 003188), MAP3K8 (NM 005204), MAP3K9 (NM 033141),
MAP4K1 (NM 007181), MAP4K2 (NM 004579), MAP4K3 (NM 003618), MAP4K4 (NM 145686), MAP4KS5 (NM
006575), MAPK1 (NM 002745), MAPK10 (NM 002753), MAPK11 (NM 002751), MAPK12 (NM 002969), MAPK13
(NM 002754), MAPK14 (NM 001315), MAPK3 (NM 002746), MAPK4 (NM 002747), MAPK6 (NM 002748),
MAPK?7 (NM 002749), MAPK8 (NM 002750), MAPK9 (NM 002752), MAPKAPK?2 (NM 032960), MAPKAPK3
(NM 004635), MAPKAPKS (NM 003668), MARK (NM 018650), MARK2 (NM 017490), MARK3 (NM 002376),
MARK4 (NM 031417), MAST1 (NM 014975), MAST205 (NM 015112), MAST3 (XM 038150), MAST4 (XM
291141), MASTL (NM 032844), MATK (NM 139355), MELK (NM 014791), MERTK (NM 006343), MET (NM
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000245), MGC33182 (NM 145203), MGC42105 (NM 153361), MGC43306 (C90rf96), MGC8407 (NM 024046), MI-
DORI (NM 020778), MINK (NM 015716), MKNK1 (NM 003684), MKNK2 (NM 017572), MLCK (NM 182493),
MLK4 (NM 032435), MLKL (NM 152649), MOS (NM 005372), MST1 R (NM 002447), MST4 (NM 016542),
MUSK (NM 005592), MYLK (NM 053025), MYLK2 (NM 033118), MYO3A (NM 017433), MYO3B (NM 138995),
NEK1 (NM 012224), NEK10 (NM 152534), NEK11 (NM 024800), NEK2 (NM 002497), NEK3 (NM 002498), NEK4
(NM 003157), NEK5 (MGC75495), NEK6 (NM 014397), NEK7 (NM 133494), NEK8 (NM 178170), NEK9 (NM
033116), NLK (NM 016231), NPR1 (NM 000906), NPR2 (NM 003995), NRBP (NM 013392), NRBP2 (NM 178564),
NRK (NM 198465), NTRK1 (NM 002529), NTRK2 (NM 006180), NTRK3 (NM 002530), OBSCN (NM 052843),
OSR1 (NM 005109), PACE-1 (NM 020423), PAK1 (NM 002576), PAK2 (NM 002577), PAK3 (NM 002578), PAK4
(NM 005884), PAK6 (NM 020168), PAK7 (NM 020341), PASK (NM 015148), PCTK1 (NM 006201), PCTK2 (NM
002595), PCTK3 (NM 212503), PDGFRA (NM 006206), PDGFRB (NM 002609), PDK1 (NM 002610), PDK2
(NM 002611), PDK3 (NM 005391), PDK4 (NM 002612), PDPK1 (NM 002613), PFTK1 (NM 012395), PHKGI
(NM 006213), PHKG2 (NM 000294), PIK3R4 (NM 014602), PIM1 (NM 002648), PIM2 (NM 006875), PIM3
(NM 001001852), PINK1 (NM 032409), PKE (NM 173575), PKMYT!1 (NM 004203), pknbeta (NM 013355), PLK
(NM 005030), PLK3 (NM 004073), PRKAA1 (NM 006251), PRKAA2 (NM 006252), PRKACA (NM 002730),
PRKACB (NM 002731), PRKACG (NM 002732), PRKCA (NM 002737), PRKCB1 (NM 002738), PRKCD (NM
006254), PRKCE (NM 005400), PRKCG (NM 002739), PRKCH (NM 006255), PRKCI (NM 002740), PRKCL1 (NM
002741), PRKCL2 (NM 006256), PRKCM (NM 002742), PRKCN (NM 005813), PRKCQ (NM 006257), PRKCZ
(NM 002744), PRKD2 (NM 016457), PRKDC (NM 006904), PRKG1 (NM 006258), PRKG2 (NM 006259), PRKR
(NM 002759), PRKWNK1 (NM 018979), PRKWNK2 (NM 006648), PRKWNK3 (NM 020922), PRKWNK4 (NM
032387), PRKX (NM 005044), PRKY (NM 002760), PRPF4B (NM 003913), PSKH1 (NM 006742), PSKH2 (NM
033126), PTK2 (NM 005607), PTK2B (NM 004103), PTK6 (NM 005975), PTK7 (NM 002821), PTK9 (NM 002822),
PTKOL (NM 007284), PXK (NM 017771), QSK (NM 025164), RAD53 (NM 007194), RAF1 (NM 002880), RAGE
(NM 014226), RET (NM 020975), RHOK (NM 002929), RIOK1 (NM 031480), RIOK2 (NM 018343), RIPK1 (NM
003804), RIPK2 (NM 003821), RIPK3 (NM 006871), RIPKS5 (NM 015375), RNASEL (NM 021133), ROCK1 (NM
005406), ROCK2 (NM 004850), ROR1 (NM 005012), ROR2 (NM 004560), ROS1 (NM 002944), RPS6KA1 (NM
002953), RPS6KA2 (NM 021135), RPS6KA3 (NM 004586), RPS6KA4 (NM 003942), RPS6KAS5 (NM 004755),
RPS6KA6 (NM 014496), RPS6KB1 (NM 003161), RPS6KB2 (NM 003952), RPS6KC1 (NM 012424), RPS6KL1
(NM 031464), RYK (NM 002958), SBK (XM 370948), SCYL1 (NM 020680), SCYL2 (NM 017988), SGK (NM
005627), SgK069 (SU SgK069), SgK085 (XM 373109), SgK110 (SU SgK110), SGK2 (NM 016276), SgK223 (XM
291277), SgK269 (XM 370878), SgK424 (CGP SgK424), SgK493 (SU_SgK493), SgK494 (NM 144610), SgK495
(NM 032017), SGKL (NM 013257), SK681 (NM 001001671), SLK (NM 014720), SMG1 (NM 015092), SNARK
(NM 030952), SNFI LK (NM 173354), SNF1 LK2 (NM 015191), SNK (NM 006622), SNRK (NM 017719), SRC
(NM 005417), SRMS (NM 080823), SRPK 1 (NM 003137), SRPK2 (NM 003138), SSTK (NM 032037), STK10 (NM
005990), STK11 (NM 000455), STK16 (NM 003691), STK17A (NM 004760), STK17B (NM 004226), STK18 (NM
014264), STK19 (NM 032454), STK22B (NM 053006), STK22C (NM 052841), STK22D (NM 032028), STK23
(NM 014370), STK24 (NM 003576), STK25 (NM 006374), STK3 (NM 006281), STK31 (NM 031414), STK32B
(NM 018401), STK33 (NM 030906), STK35 (NM 080836), STK36 (NM 015690), STK38 (NM 007271), STK38L
(NM 015000), STK39 (NM 013233), STK4 (NM 006282), STLK5 (NM 001003787), STYK1 (NM 018423), SUDD
(NM 003831), SYK (NM 003177), TAF1 (NM 138923), TAF1 L (NM 153809), TAO1 (NM 004783), TAOK1 (NM
020791), TAOK3 (NM 016281), TBCK (NM 033115), TBK1 (NM 013254), TEC (NM 003215), TEK (NM 000459),
TESK1 (NM 006285), TESK2 (NM 007170), TEX14 (NM 031272), TGFBR1 (NM 004612), TGFBR2 (NM 003242),
TIE (NM 005424), TIF1 (NM 003852), TLK1 (NM 012290), TLK2 (NM 006852), TNIK (NM 015028), TNK1 (NM
003985), TOPK (NM 018492), TP53RK (NM 033550), TRAD (NM 007064), TRIB1 (NM 025195), TRIB2 (NM
021643), TRIB3 (NM 021158), TRIM28 (NM 005762), TRIM33 (NM 015906), TRIO (NM 007118), TRPM6 (NM
017662), TRPM7 (NM 017672), TRRAP (NM 003496), TSSK4 (NM 174944), TTBK1 (NM 032538), TTBK2 (NM
173500), TTK (NM 003318), TTN (NM 003319), TXK (NM 003328), TYK2 (NM 003331), TYRO3 (NM 006293),
ULKI1 (NM 003565), ULK2 (NM 014683), ULK3 (NM 015518), ULK4 (NM 017886), VRK1 (NM 003384), VRK2
(NM 006296), VRK3 (NM 016440), WEE1 (NM 003390), WeelB (NM 173677), YANK1 (NM 145001), YES1 (NM
005433), ZAK (NM 016653), y/o ZAP70 (NM 001079)”.

El término “alergeno” en la presente invencion hace referencia a antigenos parciales o completos segtin se definen
en la presente memoria que logran reacciones de hipersensibilidad y/o alérgicas. Los ejemplos son Der p 5 (dcaro),
Bet v 1 (polen de abedul), Phl p 1 (polen de césped), Asp f I/a (Aspergillus), PLA 2 (abeja), Hev b (latex) (Schmid-
Grendelmeier y Crameri, 2001).

Los antigenos de patégenos microbianos y eucaridticos y de antigenos de cancer de testiculo estan incluidos en la
lista anterior.

En la presente invencion, las toxinas proteicas y/o sus subunidades de acuerdo con el componente (II) son prefe-
riblemente toxinas proteicas bacterianas, mas preferiblemente exotoxinas. Los ejemplos de las exotoxinas bacterianas
son las toxinas de tipo I (superantigenos), toxinas de tipo II (toxinas formadoras de poros) y (iii) las toxinas de tipo III
(toxinas A-B).

En una realizacién preferida, se proporciona un microorganismo de acuerdo con las definiciones anteriores, donde
el componente (II) se selecciona del grupo que consiste en “toxina bacteriana, enterotoxina, exotoxina, toxina de tipo
I, toxina de tipo II, toxina de tipo III, toxina de tipo IV, toxina de tipo V, toxina RTX, toxina AB, toxina A-B, toxina
A/B, toxina A+B, toxina A-5B y/o toxina ABS.
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En otra realizacion preferida mds, se proporciona un microorganismo de acuerdo con las definiciones anteriores,

donde el componente (II) se selecciona del grupo que consiste en “toxina Adenilato ciclasa, toxina de Antrax, toxina
de Antrax (EF), toxina de Antrax (LF), toxina de Botulinum, toxina de Cdlera (CT, Ctx), subunidad B de la toxina
de Célera (CTB, CtxB), toxina de Difteria (DT, Dtx), toxina LT de E. coli, enterotoxina l4bil al calor de E. coli (LT),
subunidad B de la enterotoxina 1abil al calor de E. coli (LTB), toxina ST de E. coli, enterotoxina estable al calor de
E. coli (ST), toxina Eritrogénica, toxina Exfoliatina, Exotoxina A, enterotoxina de Perfringens, toxina de Pertussis
(PT, Ptx), toxina Shiga (ST, Stx), subunidad B de la toxina Shiga (STB, StxB), toxina de tipo Shiga, enterotoxinas de
Staphylococcus, toxina del Tétanos (TT), toxina del Sindrome de choque téxico (TSST-1), toxina Vero (VT), Toxina A
(AT) y Toxina B (BT) de Clostridium difficile, Toxina Letal (LT) y Toxina Hemorrdgica (HT) de Clostridium sordellii,
Toxina alfa (AT) de Clostridium novyi”.

Sin embargo, si se utilizan como toxinas la Toxina del Célera o su subunidad CtxB de acuerdo con el componente
(II) de la invencion, se prefiere no emplear Vibrio cholerae como portador bacteriano (microorganismo).

En una realizacién preferida, se proporciona un microorganismo de acuerdo con las definiciones anteriores, donde
el componente (I) y el componente (II) estan unidos entre si para permitir la expresién y/o secrecion de una proteina
de fusion codificada por ambos componentes. Mdas preferiblemente, esta proteina de fusién se selecciona del grupo
que consiste en “CtxB-PSA, CtxB-B-Raf V60OE KD (“muerte de quinasa‘)), dominio quinasa CtxB-B-Raf V600E,
dominio quinasa (muerte de quinasa) CtxB-B-Raf V60OE KD, CtxB-B-Raf, CtxB B-Raf KD (muerte de quinasa),
dominio quinasa CtxB-B-Raf KD (muerte de quinasa), CtxB-HAT1 (subunidad 1 una hemaglutinina un virus influenza),
CtxB-HA12C”.

La secrecién es el procedimiento de segregacion, elaboracion, y liberacién de productos quimicos a partir de una
célula, o la sustancia quimica o la cantidad de sustancia secretada. La secrecidén no es unica sélo para los eucariotas;
también estd presente en bacterias y arqueas. Los transportadores de tipo casete de unién a ATP (ABC) son comunes
a los tres dominios de vida. El sistema Sec es otro sistema de secrecién conservado que es homdlogo al translocén
del reticulo endopldsmico eucariético que consiste en el complejo del translocén Sec 61 en levaduras y el complejo
Sec Y-E-G en bacterias. Las bacterias Gram-negativas tienen dos membranas, haciendo de ese modo la secrecién
topolégicamente mds compleja. De modo que hay cinco sistemas de secrecion especializados en las bacterias Gram
negativas:

(1) sistema de secrecion de Tipo I: Es el mismo que los transportadores de la casete de unién a ATP mencio-
nados antes.

(2) sistema de secrecién de Tipo II: Depende del sistema SEC para que una proteina atraviese la membrana
interna y de otro sistema especial para cruzar la membrana externa. Los pili bacterianos utilizan modifica-
ciones del sistema sec, pero son diferentes del sistema de tipo 1.

(3) sistema de secrecioén de Tipo IIT (T3SS): Es homologo al cuerpo basal flagelar bacteriano. Es como una
jeringa molecular a través de la cual una bacteria (p. ej. Shigella o Yersinia) puede inyectar proteinas en
células eucaridticas. La baja concentracién de Ca®* en el citosol abre la compuerta que regula T3SS. El
sistema Hrp en patdgenos vegetales inyecta horquillas a través de mecanismos similares en las plantas.

(4) sistema de secrecién de Tipo I'V: Es homélogo a la maquinaria de conjugacidn de las bacterias (y flagelos
arqueales). Es capaz de transportar tanto ADN como proteinas. Se descubrié en Agrobacterium tumefa-
ciens, que utiliza este sistema para introducir el plasmido Ti y las proteinas en el anfitrién que desarrolla la
agalla de corona (tumor). Helicobacter pylori utiliza un sistema de secrecion de tipo IV para inyectar Cag
A en células epiteliales gastricas. Bordetella pertussis, el agente causante de la tosferina, secreta la toxina
pertussis parcialmente a través del sistema de tipo I'V.

(5) sistema de secrecién de Tipo V, también denominado sistema auto-transportador: Este utiliza el sistema
sec para cruzar la membrana interna. Las proteinas que utilizan esta ruta tienen la capacidad de formar
un barril beta en su extremo C e insertarlo en la membrana externa para transportar el resto del péptido
hacia fuera. Finalmente el barril beta puede ser escindido y dejado atrds en la membrana externa. Algunas
personas piensan que estos remanentes de los auto-transportadores dan lugar a las porinas que son similares
a los barriles beta.

Las bacterias asi como las mitocondrias y los cloroplastos también utilizan muchos otros sistemas de transporte
especiales tales como la ruta de translocacién de la doble arginina (Tat) que, en contraste con la exportacién depen-
diente de Sec, transporta la proteina completamente plegada a través de la membrana. El nombre del sistema viene del
requerimiento de dos argininas consecutivas en la secuencia sefial requerida para dirigirla a este sistema. La secrecién
en bacterias gram-negativas implica superar la membrana interna y externa por medio de un sistema de secrecién
adecuado, como p. ¢j. el sistema de secrecién de tipo I Hly o de tipo II o el autotransportador AIDA. En las bacterias
gram-positivas el sistema de secrecion tiene que superar la membrana interna y la pared celular, lo que, en la mayoria
de las cepas, se puede lograr mediante la fusién con una sefial de secrecién adecuada.
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El componente (III) a) es al menos una secuencia de nucledtidos que codifica al menos un sistema de transporte que
permite la expresion de los productos de expresion del componente (I), y el componente (II) sobre la superficie externa
del microorganismo y/o permite la secrecion de los productos de expresién del componente (I) y el componente (II). El
respectivo componente puede, como opciodn, ser secretado o expresado sobre la membrana del microorganismo, esto
es, unido a la membrana. Tales sistemas de transporte son por ejemplo i) el sistema de secrecién de tipo I, el sistema
de secrecion de tipo 11, el sistema de secrecion de tipo III, el sistema de secrecidn de tipo IV, el sistema de secrecién
de tipo V, ii) el sistema de transporte de hemolisina (sefial) de E. coli (secuencias de nucledtidos que contienen HIyA,
HlyB y HlyD bajo el control del promotor especifico de hly); se van a utilizar las siguientes sefiales de transporte: para
la secrecidn - la sefial de transporte de HlyA C-terminal, en presencia de las proteinas HlyB y HlyD; para la expresion
unida a la membrana - la sefial de transporte de HlyA C-terminal, en presencia de la proteina HlyB, iii) el sistema de
transporte de la hemolisina (sefial) de E. coli (secuencias de nucledtidos que contienen HlyA, HlyB y HlyD bajo el
control de un promotor bacteriano no especifico de hly), iv) la sefial de transporte para la proteina de la capa S (Rsa
A) de Caulobacter crescentus; se van a utilizar las siguientes sefiales de transporte: para la secrecion y la expresion
unida a la membrana - la sefial de transporte RsaA C-terminal RsaA, v) la sefial de transporte para la proteina TolC de
Escherichia coli; se van a utilizar las siguientes sefiales de transporte: para la expresion unida a la membrana - la sefial
de transporte N-terminal de TolC (la proteina integrante de la membrana ToIC de E. coli es una proteina formadora de
poro multi-funcional de la membrana externa de E. coli, que sirve - ademds de para funciones tales como la recepcién
de colicina E1 (Morona et al., 1983) y la secrecidn de colicina V (Fath et al., 1991) también como receptor del fago
U3 (Austin et al., 1990); esta proteina no solo se encuentra en E. coli, también en una multitud de bacterias gram-
negativas (Wiener, 2000); la localizacién en la membrana externa y la amplia incidencia hacen de ToIC un candidato
ideal para presentar antigenos heterélogos, con el fin p. ej. de ocasionar una reaccién inmunitaria.

Las bacterias gram positivas no incluyen una membrana externa. La secrecion en estos casos es mds simple y
normalmente no requiere una maquinaria de secrecion dedicada al transporte a través de la membrana celular y la pared
celular. En el caso de las bacterias gram positivas, las sefiales de secrecion fusionadas N-terminalmente a la proteina
heteréloga son normalmente necesarias y suficientes para la secrecion. Las proteinas, para las cuales se han descrito
estas secuencias sefial, comprenden principalmente proteinas bacterianas secretadas. Los ejemplos para listeria son las
sefiales de secrecion derivadas de Listeriolysina, p60 o ActA. En general, se aplica un enfoque similar para las células
eucaridticas, donde es necesaria y suficiente para la secrecién una secuencia sefial (por ejemplo la sefial de secrecién
ubicua Vtgss) que dirige la proteina al reticulo endoplasmadtico en ausencia de una sefial de retencion.

El componente opcional (III) b) es al menos una secuencia de nucleétidos que codifica al menos una proteina para
lisar el microorganismo en el citosol de las células de mamifero y para liberar intracelularmente pldsmidos o vectores
de expresion, que estdn contenidos en el microorganismo lisado. Tales proteinas liticas (endolisinas) son por ejemplo
proteinas de lisis especifica de Listeria, tales como PLY551 (Loessner et al., 1995) y/o holina especifica de Listeria
bajo el control de un promotor listeriano. Una realizacion preferida de esta invencion es la combinacién de diferentes
componentes (III) b), por ejemplo la combinacidn de una proteina de lisis y la holina.

Ambos componentes (III) a) y/o (IIT) b) pueden ser independientemente entre si constitutivamente activos.

En una realizacion preferida, se proporciona un microorganismo de acuerdo con las definiciones anteriores, donde
el componente (III) a) se selecciona del grupo que consiste en “el sistema de secrecidn de tipo I, el sistema de secrecién
de tipo II, el sistema de secrecion de tipo III, el sistema de secrecion de tipo IV, el sistema de secrecién de tipo V, el
sistema de transporte de hemolisina (sefial) de Escherichia coli (secuencias de nucleétidos que contienen HlyA, HlyB y
HlyD bajo el control del promotor especifico de hly), el sistema de transporte de hemolisina (sefial) de Escherichia coli
(secuencias de nucleétidos que contienen HlyA, HlyB y HlyD bajo el control de un promotor bacteriano no especifico
de hly), la sefial de transporte para la proteina la capa S (Rsa A) de Caulobacter crescentus, la sefial de transporte para
la proteina TolC de Escherichia coli, 1a sefial de secrecién Vtgss y/o las sefiales de secrecion derivadas de listeriolisina,
p60 y/o ActA” y donde el componente (IIT) b) se selecciona del grupo que consiste en “endolisinas, proteina litica de
bacterias gram positivas, proteina litica de Listeria monocytogenes, PLYS551 de Listeria monocytogenes y/o holina de
Listeria monocytogenes”.

En una realizacién adicionalmente preferida, el mismo componente (III) a) permite la expresién de los productos
de expresion del componente (I) y el componente (II) sobre la superficie externa del microorganismo y/o permite la
secrecion de los productos de expresion del componente (I) y el componente (II). Esto es, en esta realizacion preferida
el componente (III) a) es al menos una secuencia de nucleétidos que codifica solamente un sistema de transporte,
que permite la expresion concomitante de los productos de expresién del componente (I) y el componente (II) sobre
la superficie externa del microorganismo y/o permite la secreciéon concomitante de los productos de expresion del
componente (I) y el componente (II), donde semejante componente (III) a) preferido es al menos una secuencia de
nucleédtidos que codifica el sistema de transporte de la hemolisina (sefial) de Escherichia coli (secuencias de nucledti-
dos que contienen HlyA, HlyB y HlyD bajo el control del promotor especifico de hly) o el sistema de transporte de la
hemolisina (sefial) de Escherichia coli (secuencias de nucleétidos que contienen HlyA, HlyB y HlyD bajo el control
de un promotor bacteriano no especifico de hly).

En otra realizacién preferida mds, se proporciona un microorganismo de acuerdo con las definiciones anteriores,
donde de acuerdo con el componente (III) a) se secretan los productos de expresién de los componentes (I) y el
componente (IT). Mds preferiblemente, el componente (I) y el componente (II) se conectan entre si, se expresan juntos
y se secretan como una proteina de fusidn codificada por ambos componentes. Muy preferiblemente, esta proteina
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de fusién se selecciona del grupo que consiste en “CtxB-PSA, CtxB-B-Raf V60OE KD (muerte de quinasa), dominio
quinasa CtxB-B-Raf V600E, dominio quinasa CtxB-B-Raf V600E KD (muerte de quinasa), CtxB-B-Raf, CtxB-B-
Raf KD (muerte de quinasa), dominio quinasa CtxB B-Raf KD (muerte de quinasa), CtxB-HA1 (subunidad 1 de una
hemaglutinina de un virus influenza), CtxB-HA12C”.

En la presente invencion, el término “secrecion” hace referencia a la secrecion de un antigeno proteico, toxina
proteica y/o proteina de fusioén de toxina-antigeno a través de ambas membranas de una bacteria gram negativa o a
través de la membrana interna y la pared celular de una bacteria gram positiva en el entorno circundante, por medio
de un sistema de secrecion apropiado, tal como los ilustrados més arriba.

Como se sabe que utilizando un sistema de secrecion, tal como el sistema de secrecion de tipo I de hemolisina de E.
coli, el producto de secrecion se encuentra normalmente en todas las fracciones celulares: citoplasmicamente, asociado
a la membrana, localizado en las vesiculas de la auto-membrana y completamente secretado en el entorno circundante
(Balsalobre et al., 2006), no se necesita que la secrecion en la presente invencién sea completa. No obstante, se desea
y se prefiere una secrecidon completa o casi completa, esto es, una cantidad mayoritaria de producto de secrecién
completamente secretado.

El componente (IV) representa al menos una secuencia de nucleétidos para al menos una secuencia de activacién
para la expresiéon de uno o mds componentes (I) a (II), donde dicha secuencia de activacidon puede ser activada en
el microorganismo y/o es especifica de la célula tisular, especifica de la célula tumoral, especifica de macréfagos,
especifica de dendritas, especifica de linfocitos, especifica de la funcién o sin especificidad celular.

Si la expresion estd unida a la membrana sobre la superficie externa del microorganismo, la secuencia de activacion
tiene que ser seleccionada preferiblemente de manera que sea susceptible de ser activada en el microorganismo. Tales
secuencias de activacion son por ejemplo: i) las regiones promotoras constitutivamente activas, tales como la regién
promotora con el “sitio de unién al ribosoma” (RBS, por sus siglas en Inglés) del gen de la beta-lactamasa de E.
coli o el gen tetA (Busby y Ebright, 1994), el promotor endégeno del locus hly de E. coli; ii) promotores, que son
susceptibles de ser inducidos, preferiblemente promotores, que se vuelven activos después de la recepcion en la célula.
A estos pertenecen el promotor actA de L. monocytogenes (Dietrich et al., 1998) o el promotor pagC de S. typhimurium
(Bumann, 2001).

Si los plasmidos son liberados del microorganismo después de su lisis en el citosol de la célula de mamifero, la
secuencia de activacion no es especifica de la célula, si no especifica de la célula tisular, especifica del ciclo celular
o especifica de la funcién. Preferiblemente, se seleccionan tales secuencias de activacion, que son activadas concreta-
mente en macréfagos, células dendriticas y linfocitos.

En una realizacién preferida adicional, se proporciona un microorganismo de acuerdo con las definiciones anterio-
res, donde el componente (I) se selecciona del grupo que consiste en B-Raf V60OE, dominio quinasa B-Raf V600E,
B-Raf V60OE KD (muerte de quinasa), dominio quinasa B-Raf V60OE KD (muerte de quinasa), B-Raf KD (muerte
de quinasa), dominio quinasa B-Raf, dominio quinasa B-Raf KD (muerte de quinasa), antigeno especifico de prdstata
(PSA), hemaglutinina HA1 (preferiblemente de virus Influenza A (AlThailand/1 (KAN-1)2004(H5N1), hemaglutinina
HA12 (preferiblemente de virus Influenza A (A/Thailand/1 (KAN-1)2004(H5N1), hemaglutinina HA12C (preferible-
mente de virus Influenza A (A/Thailand/1 (KAN-1)2004(H5N1)”;

el componente (II) se selecciona del grupo que consiste en la “subunidad B de la toxina del Célera (CTB, CtxB),
subunidad B de enterotoxina labil al calor de E. coli (LTB), toxina del tétanos (TT)”;

el componente (IIT) a) se selecciona del grupo que consiste en la “sefial de transporte de hemolisina HlyA de
Escherichia coli junto con componentes del sistema de secrecion Hly (secuencias de nucleétidos que contienen HlyA,
HlyB y HlyD bajo el control del promotor especifico de hly)”;

el componente (IV) se selecciona del grupo que consiste en el “promotor endégeno del locus hly de E. coli’;

donde el componente (I) y el componente (II) estdn conectados entre si para permitir la expresion de una proteina
de fusidén codificada por ambos componentes y donde la proteina de fusion es secretada.

Los microorganismos ilustrados antes de acuerdo con los componentes (I) a (IV) asi como las realizaciones prefe-
ridas son referidos aqui més adelante como microorganismos de la invencién.

Los microorganismos de la invencién se adaptan ventajosamente para su uso en la terapia tumoral, como vacunas
vivas en el redireccionamiento al tumor. Esto es, por medio de los microorganismos de la invencién, que funcionan
como portadores de informacién genética, los antigenos heter6logos junto con las toxinas proteicas son transportados
al sitio del tumor, expresados como proteinas de fusioén y secretados in situ.

Los microorganismos de la invencién se caracterizan sorprendentemente y ventajosamente por una expresion y

secrecion eficaz y superior de las proteinas de fusién de toxina-antigeno transportadas, codificadas y expresadas, esto
es no se producen agregados citopldsmicos y/o peripldsmicos.
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Por otra parte, mediante la administracion de los microorganismos de la invencion se logra sorprendentemente una
respuesta generalizada del sistema inmunitario celular en comparacién con las vacunas de proteinas administradas
oralmente que en contraste inducen una tolerancia generalizada del sistema inmunitario.

Muy notablemente, ademas de la induccién de una respuesta generalizada del sistema inmunitario celular de tipo
Th1, los microorganismos de la invencion inducen la activacion de las células T citotéxicas CD8* restringidas al MHC
de clase I (CTL) e intensifican fuertemente esta respuesta inmunitaria de los CTL.

Adicionalmente, ademds de la induccién y/o potenciacion de las respuestas generalizadas celulares fuertes del
sistema inmunitario de Th1 y CTL, el sistema inmunitario innato, p. €j. las células NK, las células NKT y/o las células
T gamma-delta, también son sorprendentemente activadas por los microorganismos de la invencién de una manera
sinérgica.

Si se utiliza la Toxina del Célera como componente toxina, los microorganismos de la invencién poseen la ventaja
de que en seres humanos no hay normalmente una inmunidad pre-existente contra la toxina (en contraste con la toxina
del tétanos por ejemplo debido a vacunaciones anti-tétanos durante la infancia). Por consiguiente se prefiere el uso de
la Toxina del Célera y/o sus subunidades, en particular CtxB.

Los microorganismos de la invencién son particularmente adecuados para la administracion oral en la terapia
tumoral (inmunitaria) dirigida basada en vacunas vivas. De ese modo se puede lograr una mejor conformidad del
paciente.

No obstante, los microorganismos de la invencién no estdn limitados al uso en la terapia tumoral solamente.
Principalmente, los microorganismos de la invencién también son adecuados para el tratamiento y/o la profilaxis de
todas estas enfermedades que requieren una terapia en la cual es obligatoria la induccién de una respuesta generalizada
del sistema inmunitario Th1 celular. Los ejemplos de tales enfermedades infecciosas incluyen, pero no estdn limitadas
a, HIV, influenza, HCV y otras enfermedades virales, Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes y otras
enfermedades bacterianas.

Los microorganismos de la invencién estdn perfectamente adaptados para el tratamiento de enfermedades como
la influenza, que requieren una protecciéon 6ptima mediante la combinacién de una respuesta del sistema inmunitario
mucosal y una respuesta inmunitaria celular generalizada. Ademads, podrian ser ttiles para la induccidn especifica de
la inmunidad de tipo Thl en enfermedades alérgicas, p. ej. rinitis alérgica. En tal caso, el antigeno seria un alergeno
que se fusionaria al componente toxina proteica y el principio de accidn de la respectiva vacuna seria el cambio de la
respuesta inmunitaria desde una respuesta inmunitaria dominada por Th2 contra el alergeno en las reacciones alérgicas
(enfermedades) hacia una respuesta inmunitaria Th1.

Un modo de aplicacion preferido es la aplicacion oral. En una realizacién preferida, una cepa de Salmonella de
acuerdo con esta invencién se hace fermentar en un medio apropiado, se cosecha y se lava mediante centrifugacion y
con posterioridad se formula y se estabiliza utilizando sustancias apropiadas y se liofiliza. La sustancia liofilizada se
carga en cdpsulas resistentes al estémago que contienen un nimero de células vivas preferiblemente entre 10° y 10'°
bacterias. Las cdpsulas se consumen oralmente con liquido.

Alternativamente, las bacterias liofilizadas como se ha descrito antes se distribuyen junto con saquitos que con-
tienen tampdn que es capaz de neutralizar el dcido del estémago (kit farmacéutico). En una realizacion preferida,
este tampoén es un tampoén carbonato. Inmediatamente antes de su uso, se prepara el tampén con agua y se recoge,
inmediatamente después las bacterias liofilizadas se consumen mezcladas con agua.

Otra alternativa més es el uso de bacterias congeladas. En este caso, después del lavado las bacterias son estabiliza-
das por medio de un estabilizador, preferiblemente sacarosa o glicerina, y con posterioridad congeladas y almacenadas
a -80°C preferiblemente a concentraciones entre 10° y 10'° bacterias por dosis. Esta preparacion se utiliza preferible-
mente en un kit farmacéutico como se ha descrito antes junto con tampoén carbonato.

En una realizacién preferida, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende al menos un micro-
organismo de la invencién, preferiblemente al menos un microorganismo liofilizado de la invencidn, y un portador
farmacéuticamente aceptable, preferiblemente cdpsulas.

Los componentes (I) a (IV) de acuerdo con la presente invencion se introducen en los microorganismos de la inven-
cién mediante métodos bien conocidos por el experto en la técnica. Si los microorganismos representan bacterias, los
componentes se insertan en pldsmidos o vectores de expresion, y los pldsmidos o vectores de expresion se transfieren
a las bacterias. Las técnicas de clonacién y transformacion biolégica molecular adecuadas para la fabricacion de los
plasmidos, vectores de expresion y microorganismos de la invencidon son bien conocidas por los expertos en la técnica
y representan un trabajo experimental rutinario.

Otro tema de la invencion es la administracion de una preparaciéon de medicamento que contiene los microor-
ganismos de la invencién. La administracion se realiza localmente o de forma generalizada, por ejemplo oralmente
peroralmente, rectalmente, en la epidermis, en el subcutis, en la musculatura, en una cavidad corporal, en un érgano,
en el tumor o en la circulacién sanguinea.
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Tales preparaciones de medicamento son por ejemplo suspensiones de los microorganismos de la invencién en
soluciones familiares para el farmacéutico, adecuadas para inyectables.

Un tema concreto de esta invencion es la administracion peroral o rectal de un medicamento de acuerdo con la
invencidn para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades. La administracién se puede realizar una vez o varias
veces. En cada administracién, se administran aproximadamente de 10 a 10'" microorganismos de la invencién. Si la
administracién de este nimero de microorganismos de la invencién no produce una reaccién inmunitaria suficiente, se
debe incrementar el nimero a inyectar.

Después de la administracion de los microorganismos de la invencion, la tolerancia para un componente de pre-
sentacion celular (I), por ejemplo una célula tumoral, o una célula tisular, a partir de la cual se origina el tumor, se
interrumpe, y se desencadena una fuerte respuesta inmunitaria generalizada dirigida contra las células del tumor y/o
sus células tisulares. Dependiendo de la seleccion del componente (I), esta reacciéon inmunitaria celular estd dirigida
o bien exclusivamente contra el tumor o bien también contra las células tumorales incluyendo las células tisulares, a
partir de las cuales se originan las células tumorales.

En otro aspecto, el objeto de la presente invencidn ha sido resuelto proporcionando un medicamento que comprende
al menos un microorganismo de la invencién que comprende los componentes genéticos (I) a (IV) ilustrados antes o
al menos una composicién farmacéutica como se define en la presente memoria.

En una realizacion preferida, se pueden utilizar los microorganismos de la invencién para la produccién de un
medicamento para el tratamiento y/o la profilaxis de las condiciones fisioldgicas y/o patofisioldgicas seleccionadas del
grupo que consiste en “division celular incontrolada, tumores malignos, tumores benignos, tumores s6lidos, sarcomas,
carcinomas, trastornos hiperproliferativos, carcinoides, sarcomas de Ewing, sarcomas de Kaposi, tumores cerebrales,
tumores que se originan en el cerebro y/o el sistema nervioso y/o las meninges, gliomas, neuroblastomas, cancer de es-
témago, cancer de rifién, carcinomas de células de rifién, cancer de prdstata, carcinomas de prdstata, tumores de tejido
conectivo, sarcomas de tejidos blandos, tumores de pancreas, tumores de higado, tumores de cabeza, tumores de cue-
llo, céncer esofdgico, cancer de tiroides, osteosarcomas, retinoblastomas, timoma, cincer testicular, cdncer de pulmon,
carcinomas bronquiales, cidncer de mama, carcinomas de mama, cancer intestinal, tumores colorrectales, carcinomas
de colon, carcinomas de recto, tumores ginecoldgicos, tumores de ovario/tumores ovdricos, cdncer uterino, cincer
cervical, carcinomas de cérvix, cancer del corpus del ttero, carcinomas del corpus, carcinomas endometriales, cancer
de vejiga urinaria, cdncer de vejiga, cancer de piel, basaliomas, espinaliomas, melanomas, melanomas intraoculares,
leucemia, leucemia crénica, leucemia aguda, linfomas, infeccidn, infeccion viral o bacteriana, influenza, inflamacién
cronica, rechazo de érganos y/o enfermedades autoinmunitarias”.

Las infecciones bacterianas comprenden, pero no estdn limitadas a, dntrax, meningitis bacteriana, botulismo, bru-
celosis, campilobacteriosis, enfermedad por rasgufio de gato, célera, difteria, tifus epidémico, impétigo, legionelosis,
lepra (enfermedad de Hansen), leptospirosis, listeriosis, enfermedad de Lyme, melioidosis, infeccién por MRSA, no-
cardiosis, pertusis (tosferina), peste, neumonia neumocdcica, psitacosis, fiebre Q, Fiebre Manchada de las Montafas
Rocosas (RMSF, por sus siglas en Inglés), salmonelosis, escarlatina, shigelosis, sifilis, tétanos, tracoma, tuberculosis,
tularemia, fiebre tifoidea, tifus, infecciones del tracto urinario, enfermedades del corazén causadas por bacterias.

Las infecciones bacterianas comprenden, pero no estdn limitadas a, SIDA, complejo relacionado en el SIDA (ARC,
por sus siglas en Inglés), viruela del pollo (varicela), catarro comuin, infeccién por citomegalovirus, fiebre de la garrapa-
ta de Colorado, fiebre Dengue, fiebre hemorrdgica Ebola, enfermedad de manos, pies y boca, hepatitis, Herpes simplex,
Herpes zoster, HPV, influenza (gripe), fiebre Lassa, sarampion, fiebre hemorragica Marburg, mononucleosis infeccio-
sa, paperas, poliomielitis, leucoencefalopatia multifocal progresiva, rabia, rubeola, SRAS, viruela (variola), encefa-
litis viral, gastroenteritis viral, meningitis viral, pneumonia viral, enfermedad del Nilo Occidental, fiebre Amarilla.

Las inflamaciones crénicas o las enfermedades inflamatorias crénicas comprenden, pero no estdn limitadas a,
colecistitis crénica, bronquiectasia, artritis reumatoide, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad inflamatoria del intestino
(colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn), silicosis y otras pneumoconiosis.

Las enfermedades autoinmunitarias comprenden, pero no estan limitadas a, sindromes generalizados tales como
el SLE, sindrome de Sjogren, esclerodermia, artritis reumatoide y polimiositis asi como sindromes locales, tales co-
mo IDDM, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Addison, pénfigo vulgar, psoriasis, dermatitis atdpica, sindrome
atépico, asma, anemia hemolitica autoinmunitaria, esclerosis mdltiple.

Los medicamentos correspondientes que comprenden al menos un microorganismo como se define en la presente
memoria o al menos una composicién farmacéutica como se define en la presente memoria de acuerdo con todas
las realizaciones descritas en la presente memoria para su uso en el tratamiento y/o la profilaxis de las afecciones
fisiolégicas y/o patofisiolégicas descritas y definidas en la presente memoria también estdn incluidos en la presente
invencion.

En otro aspecto, el objeto de la presente invencidn se ha resuelto proporcionando pldsmidos o vectores de expresion
que comprenden los componentes (I) a (IV) como se ilustra en la presente memoria. Se prefieren los microorganismos
de la invencién que portan al menos un pldsmido o vector de expresion que comprende los componentes (I) a (IV)
como se ilustra en la presente memoria.
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En otro aspecto, el objeto de la presente invencién se ha resuelto proporcionando un procedimiento para la produc-
cién de un microorganismo de la invencidn, donde se produce un pldsmido o vector de expresiéon como se ilustra en la
presente memoria, y se transforma un microorganismo con este plasmido o vector de expresion.

En otro aspecto, el objeto de la presente invencién se ha resuelto proporcionando un kit farmacéutico que com-
prende al menos un microorganismo de la invencién o una composicién farmacéutica como se ha descrito antes o
un medicamento como se ha descrito antes y un tampdn farmacoldgicamente aceptable, preferiblemente un tampén
carbonato.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa la secuencia de nucledtidos (5°—3’) de la sefial de secrecién de hemolisina A (hlyA) de E.
coli. El sitio Nsil estd subrayado.

La Figura 2 representa la secuencia de nucledtidos (5’—3’) de hemolisina B de E. coli (hlyB) del sistema de
transporte de tipo I de hemolisina de E. coli.

La Figura 3 representa la secuencia de nucleétidos (5°—3’) de hemolisina D de E. coli (hlyD) del sistema de
transporte de tipo I de hemolisina de E. coli.

La Figura 4 representa la secuencia de nucleétidos (5°-3”) del antigeno especifico de préstata humana (PSA) sin
péptido sefial, nimero de acceso M26663 (ARNm de antigeno especifico de prostata de Homo sapiens, cds completa),
regién 100-807 (péptido correspondiente: AA 26-261).

La Figura 5 representa la secuencia de nucleétidos (5°—3’) de la subunidad B de la Toxina de Célera (CtxB) sin
péptido sefial que abarque la region 204-494, ndmero de acceso KO1170 (genes toxA y toxB de Vibrio cholerae para
las subunidades A2 (gamma) de enterotoxina de cdlera.

La Figura 6 representa la secuencia de nucleétidos (5°-3") del dominio quinasa B-Raf (B-Raf KD) de la proteina B-
raf humana (BRAF), nimero de acceso M95712 (ARNm de proteina B-raf de Homo sapiens (BRAF), cds completa),
regién 1403-2359 sin la regidon 1448-1477 (péptido correspondiente: AA 448-766 sin AA 463-472) que contiene la
mutacién V60OE.

La Figura 7 representa la secuencia de nucleétidos (5’—3’) del epitopo B-raf V60OE restringido a HLA B27
humano.

La Figura 8 representa la secuencia de nucleétidos (5°—3’) del constructo de fusién genética de CtxB-PSA-
HlyA.

La Figura 9 representa la secuencia de nucleétidos (5’—3’) del constructo de fusion genética de Ctx-B-Raf V60OE-
HlyA.

La Figura 10 representa la secuencia de nucleétidos (5’—3’) del constructo de fusién genética de CtxB-dominio
quinasa B-Raf V60OE KD-HIyA.

La Figura 11 representa la expresién funcional y la secrecién de proteinas de fusion PSA-CtxB en diferentes
especies bacterianas recombinantes para pMKhly-PSA-CtxB.

La Figura 12 representa esplenocitos secretores de IFN-gamma como medida para las respuestas de las células T
CD8* y del sistema inmunitario innato (células NK) en ratones inmunizados con diferentes portadores para vacunas
vivas.

La Figura 13 representa la reduccién del volumen tumoral en respuesta a la inmunizacidn con diferentes portadores
de vacunas.

La Figura 14 representa esplenocitos secretores de IFN-gamma como medida de las respuestas de las células T
CDS8" y del sistema inmunitario innato (células NK) en ratones inmunizados con diferentes vacunas vivas que portan
diferentes coadyuvantes inmunoldgicos con constructos de fusiéon CtxB-OVA.

La Figura 15 representa la expresion eficaz y la secrecién funcional de proteinas de fusién de hemaglutinina H11
de influenza de pollo - CtxB en una cepa de vacuna veterinaria que incluye la secuencia completa de la hemaglutinina
H5N1 (HA1+HAZ2, representada, HA12), sin la regién transmembrana (HA12c). Salmonella enterica serovar Typ-
himurium vacT (gyrA D87G) atenuada viva y Salmonella enterica serovar Enteritidis vacE, (cepa Sm24/Rif12/Ssq)
atenuada viva, ambas de LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO KG.

La Figura 16 representa la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de fusiéon CtxB-HA12c-HlyA.
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La Figura 17 representa la expresion y la secrecion de la proteina de fusién utilizando el vector pMBKDC electro-
porado en la cepa Salmonella typhi Ty21 a'y otras cepas bacterianas:

A) calles A1-A3: Anilisis de sobrenadante de acuerdo con TP StMoBKDC utilizando anticuerpo anti-B-Raf para
la deteccion. Calle Al: S. typhi Ty21a pMoBKDC, A2: S. typhi Ty21a, A3: S. typhimurium aroA. La proteina
de fusion BRaf-V600E KD-CtxB estd marcada con la flecha superior y tiene el tamafio esperado de aprox. 48
kDa. Marcador de Proteina: Invitrogen BenchMark Pre-Stained Protein Ladder, nim. 10748-010.

B) andlisis equivalente al del apartado A, utilizando anticuerpo anti-HIyA recién producido como anticuerpo de
deteccién. Calle 1, 2: constructos StMoPC, calle 3: S. typhi Ty21 a MoBKDC; calle 4: E. coli MoBKDC, calle
5: S. typhi Ty21 a, calle 6: S. typhimurium aroA. Marcador de Proteina: Invitrogen BenchMark Pre-Stained
Protein Ladder, Num. 10748-010, Lot. 1315592.

La Figura 18 representa la secuencia de nucledtidos completa (5°—3) del vector vacio pMKhlyl.

La invencién se explica con mas detalle por medio de los siguientes ejemplos.

Ejemplos
Ejemplo 1
Construccion, expresion y secrecion de proteinas de fusion PSA-CtxB en diferentes cepas de portadores bacterianos

Para probar la viabilidad y demostrar la eficacia del sistema de secrecién de hemolisina de tipo I de E. coli para
secretar proteinas de fusion de antigeno tumoral, en la presente antigeno especifico de prdstata (PSA), y componentes
de toxina proteica, en la presente CtxB, como coadyuvante, se construyé una proteina de fusién PSA-CtxB como se
describe en la presente memoria. Se sometieron a ensayo la expresion y la secrecion en diferentes cepas bacterianas
gram-negativas, que son potencialmente ttiles como cepas de vacuna vivas en la terapia tumoral. La clonacién biol6-
gica molecular se basa en el pldsmido/vector de expresion pMOhly1, que ha sido descrito previamente (Gentschev et
al., 2005; Gentschev et al., 1996, documento WO 03/072789).

1A Construccion de derivado del vector de expresion pMOhlyl resistente a kanamicina

La sustitucién de la casete de resistencia a ampicilina de pMOhly1 se realizé como se describe (Datsenko y Wanner,
2000).

En resumen, se utilizaron un cebador efector P1 (5’-GAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTT
TGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3’) y un cebador antisentido P2 (5’-GCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAG
TTGCCTGACTCCCCATATGAATATCCTCCTTA-3’) y el pldsmido pKD4 como molde para la PCR para producir
un fragmento que portaba el gen de resistencia a kanamicina (Kan®) flanqueado por regiones homélogas al gen de
resistencia a ampicilina (subrayado).

Se hizo crecer la cepa BW25114 de E. coli, que albergaba el pldsmido pKD46 y el pldsmido diana pMOhlyl1 a
37°C en medio LB (Difco) con un suplemento de L-(+)-arabinosa al 0,2% durante 3-4 horas antes de la transformacién
del fragmento de la PCR.

Después de la transformacion las células bacterianas se diseminaron sobre placas de agar LB que contenfan 25
ug/mL de kanamicina y se incubaron a 37°C durante la noche.

Al dia siguiente, se escogieron los clones de Kan® y se incubaron durante 48 horas mas en medio LB que contenia
50 pg/mL de kanamicina para deshacerse de todos los plasmidos que conferfan resistencia a ampicilina.

Finalmente, se seleccionaron los clones con un fenotipo sensible a Kan® y ampicilina. El remplazo del gen Ap®R
por la casete Kan® se confirmé mediante PCR y secuenciacién. El pldsmido resultante se denominé pMKhly1.

1B Clonacion del pldsmido pMKhly-PSA

Se utilizaron un cebador efector PSA-Nsil (5’-GATTGGTGATGCATCCCTCAT-3’; los sitios de restriccion Nsil
estdn subrayados) y un cebador anti-sentido PSA-Nsi2 (5’-GGTGCTCATGCATTGGCCACG-3’) para amplificar un
fragmento de ADN que codifica PSA mediante PCR. Las PCR se realizaron en un Ciclador Térmico 60 (Biometra,
Gottingen, Alemania) durante 30 ciclos a 94°C durante 1 min, 54°C durante 1 min, y 72°C durante 2 min.

Tras la digestién con la enzima de restriccién Nsil, el fragmento de ADN, que portaba el gen psa, se insert6 en el
Unico sitio Nsil del vector de exportacion pMKhly1. El plasmido resultante pMKhly-PSA se aisl6 de E. coli DH5alfa
(Invitrogene, Alemania), se analizé6 mediante andlisis de restriccién y se secuencio.
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1C Clonacion del pldsmido pMKhly-PSA/CtxB

Se utilizaron el cebador efector Ptac-Sall (5’-AAAAAAGTCGACGGCTGTGCAGGTCGTAAATCACTGC-3’) y
el cebador anti-sentido Ptac-Notl (5’-AAAAAAGCGGCCGCGAAATTGTTATCCGCT CACAATTCC-3’) para am-
plificar mediante PCR un Fragmento de ADN de 201 pb que codificaba el promotor Ptac del Plasmido pGEX-6p-1
(Amersham Bioscience, Alemania). La PCR se realiz6 en el ciclador térmico T3 (Biometra, Alemania): durante 30
ciclos a 95°C durante 30 s, 55°C durante 30 s, y 72°C durante 90 s. Se utilizaron el cebador efector Rbs-NotlI-directo
(5-AAAAAAGCGGCC GCTAAGGATGAATTATGATTAAATTAAAATTTGG-3’) y el cebador anti-sentido ctb-Sa-
II-inverso (5’-TTTATAGTCGACTTAATTTGCCATACT AATTGCGGCAATCGC-3") para amplificar mediante PCR
el Fragmento de ADN de 413 pb que codifica el sitio de unién al ribosoma y la secuencia codificante completa de
CtxB de V. cholerae EI tor. La PCR se realizé en un Ciclador Térmico T3 (Biometra, Alemania): etapal: 30 ciclos
a 95°C durante 30 s, 50°C durante 30 s, y 72°C durante 2 min. Tras la purificacién con el Kit de Purirficacién por
PCR Qiaquick (Qiagen, Alemania) y la digestién de ambos fragmentos con la enzima de restriccién Notzl, se ligaron
los dos fragmentos dando como resultado el fragmento Ptac-ctxB de 594 pb. El fragmento resultante también se pu-
rificé y después de la digestion con la enzima de restriccion Sall, se insert6 el Fragmento Ptac-ctxB en el tnico sitio
Sall del vector de exportacién pMKhly-PSA. El plasmido resultante pMKhly-PSA/CtxB se aisl6 de E. coli DH5alfa
(Invitrogene, Alemania), se analizé y se secuencio.

ID Clonacion del constructo de fusion PSA-CtxB-HlyAs

Se utilizaron el cebador efector 5’ctxB Nsil (5’-GCATATGCACA TGCATCACCTCAAAATATTACTGAT-3’) y
el cebador anti-sentido 3’ ctxB Srfl Nsil (5’-GGCTTTTTTATATCTTATGCATGCCC GGGCATTGCGGCAATCGC-
3’) (el sitio Srfl estd en negrita) para amplificar mediante PCR un fragmento de ADN ~300pb que representa el gen
ctxB de V. cholerae EI tor. Tras la purificacion con el Kit de Purificacién por PCR QIAquick (Qiagen, Alemania) y
la digestion con la enzima de restriccion Nisil, se insert6 el fragmento de ADN, que portaba el gen ctxB completo sin
la secuencia sefial N-terminal, en el sitio Nsil del vector de exportacién pMKhly1. El plasmido resultante pMKhly-
CtxB se aislo de E. coli DH5alfa (Life Technologies), se analizé y se secuencid. El gen psa humano se amplificé
del plasmido pCDNA3PSA mediante PCR con los cebadores 5-PSA-Blunt (5’-GTGGGAGGCTGGGAGTGC-3’) y
3-PSA-Blunt (5’-GGGGTTGGCCACGATGGT-3"). La PCR se llevé a cabo en un Ciclador Térmico 60 (Biometra,
Gottingen, Alemania) durante 30 ciclos a 94°C durante 1 min, 56°C durante 1 min, y 72°C durante 2 min. E1 ADN de
0,7 kb producto se cloné con posterioridad en el sitio Srfl de pMKhly-CtxB. El pldsmido resultante pMKhly-CtxB-
PSA se verific6 mediante andlisis de restriccidn y secuenciacion.

1E Expresion y secrecion de proteinas de fusion en diferentes especies bacterianas

Utilizando procedimientos de electroporacidn convencionales, se transform6 el plasmido pMKhly-CtxB-PSA en
diferentes cepas bacterianas electro-competentes. Se escogieron colonias individuales resistentes a kanamicina y se
hicieron crecer en medio BHI (Beckton Dickinson, USA: Cerebros de Ternera, Infusién a partir de 200 g, 6,0 g/L;
Corazén de Vaca, Infusion a partir de 250 g, 9,8 g/L; Proteosa Peptona 10,0 g/L; Cloruro de Sodio 5,0 g/L; Dextrosa
2,0 g/L; Fosfato Disddico 2,5 g/L) a una densidad de 1x10° células por ml. Después del crecimiento se centrifugaron
20 ml de cultivo durante 30 min a 4000 rpm (3000 g) en una centrifuga Heraeus a 4°C. Se transfirieron 18 ml del
sobrenadante a un tubo nuevo. Con posteriorirdad, se afiadieron 1,8 ml de ATC (4cido tricloroacético, Applichem,
Alemania), el liquido se mezcld y se incubé durante al menos 1 hora sobre hielo. Tras la incubacién, la suspension se
centrifugd durante 30 minutos a 4000 rpm (3000 g) en una centrifuga Heraeus a 4°C. El sobrenadante se decantd y
el sedimento se lavé con 1 ml de acetona p.a. (Applichem, Alemania). El producto precipitado se centrifugé durante
10 minutos a 4000 rpm (3000 g) en una centrifuga Heraeus a 4°C. El sedimento se secé al aire y se recogi6 en 150
ul 5x de tamp6n Laemmli (Tris-HCI 70 mM, pH 6,8, glicerol del 40% (v/v), dodecilsulfato de sodio al 3% (v/v),
2-mercaptoetanol al 5% (v/v) y azul bromofenol al 0,05% (p/v)) con o sin beta-mercaptoetanol (Laemmli, 1970). Se
utilizaron 20 ul de solucién para cada calle en SDS PAGE. Las proteinas separadas se transfirieron electroforéticamente
(Transferencia Western) a una membrana de nitrocelulosa Hybond ECL (Amersham-Pharmacia, Little Chalfont, Reino
Unido) y se bloquearon durante la noche con PBS (Cloruro de Potasio 0,20 g/l, Dihidrégenofosfato de Potasio 0,20
g/1, Cloruro de Sodio 8,00 g/1, Dihidrogenofosfato de disodio anhidro 1,15 g/I) que contiene BSA al 1%. La membrana
se lavé en PBS-Tween al 0,05%, se incubé con anticuerpo anti-PSA de conejo policlonal (1:750, DAKO, Dinamarca),
anticuerpo contra CtxB (1:1000, Zytomed, Berlin, Alemania) o anticuerpo contra HlyAs (Gentschev et al., 1996)) y
con posterioridad se incubé con anti-IgG de conejo acoplado a HRP (1/2.000; Dianova, Hamburg, Alemania) durante
1 h. La transferencia Western se desarroll6 con el kit de aumento de la quimioluminiscencia (GE Healthcare Life
Science, Alemania).

La Figura 11 representa la expresién funcional y la secrecion de proteinas de fusiéon PSA-CtxB en una variedad
de cepas bacterianas, incluyendo Escherichia coli spp., Salmonella dublin, Citrobacter spp, Salmonella typhi Ty21a,
Salmonella typhimurium spp, Erwinia spp y Shigella flexneri spp.

La cepa de Salmonella typhi Ty21 a que expresaba y secretaba la proteina de fusién PSA-CtxB se deposit6 en la
Coleccién Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ) como DSM 19244,
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Ejemplo 2

Respuesta inmunitaria y proteccion contra la sensibilizacion con células tumorales en ratones inmunizados con cepas
de Salmonella que secretaban proteinas de fusion de antigenos tumorales y CtxB o CtxB sola

Por medio de los siguientes experimentos se demostré la eficacia protectora superior de las proteinas de fusion
secretadas de antigenos tumorales y toxinas proteicas en un modelo de tumor en animal. Para este modelo, se compar6
la cepa Salmonella typhimurium aroA (SL7207) pMKhly-CtxB-PSA, que expresaba y secretaba la proteina de fusion
de CtxB-PSA con otras cepas de control.

2A Procedimientos de Inmunizacion

Se inmunizaron ratones DBA/2 tres veces con un intervalo de 3 semanas. Para la inmunizacion con bacterias, los
animales se pre-trataron aplicando 50 ul de NaHCO; al 7% intragdstricamente para incrementar el pH intragéstrico.
De 5 a 10 minutos después del pre-tratamiento, se aplicaron 5x10® bacterias insensibles a la kanamicina vivas en un
volumen de 100 ul de PBS intragédstricamente. Como control, se inmunizaron ratones intramuscularmente con ADN
plasmidico desnudo que codificaba PSA (pcDNA-PSA) como se describe (Fensterle et al., 2005).

2B Respuestas de células T

Siete dias después de la dltima inmunizacién, se prepararon los esplenocitos de los ratones inmunizados como se
ha publicado previamente (Fensterle et al., 1999) haciendo pasar el bazo a través de una malla seguido de lisis de los
eritrocitos. Se realiz6 el andlisis ELISPOT para la deteccién de células T CD8* especificas de PSA de acuerdo con un
protocolo publicado por (Fensterle ef al., 1999).

En resumen, para el andlisis ex-vivo de las células T CD8" especificas de PSA se recubrieron placas de nitrocelulosa
de 96 pocillos (Millititer HA; Millipore, Bedford, MA) con 5 ug/ml del anticuerpo monoclonal (mAb) anti-IFN-
gamma de ratén R4 (PharMingen) en 100 ul de tamp6n carbonato (Fensterle et al., 1999), pH 9,6. Después de incubar
durante la noche a 4°C y bloquear con BSA al 1% en PBS, se afiadieron 1x10° esplenocitos de ratones vacunados en
100 pl de RP10 (Fensterle et al., 1999) por pocillo.

Para el andlisis de la respuesta de las células T CD8" se utiliz6 el clon celular P815 que expresaba PSA, PPSA 24;
en resumen, este clon expresa el PSA completo via promotor de CMV codificado por el plasmido pCDNA3 (Fensterle
et al., 2005). Después de la incubacién durante 20-22 h a 37°C, CO, al 5% en presencia de 30 U/ml de IL-2, se lavaron
las placas y se incubaron durante 2 h mds con 100 ul de mAb anti-IFN-gamma de ratén XMB1.2 biotinilado (0,25
pg/ml, PharMingen). Las placas se lavaron y se incubaron durante 1 hora a 37°C en presencia de 100 ul de una dilucién
1/20.000 de estreptavidina acoplada a fosfatasa alcalina (PharMingen). Las transferencias se visualizaron afadiendo
50 ul de sustrato BCIP/NBT listo para su uso (Sigma, St. Louis, MO) disuelto en agua. Las transferencias se contaron
en un microscopio de diseccién con 3 aumentos.

La frecuencia de las células T especificas del péptido (CTL) se expresa como el nimero de células secretoras de
IFN-gamma por 10° esplenocitos. Para el anélisis de las respuestas de las células T después de la re-estimulacién, se
re-estimularon 2,5 x 107 esplenocitos con PSA irradiado con 2x10° células P815 que expresaban PSA (Fensterle et
al., 2005) en medio RP10 (Fensterle ef al., 1999) en presencia de 60 U/ml de IL-2 recombinante durante 5 dias. Se
realiz6 el andlisis ELISPOT como se ha descrito antes utilizando diferentes cantidades de células re-estimuladas (107,
3x10%, 10* 0 3x10°* por pocillo) mezcladas con 4x10° células alimentadoras (= esplenocitos recién preparados a partir
de ratones DBA/2 no sometidos a tratamiento previo) y 10° células PPSA24.

La induccién de una respuesta inmunitaria celular, especialmente de células T citotéxicas CD8*, juega un im-
portante papel para la eficacia de la terapia tumoral (Boon et al., 2006; Rosenberg, 2001). Por lo tanto, se sometié
a ensayo primero la eficacia de la cepa bacteriana recombinante Salmonella typhimurium (SL7207) que porta un
vector de expresion pMKhly-CtxB-PSA para inducir una respuesta inmunitaria de células T CD8* especificas de
PSA.

Para este fin se inmunizaron 64 ratones DBA-2 hembra de 10-14 semanas de edad p.o. con SL7207/pMKhly-CtxB
(n=10), SL7207/pMKhly-CtxB-PSA (n=10), SL7207/pMKhly-PSA (n=10), SL7207/pMKhly-PSA/CxtB (n=10),
SL7207/pMKhlyl (n=7) recombinantes y pcDNA3-PSA desnudo (n=10) como control positivo como se describe
en la presente memoria.

La Figura 12 muestra los datos del ELISPOT que revelan que los ratones inmunizados con ADN mostraron profun-
das respuestas de las células T CD8". Después de la re-estimulacion, se detectaron respuestas inmunitarias marcadas
en los animales vacunados con Salmonella que secretaba proteina PSA fusionada a CtxB, pero no en las cepas que
secretaban PSA solo o PSA y CtxB por separado. De manera interesante, los animales vacunados con Salmonella que
secretaba la toxina CtxB sola también mostraron respuestas inmunitarias significativas después de la re-estimulacion.
Estas respuestas se deben muy probablemente a las células NK u otras células del sistema inmunitario innato, que no
reconocen especificamente la linea celular diana. Por lo tanto, a partir de los datos para CtxB secretado solo se puede
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concluir que la respuesta inmunitaria observada para la proteina de fusién CtxB-PSA secretada (esplenocitos secreto-
res de IFN-gamma) estd compuesta por una respuesta de las células T CD8* asi como de una profunda respuesta del
sistema inmunitario innato (muy probablemente células NK).

2C Proteccion contra la sensibilizacion con células tumorales

Para analizar la capacidad protectora de la inmunizacién, se inmunizaron 6-7 ratones por grupo de acuerdo con el
programa anterior. Dos semanas después de la tercera inmunizacién, los ratones fueron sensibilizados con PPSA 24
(véase mads arriba) por medio de dos inyecciones s.c. de 1x10° células en cada flanco de piel abdominal afeitado. Los
ratones fueron controlados a lo largo de un periodo de 14 dias en busca de la aparicién de tumores y el volumen del
tumor fue evaluado midiendo el didmetro mayor (a) y menor (b) del tumor. El volumen del tumor se calculé como el
elipsoide de rotacion utilizando la siguiente férmula:

Vzg*a*bz, a>b.

Los resultados se analizaron en cuanto a la significacién mediante un ANOVA de una via y un post-ensayo de
comparaciéon multiple de Dunnett utilizando el soporte 16gico Graph Pad Prism. El post-ensayo se realizé solamente
cuando el ANOVA revel¢ significacion.

La Figura 13 presenta los resultados como las medias +/- DT. Los dias 6, 9, 12 y 14 se observaron efectos protec-
tores significativos. Como se esperaba, la vacunacién con ADN desnudo incluyé como control ratones completamente
protegidos frente al crecimiento tumoral. Sin embargo, la vacunacién con ADN desnudo muestra a lo sumo una efi-
cacia moderada en seres humanos. Con respecto a los constructos bacterianos, la cepa de vacuna SL7207/pMKhly-
CtxB-PSA (que expresaba y secretaba la proteina de fusion CtxB-PSA) resulté ser la mds eficaz. Esta redujo signifi-
cativamente el volumen tumoral el dia 9, 12 y 14 después de la sensibilizacién tumoral. A destacar, también la cepa
SL7207/pMKhly-CtxB redujo el crecimiento tumoral con valores comparables a SL7207/pMKhly-CtxB-PSA el dia
14. Aunque no fue significativo, este efecto retardado es bastante compatible con la respuesta celular que se midi6 en
el andlisis ELISPOT. Ademads, también la cepa SL7207/pMKhly-PSA logr6 una proteccién significativa el dia 14 lo
que indica, que también esta cepa inducia una respuesta de las células T que estaba por debajo del umbral de deteccion.
En contraste, la cepa SL7207/pMKhly-PSA/CxtB no indujo un efecto relevante y permaneci6 en el mismo intervalo
que SL7207/pMKhly1 sola.

Ejemplo 3
Expresion y secrecion de una proteina de fusion de oncogén-toxina en S. typhi Ty21 a

De un modo andlogo al ejemplo 1, se utiliz6 otro antigeno tumoral, el dominio quinasa del oncogén B-Raf V600OE
con una delecién de 10 aa en el dominio quinasa (dominio de muerte de quinasa (KD) de la quinasa BRaf V600E,
o brevemente BRaf* KD, mds brevemente BKD). Se construy6 una proteina de fusion BKD-CtxB de este oncogén
y los componentes de toxina proteica, aqui CtxB, como coadyuvante, como se describe en la presente memoria. Se
demostraron la expresién y secrecion en la cepa de vacuna humana S. fyphi Ty21 a. La clonacién molecular se basa en
el plasmido/vector de expresion pMOhly1, que ha sido descrito previamente (Gentschev et al., 2005; Gentschev et al.,
1996) y el procedimiento de clonacién es andlogo al del ejemplo 1 de esta solicitud. El vector resultante se denomina
pMBKDC. La secuencia de la proteina de fusion se proporciona en la Figura 10.

La Figura 17 representa la expresion y secrecion de la proteina de fusidn utilizando el vector pMBKDC electropo-
rado en la cepa Salmonella typhi Ty21 a'y otras cepas bacterianas.

La cepa Salmonella typhi Ty21 a que expresa y secreta la proteina de fusion BKD-CtxB fue depositada en la
Coleccién Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares (DSMZ) como DSM 19245.

Ejemplo 4

Comparacion de un constructo de fusion OVA-CtxB con diferentes coadyuvantes inmunoldgicos codificados genética-
mente

Para comparar la eficacia inmunolégica de las proteinas de fusién de toxina-antigeno secretadas por vacunas vivas,
se construyd una proteina de fusién que incluia un antigeno ampliamente utilizado para estudios inmunolégicos,
ovalbimina (OVA) y CtxB.

Se utilizaron el cebador efector Nsil-OVA-directo 5’-CAT GTA TGC ATT AGC CAT GGT ATA CCT GG-3’
y el cebador anti-sentido Nsil-OVA-inverso 5’-TTT TTT ATG CAT AAG GG AAA CAC CAC ATC TGC C-3’
para amplificar mediante PCR un fragmento de ADN de 1033 pb que representaba el gen ova (NM205152). Tras
la purificacion con el Kit de Purificacién por PCR QlAquick (Qiagen, Alemania) y la digestién con la enzima de
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restriccion Nsil, se insert6 el fragmento de ADN, que portaba el gen ova completo sin la secuencia sefial N-terminal,
en el Unico sitio Nsil del vector de exportacién pMKhly1. El plasmido resultante pMKhly-Ova se aisl6 a partir de E.
coli DH5alfa (Life Technologies), se analizd y se secuencif.

Se utilizaron el cebador efector 5° ctxB Nsil (5’-GCATATGCACATGCATCACCTCAAAATATTACTGAT-3") y el
cebador anti-sentido 3’ ctxB Srfl Nsil (5’-GGCTTTTTTATATCTTATGCATGCCC GGGCATTGCGGCAATCGC-
3’) (el sitio S7fl estd en negrita) para amplificar mediante PCR un fragmento de ~300 pb que representaba el gen
ctxB de V. cholerae El tor. Tras la purificacién con el Kit de Purificacién por PCR QlAquick (Qiagen, Alemania) y la
digestion con la enzima de restriccion Nsil, se insert el fragmento de ADN, que portaba el gen ctxB completo sin la
secuencia sefial N-terminal, en el tnico sitio Nsil del vector de exportacién pMKhlyl. El plasmido resultante pMKhly-
CtxB se aisl6 a partir de E. coli DH5alpha (Life Technologies), se analizé y se secuencid. Se amplificé el gen ova a
partir del plasmido pCl-OVA mediante PCR utilizando los cebadores 5-OVA-Sfrl GCC ATC ATG TCA GCT CTA y 3-
OVA-Sfrl AGG GGA AAC ACA TCT GCC. La PCR se llev6 a cabo en un Ciclador Térmico 60 (Biometra, Géttingen,
Alemania) durante 30 ciclos de 1 min a 94°C, de 1 min a 49°C, y de 2 min. 30 seg a 72°C. El producto de ADN de 1,1
kb se cloné con posterioridad en el sitio SrfI de pMKhly-CtxB. El plasmido pMKhly-CtxB-OVA resultante se examing
mediante andlisis de restriccién y secuenciacion.

La capacidad de esta proteina de fusion para lograr las respuestas inmunitarias Th1 se comparé con las del vector
pMKhly codificado que secretaba OVA sola combinado con pldsmidos de liberacién de ADN (que codificaban las
proteinas bajo el control de un promotor eucaridtico) que codificaba los interferones (IFN-gamma), las interleuquinas
(IL-12) y las quimioquinas (IP-10).

Los procedimientos de inmunizacién y los anélisis ELISPOT se realizaron como se ha descrito mas arriba. En
resumen, se inmunizaron oralmente ratones C57BU6 tres veces con las diferentes cepas. Siete dias después de la
inmunizacién final, los esplenocitos se separaron, se re-estimularon durante 5 dias y se analizaron en un anélisis
ELISPOT. Para la estimulacién de los esplenocitos, se utilizaron células pulsadas con el péptido SIINFEKL (las letras
representan los aminoécidos), el epitopo de la ovoalbtimina del MHC-I restringido a H-2°.

La Figura 14 muestra la superior eficacia de la proteina de fusiéon que comprendia ovalbiimina de pollo (OVA) y
CtxB en la induccidn de respuestas de las células T CD8+ especificas de OVA y las respuestas del sistema inmunitario
potencialmente innato en comparacién con los constructos que liberaban simultineamente IFN-gamma o IP-10. Esta
muestra una eficacia similar a la de la cepa con el constructo IL-12 liberado simultdneamente.

Ejemplo 5
Expresion y secrecion de antigenos virales

La idoneidad de los microorganismos de la invencién para la expresion y secrecién de cualquier antigeno (no
tumoral) se demostré por medio de la expresién de la proteina hemaglutinina H1 del virus de la influenza de pollo
HS5NT1 fusionada a CtxB en una cepa de vacuna veterinaria, Salmonella typhimurium VacT.

Se utilizaron el cebador efector 5’-HA-G: 5’- ATC TGT CAA ATG GAG AAA -3’ y el cebador anti-sentido 3-
HA12C: 5’-TAC TCC ACT TAT TTC CTC TCT-3’ en la PCR, amplificando un fragmento de ADN que codificaba
la HS sin el dominio de membrana C-terminal (H12C). El producto de la PCR se cloné con posterioridad en el
sitio S7fl de pMKhly-CtxB. El plasmido pMKhly-CtxB-H12C resultante se examiné mediante andlisis de restriccion
y secuenciacién. La cepa S. typhimurium VacT/pMKhly-CtxB-H12C expres6 y secretd eficazmente la proteina HS
hibrida, como se muestra mediante inmunotransferencia con anticuerpos policlonales originados contra CtxB y HlyA
(Fig. 2). La cantidad de HS secretada fue de 2-3 ug de proteina/ml de sobrenadante en las condiciones experimentales.

Las bacterias se hicieron crecer en medio BHI a una densidad de 1x10° células por ml. Se centrifugaron 20 ml del
cultivo durante 30’ a 4000 rpm (3000 g) y 4°C en una centrifuga Hereaus. Se transfirieron 18 ml del sobrenadante a un
tubo nuevo. Con posterioridad, se afiadieron 1,8 ml de TCA (4cido tricloroacético, Applichem, Alemania); el liquido
se mezcld y se incubd sobre hielo durante al menos 1 hora. Tras la incubacion, la suspension se centrifugé durante 30’
a 4000 rpm (3000 g) y 4°C en una centrifuga Hereaus. El sobrenadante se decantd y el sedimento se lavé con 1 ml
de Aceton p.a. (Applichem, Alemania); el producto precipitado se centrifugd durante 10’ a 4000 rpm (3000 g) y 4°C
en una centrifuga Hereaus. El sedimento se secé al aire y se recogié en 150 ul 5x tampén de Laemmli. Se utilizaron
20 p1 de la solucién para cada calle de la SDS PAGE. Las proteinas separadas se transfirieron electroforéticamente a
una membrana de nitrocelulosa Hybond ECL (Amersham-Pharmacia, Little Chalfont, Reino Unido) y se bloquearon
durante la noche con PBS que contenia BSA al 1%. La membrana se lavé en PBS-Tween al 0,05%, se incub6 con
anticuerpo anti-CtxB de conejo policlonal (1:1000, Zytomed, Berlin, Alemania) o anticuerpo HlyAs (Gentschev et al.,
1996) y con posterioridad se incubé con anti-IgG de conejo acoplado a HRP (1/2.000; Dianova, Hamburgo, Alemania)
durante 1 h. La transferencia Western se llevé a cabo utilizando el kit de aumento de la quimioluminiscencia (GE
Healthcare Life Science, Alemania).

La Figura 15 representa la expresion eficaz y la secrecion funcional de la proteina de fusion HA12C-CtxB en la
cepa de vacuna veterinaria, Salmonella typhimurium VacT.
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Ejemplo 6

Expresion y secrecion de proteinas de fusion de coadyuvantes de toxina y antigenos tumorales por medio de sistemas
de secrecion de tipo 111

Numerosas bacterias Gram negativas portan sistemas de secrecion de tipo III que pueden ser explotados para
la secrecidn de antigenos. Normalmente, estos sistemas pueden ser explotados para inyectar directamente antigenos
heter6logos en las células. En este ejemplo, un componente de toxina de Yersinia que sirve como sefial de secrecién
(YopE) es fusionado genéticamente al fragmento de la subunidad B de la enterotoxina 14bil al calor (LT-B) como
coadyuvante y un antigeno tumoral, PSA. Este constructo va a ser expresado en cepas de Yersinia preferiblemente
atenuadas, adecuadas, lo que conduce a la secrecion de la proteina de fusion por la maquinaria de secrecion de tipo III
endégena por medio de la secuencia sefial YopE.

En este ejemplo, se clona la fusién genética YopE18-LT-B-PSA en el sitio EcoRI del plasmido paCYC184, para
utilizar el constructo con la misma orientacién que se utiliza el gen cat proporcionando un producto expresado por
el promotor cat codificado por el plasmido (http://www.fermentas.com/techinfo/nucleicacids/mappacyc184.htm). Para
intensificar la expresion, se puede utilizar cualquier promotor adecuado.

A continuacion, se ilustra un procedimiento de clonacién. Se amplifica el ADN cromosémico de E. coli que incluye
la subunidad B de la enterotoxina 14bil al calor o un vector que incluye esta secuencia (ntimero de acceso GenBank
AF242418) utilizando los siguientes cebadores en una reaccion de PCR: Eco-yopel8-f (que incluye el sitio EcoRI +
la secuencia sefial YopE18):

5’-CTGAATTCATGAAAATATCATCATTTATTTCTACATCACTGCCCCTGCCGGCA TCAGTGTCAAATAAA
GTAAAATGTTATGTTTTATS

(5’ regién en negro: sitio EcoRI + 3 bases 5°, en rojo: secuencia que codifica la sefial de secrecidn para la secrecion
de tipo III de la proteina YopE (aa 1-18), Acceso GenBank M92066; region en cursiva: region de homologia del gen
LT-B (acceso GB AF242418), bases 4-28). Cebador inverso fosforilado LT-B-r:

5’ GTTTTCCATACTGATTGCCGCAATTGAATTGG-3’ (hebra inversa 372-341 de GB AF242418).

Paralelamente, se amplifica la secuencia de PSA como se describe en esta solicitud a partir del vector pMK CtxB-
PSA utilizando los siguientes cebadores:

cebador directo fosforilado psa-f: 5’-GTGGGAGGCTGGGAGTGCGAG-3’
cebador inverso psa-eco-1: 5 CCTGAATTCTTAGACGTGATACCTTGAAGCAC

(5’ en negro: sitio EcoRI + 3 bases 5°, en azul: codén de terminacidn, en negro: regién 3’ de la secuencia PSA,
esta solicitud).

Con posterioridad, los dos fragmentos se ligan con una ADN Ligasa en las condiciones apropiadas. Tras la ligacion,
el nuevo fragmento se amplifica en una segunda reaccién de PCR utilizando los cebadores Eco-yopel8-f y PSA-Eco-
R descritos antes.

El fragmento resultante se purifica utilizando un kit de purificacién por PCR adecuado para separar el tampén y los
oligonucleétidos y con posterioridad se digiere con la enzima EcoRI en condiciones de reaccién adecuadas. El frag-
mento de 1040 pb resultante se purifica utilizando la electroforesis en gel de agarosa y se liga en el vector paCYC184
digerido con EcoRI. Después de secuenciar los clones sensibles a cm, resistentes a tetraciclina, se selecciona un clon
que tiene la secuencia correcta integrada en la misma orientacién que el gen cm y se transforma en una cepa de Yersi-
nia adecuada utilizando la electroporacién. Esta cepa de vacuna secretard la fusién LT-B-PSA por medio de su sistema
de secrecion de tipo III endégeno.

Ejemplo 7
Expresion y secrecion de fusiones de Toxina-Antigeno en bacterias Gram positivas

Las bacterias Gram positivas y negativas tienen diferentes pre-requisitos para la secrecion. Las bacterias Gram
negativas poseen dos membranas y por lo tanto es obligatoria una maquinaria de secrecién ademads de las sefiales de
secrecion para una secrecion completa. En el caso de las bacterias Gram positivas, es suficiente una secuencia de una

sefial de secrecion.

En este ejemplo se describe un sistema para la secrecién de una fusion de Toxoide del Tétanos-PSA en Listeria
utilizando la sefial de secrecién p60.
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En una primera etapa, se digiere el vector pUC18(PS)actAOVATInlA (Loeffler e al., 2006) utilizando Nsil y
con posterioridad se trata con Exonucleasa 3’-5’ en las condiciones apropiadas. Finalmente, el fragmento se purifica
mediante electroforesis en gel de agarosa.

Paralelamente, se amplifica el fragmento C del toxoide del tétanos (nim. de acceso GenBankM12739) a partir de
una fuente adecuada, p. €j. ADN gendmico de una cepa de Clostridium tetanii utilizando los siguientes cebadores
fosforilados:

tetc directo: 5’-TAAAAATCTGGATTGTTGGGTTG-3’, mientras la base adicional subrayada es para asegurar
el correcto marco de la fusion.

tetc inverso: 5’-ATCATTTGTCCATCCTTCATCTG-3".

El fragmento BRAF KD se amplifica a partir del pldsmido pMO BKDC descrito en la solicitud utilizando los
siguientes cebadores fosforilados:

br directo: 5’-GATTGGGAGATTCCTGATG-3’
br inverso: 5’-CCCGTGGACAGGAAACGCACC-3’.

Ambos fragmentos se purifican utilizando un kit de purificaciéon por PCR adecuado y con posterioridad se ligan
con ADN ligasa en las condiciones adecuadas. Tras la ligacion, el fragmento se purifica de nuevo utilizando un kit de
purificacién por PCR adecuado y se amplifica utilizando el cebador tetc directo y el br inverso. Tras la amplificacion,
el fragmento de 2280 pb resultante se purifica mediante electroforesis en gel de agarosa y se liga en el fragmento de
pUC18(PS)actAOVATiInlA obtenido con la exonucleasa 3’-5” Nsil. Después de la ligacién y transformacién en E. coli,
se selecciona un clon que porta el fragmento en marco. Con posterioridad, el pldsmido se corta utilizando Pstl y Sacl y
el fragmento de 2837 pb se purifica utilizando la electroforesis en gel y se liga en el vector pSP118 digerido con Pstl y
Sacl y purificado (Loeffler et al., 2006). El vector resultante, pSP118-act-TetC-BRaf*KD es transformado en una cepa
de Listeria que porta una delecion trpS p. ej. Listeria monocytogenes delta trps delta aroA/B (Loeffler et al., 2006).
En este entorno, el pldsmido es estabilizado por medio del pldsmido basado en trpS (“Sistema letal equilibrado”) y el
plasmido codifica una lisina de fago lo que conduce a la lisis intracelular de la cepa. La casete act-TetC-BRaf*KD es
expresada principalmente en células anfitrionas eucariéticas bajo el control del promotor actA, que tiene cierta pérdida
extracelular (Loeffler et al., 2006). La secuencia sefial actA de la casete conduce a la secrecién de la proteina de fusién
TetC-BRaf*KD.

Ejemplo 8
Células eucarioticas que secretan fusiones de toxina-antigeno

En este ejemplo, se construye una linea celular eucaridtica, p. €j. una linea celular tumoral, que secreta una proteina
de fusién CtxB-PSA. Para este fin, se emplea una sefial de secrecién universal (documento U.S. 6.733.997), que, en
principio, permite la secrecion de la correspondiente casete de expresion en células de diferente origen, incluyendo
células de mamifero, levadura y células procaridticas.

En una primera etapa, se amplifica la fusién CtxB-BRaf* KD a partir del plasmido pMO BKDC (esta solicitud)
utilizando los siguientes cebadores:

CB-directo: 5’-atcGGATCCTCAAAATATTACTGATTTGTGTGC-3’ (mindsculas: espaciador, subrayado: si-
tio BamHI, mayusculas: CtxB 5°)

CB-inverso: 5’-tagGGATCCTTAGTGGACAGGAAACGCACCATATCC-3’ (minusculas: espaciador, subraya-
do: sitio BamHI, cursiva: codén de terminacién, mayusculas: BRaf* KD 3°).

Con posterioridad, el producto de la PCR se purifica utilizando un kit de purificacién por PCR adecuado y con pos-
terioridad se digiere parcialmente (el fragmento contiene un sitio BamHI interno) con BamHI. El fragmento de 1231
pb del producto digerido parcial se aisla por medio de electroforesis en gel de agarosa y con posterioridad se liga en el
plasmido pVtgEGFP digerido con BamHI y purificado en gel (Solicitud de Patente de los Estados Unidos 6733997).
Posteriormente, se selecciona un clon que porta la orientacién en marco con Vtgss y se denomina pVtgCtxBRAf. Este
plasmido se puede transformar por medio de electroporacién en una linea celular eucariética, que se puede seleccionar
por medio de la casete de seleccién kan/neo. Las lineas celulares pueden ser lineas celulares establecidas como lineas
de cancer para su uso como vacunas para el cancer heter6logas o células tumorales derivadas de pacientes para su uso
como vacunas contra el cdncer autélogas.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2347019 T3

En cualquier caso, la sefial de secrecion Vtgss codificada por el vector pVtgEGFP fusionado genéticamente a
CtxB-BRaf* KD dard como resultado la secrecion de la proteina de fusién.

Utilizando un enfoque similar, también se pueden expresar proteinas de fusion en levaduras. Como ejemplo, se
demuestra una estrategia de clonaciéon modificada como la representada en la fig. 11 del documento U.S. 6.733.997.
En la primera etapa, se escinde la casete que contiene la fusion Vtgss-CtxB-BRaf*KD del plasmido pVtgCtxBRAf
descrito antes por medio de Eagl y Eco47I11 y se inserta en el vector pPBSPGK (documento U.S. 6.733.997, fig. 11).
Posteriormente, el vector resultante se digiere con Sacl y HindIII y el fragmento que incluye el elemento PGK y la
fusion Vtgss-CtxB-BRaf*KD se integra en la region correspondiente del vector pYEX-S1 andloga a la descripcién del
documento U.S. 6.733.997 (fig. 11). El plasmido resultante se puede transformar mediante electroporacién en cepas
de levadura como Saccharomyces cerevisiae. La levadura expresard y secretard la proteina de fusion y se puede utilizar
para la vacunacion.

Receptor GM-1

Abreviaturas
ABC casete de unién a ATP
AIDA adhesina implicada en la adherencia difusa
APC célula presentadora de antigenos
aroA gen aroA
AT Toxina alfa
ATP adenosina trifosfato
B-Raf KD dominio quinasa B-Raf
BSA albimina de suero bovino
Cag A proteina de virulencia asociada a la enfermedad principal de Helicobacter pylori
CPE enterotoxina de Clostridium perfringens
CpG secuencias de ADN que contienen secuencias de ADN inmunoestimuladoras hipometiladas
que incluyen motivos CpG
CT/Ctx Toxina del Célera
CTB/CtxB subunidad B de la Toxina del Célera
CTL células T CD8* citotdxicas (células T asesinas)
CMV Citomegalovirus
ADN dcido desoxirribonucleico
ds doble hebra
DT/Dtx Toxina de la Difteria
E. coli Escherichia coli
EBV Virus de Epstein Barr

Receptor 1 de Monosialoganglidsido

HA hemaglutinina

HCV Virus de la Hepatitis C

HIV virus de la inmunodeficiencia humana
Hly hemolisina
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HPV
HT

id.
im.
i.p.
IFN
IgA
IeG

IL

KD
LPS
LT

LT
LTB
mAb
MHC
célula NK
célula NKT
PAGE
PBS
PCR
PE
PSA
PT/Ptx
ARN

S.C.

SDS

Sec

ss

ST
ST/Stx
STB/StxB
T3SS

Tat
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virus del Papiloma Humano
Toxina Hemorréagica
intradérmicamente
intramuscularmente
intraperitonealmente
interferén

Inmunoglobulina isotipo A
Inmunoglobulina isotipo G
interleuquina

dominio de muerte quinasa
lipopolisacédrido
enterotoxina labil al calor de E. coli

toxina Letal

subunidad B de la enterotoxina 1abil al calor de E. coli

anticuerpo monoclonal

complejo principal de histocompatibilidad
célula asesina natural

célula T asesina natural

electroforesis en gel de poliacrilamida
solucién salina tamponada con fosfato
Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Exotoxina A de Pseudomonas

antigeno especifico de prdstata

Toxina Pertussis

acido ribonucleico

subcutidneamente
dodecilsulfato de sodio

ruta secretora (Sec) general

hebra sencilla

enterotoxina estable al calor de E. coli
Toxina Shiga

subunidad B de la Toxina Shiga
sistema de secrecion de tipo III

translocacion de la doble arginina
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TCA acido tricloroacético
Th1 (célula) células T CD4" inflamatorias
Th2 (célula) células T CD4" coadyuvantes
TSST-1 Toxina de sindrome de choque téxico
TT Toxina del Tétanos
VT Toxina Vero
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo como portador de secuencias de nucleétidos para antigenos y toxinas proteicas que com-
prende los siguientes componentes:

(D al menos una secuencia de nucleétidos que codifica al menos un antigeno completo o parcial de al menos
una proteina de tipo salvaje o mutada; y

(II) al menos una secuencia de nucleétidos que codifica al menos una toxina proteica y/o al menos una subu-
nidad de una toxina proteica; y

(I1D)

a) al menos una secuencia de nucleétidos que codifica al menos un sistema de transporte que permite la
expresion de los productos de expresion del componente (I) y el componente (II) sobre la superficie
externa del microorganismo y/o permite la secrecién de los productos de expresion del componente
(D) y el componente (II); y/o que codifica al menos una secuencia sefial que permite la secrecion de
los productos de expresioén del componente (I) y el componente (II); y/o

b) opcionalmente, al menos una secuencia de nucleétidos que codifica al menos una proteina para lisar
el microorganismo en el citosol de las células de mamifero y para liberar intracelularmente pldsmidos
o vectores de expresion, que estdn contenidos en el microorganismo lisado; y

(IV) al menos una secuencia de nucleétidos para al menos una secuencia de activacion para la expresién de
uno o mas de los componentes (I) a (III), donde dicha secuencia de activacion puede ser activada en
el microorganismo y/o es especifica de la célula tisular, especifica de la célula tumoral, especifica de
macroéfagos, especifica de dendritas, especifica de linfocitos, especifica de la funcién o sin especificidad
celular;

donde cualquiera de los componentes (I) a (IV) puede estar presente una vez o varias veces y si un componente de
los componentes (I) a (IV) estd presente varias veces puede ser independientemente idéntico o diferente; y

donde el componente (I) y el componente (II) no son idénticos, esto es el componente (I) no codifica al menos una
secuencia de nucledtidos que codifica al menos una toxina proteica y/o al menos una subunidad de una toxina proteica.

2. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el microorganismo se selecciona del grupo que
consiste en “bacterias, bacterias gram-positivas, bacterias gram-negativas, células eucaridticas” y preferiblemente se
selecciona del grupo que consiste en “Escherichia spp., Escherichia coli, Salmonella spp., Salmonella typhi, Salmo-
nella typhimurium, Yersinia spp., Yersinia enterocolitica, Vibrio spp., Vibrio cholerae, Listeria spp., Listeria monocy-
togenes, Shigella spp., Shigella flexneri, Yersinia spp, Pseudomonas spp”, donde preferiblemente la virulencia del
microorganismo estd atenuada.

3. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacién 2, donde Vibrio cholerae se excluye como microorganismo.

4. El microorganismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el al menos un antigeno
completo o parcial de al menos una proteina de tipo salvaje o mutada de acuerdo con el componente (I) se selecciona
del grupo que consiste en las siguientes proteinas de tipo salvaje y sus mutantes conocidos: “receptores; porcion ex-
tracelular, transmembrana o intracelular de un receptor; molécula de adherencia; porcién extracelular, transmembrana
o intracelular de una molécula de adherencia; proteina transductora de la sefial; proteina del ciclo celular; factor de
transcripcion; proteina de diferenciacion; proteina embrionaria; proteina viral; alergeno; proteina de patégeno micro-
biano; proteina de patégeno eucaridtico; proteina antigénica de céncer de testiculo; proteina antigénica tumoral; y/o
proteina especifica de células tisulares”,

donde la célula tisular se selecciona del grupo que consiste en “glandula tiroidea, glandula mamaria, glandula
salivar, n6édulo linfoide, glandula mamaria, mucosa de la tinica gastrica, rifién, ovario, prdstata, cérvix, tiinica serosa
de la vesicula urinaria y lunares”.

5. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacién 4, donde el al menos un antigeno completo o parcial de al
menos una proteina de tipo salvaje o mutada de acuerdo con el componente (I) se selecciona del grupo que consiste
en las siguientes proteinas de tipo salvaje y sus mutantes conocidos: “Her-2/neu, receptor de andrégenos, receptor de
estrégenos, receptor de midquinas, receptor de EGF, ERBB2, ERBB4, receptor TRAIL, FAS, receptor de TNFalfa,
receptor de TGF-beta, receptor de lactoferrina, mielina bdsica, alfa-lactalbtimina, GFAP, proteina 4cida fibrilar, tiro-
sinasa, EGR-1, MUCI, c-Raf (Raf-1), A-Raf, B-Raf, B-Raf V599E, B-Raf V600E, B-Raf KD, dominio quinasa B-
Raf V600E, B-Raf V60OE KD, dominio quinasa B-Raf V600OE KD, dominio quinasa B-Raf, dominio quinasa B-Raf
KD, N-Ras, K-Ras, H-Ras, Bcl-2, Bel-X, Bel-W, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1, Al, Bax, BAD, Bak, Bcl-Xs, Bid, Bik, Hrk,
Bcer/abl, Myb, C-Met, IAP1, IAO2, XIAP, ML-IAP LIVIN, survivina, APAF-1, ciclina D(1-3), ciclina E, ciclina A,
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ciclina B, ciclina H, Cdk-1, Cdk-2, Cdk-4, Cdk-6, Cdk-7, Cdc25C, pl6, pl5, p21, p27, pl8, pRb, p107, p130, E2F
(1-5), GAAD45, MDM2, PCNA, ARF, PTEN, APC, BRCA, Akt, P13K, mTOR, p53 y homélogos, C-Myc, NFkB, c-
Jun, ATF-2, Sp1, antigeno especifico de prostata (PSA), antigeno carcinoembrionario, alfa-fetoproteina, PAP; PSMA;
STEAP; MAGE, MAGE-1, MAGE-3, NY-ESO-1, PSCA, MART, Gp100, tirosinasa, GRP, TCF-4, antigenos virales
de los virus HIV, HPV, HCV, HPV, VEB, CMYV, VES, virus influenza, virus influenza de tipo A, virus influenza de
tipo A (HSN1) y (H3N2), virus influenza de tipo B, virus influenza de tipo C; hemaglutininas, hemaglutinina H1, he-
maglutinina HS5, hemaglutinina H7, hemaglutinina HA1 (preferiblemente de virus Influenza A (A/Thailand/1 (KAN-
1)2004(H5N1), hemaglutinina HA12 (preferiblemente de virus Influenza A (A/Thailand/1 (KAN-1)2004(H5N1), he-
maglutinina HA12C (preferiblemente de virus Influenza A (A/Thailand/1 (KAN-1)2004(H5N1), neuramidasa, p60,
LLO, ureasa, CSP, calflagina y/o CPB” o donde el al menos un antigeno completo o parcial de al menos una pro-
teina de tipo salvaje o mutada de acuerdo con el componente (I) se selecciona del grupo de quinasas que consisten
en las siguientes proteinas de tipo salvaje y sus mutantes conocidos (nimeros de acceso entre paréntesis): AAKI1
(NM 014911), AATK (NM 004920), ABL1 (NM 005157), ABL2 (NM 005158), ACK1 (NM 005781), ACVRI1 (NM
001105), ACVRIB (NM 020328), ACVR2 (NM 001616), ACVR2B (NM 001106), ACVRL1 (NM 000020), ADCK1
(NM 020421), ADCK2 (NM 052853), ADCK4 (NM 024876), ADCK5 (NM 174922), ADRBK1 (NM 001619),
ADRBK?2 (NM 005160), AKT1 (NM 005163), AKT2 (NM 001626), AKT3 (NM 005465), ALK (NM 004304), ALK7
(NM 145259), ALS2CR2 (NM 018571), ALS2CR7 (NM 139158), AMHR2 (NM 020547), ANKK1 (NM 178510),
ANKRD3 (NM 020639), APEG1 (NM 005876), ARAF (NM 001654), ARKS (NM 014840), ATM (NM 000051),
ATR (NM 001184), AURKA (NM 003600), AURKB (NM 004217), AURKC (NM 003160), AXL (NM 001699),
BCKDK (NM 005881), BCR (NM 004327), BIKE (NM 017593), BLK (NM 001715), BMPR1A (NM 004329), BM-
PR1B (NM 001203), BMPR2 (NM 001204), BMX (NM 001721), BRAF (NM 004333), BRD2 (NM 005104), BRD3
(NM 007371), BRD4 (NM 014299), BRDT (NM 001726), BRSK1 (NM 032430), BRSK2 (NM 003957), BTK (NM
000061), BUB1 (NM 004336), BUB1B (NM 001211), CABC1 (NM 020247), CAMK1 (NM 003656), CaMK1b (NM
198452), CAMKI1D (NM 020397), CAMKI1G (NM 020439), CAMK2A (NM 015981), CAMK2B (NM 001220),
CAMK2D (NM 001221), CAMK2G (NM 001222), CAMK4 (NM 001744), CAMKK1 (NM 032294), CAMKK2
(NM 006549), CASK (NM 003688), CCRK (NM 012119), CDC2 (NM 001786), CDC2L1 (NM 001787), CDC2L5
(NM 003718), CDC42BPA (NM 014826), CDC42BPB (NM 006035), CDC7L1 (NM 003503), CDK10 (NM 003674),
CDK11 (NM 015076), CDK2 (NM 001798), CDK3 (NM 001258), CDK4 (NM 000075), CDKS5 (NM 004935), CDK6
(NM 001259), CDK7 (NM 001799), CDKS8 (NM 001260), CDK9 (NM 001261), CDKL1 (NM 004196), CDKL2 (NM
003948), CDKL3 (NM 016508), CDKL4 (NM 001009565), CDKL5 (NM 003159), CHEK1 (NM 001274), CHUK
(NM 001278), CIT (NM 007174), CLK1 (NM 004071), CLK2 (NM 003993), CLK3 (NM 003992), CLK4 (NM
020666), CRK7 (NM 016507), CSFIR (NM 005211), CSK (NM 004383), CSNK1A1 (NM 001892), CSNK1D (NM
001893), CSNKI1E (NM 001894), CSNK1G1 (NM 022048), CSNK1G2 (NM 001319), CSNK1G3 (NM 004384),
CSNK2A1 (NM 001895), CSNK2A2 (NM 001896), DAPK1 (NM 004938), DAPK2 (NM 014326), DAPK3 (NM
001348), DCAMKLI1 (NM 004734), DCAMKL2 (NM 152619), DCAMKL3 (XM 047355), DDR1 (NM 013993),
DDR2 (NM 006182), DMPK (NM 004409), DMPK2 (NM 017525.1), DYRK1A (NM 001396), DYRK1B (NM
006484), DYRK2 (NM 006482), DYRK3 (NM 003582), DYRK4 (NM 003845), EEF2K (NM 013302), EGFR (NM
005228), EIF2AK3 (NM 004836), EIF2AK4 (NM_001013703), EPHA1 (NM 005232), EPHA10 (NM 001004338),
EPHA2 (NM 004431), EPHA3 (NM 005233), EPHA4 (NM 004438), EPHAS (NM 004439), EPHAG6 (XM 114973),
EPHA7 (NM 004440), EPHAS (NM 020526), EPHB1 (NM 004441), EPHB2 (NM 017449), EPHB3 (NM 004443),
EPHB4 (NM 004444), EPHB6 (NM 004445), ERBB2 (NM 004448), ERBB3 (NM 001982), ERBB4 (NM 005235),
ERKS8 (NM 139021), ERN1 (NM 001433), ERN2 (NM 033266), FASTK (NM 025096), FER (NM 005246), FES
(NM 002005), FGFR1 (NM 000604), FGFR2 (NM 022970), FGFR3 (NM 000142), FGFR4 (NM 022963), FGR
(NM 005248), FLJ23074 (NM 025052), FLJ23119 (NM 024652), FLJ23356 (NM 032237), FLT1 (NM 002019),
FLT3 (NM 004119), FLT4 (NM 002020), FRAP1 (NM 004958), FRK (NM 002031), FYN (NM 002037), GAK (NM
005255), GPRKS5 (NM 005308), GPRK6 (NM 002082), GPRK7 (NM 139209), GRK4 (NM 005307), GSG2 (NM
031965), GSK3A (NM 019884), GSK3B (NM 002093), GUCY2C (NM 004963), GUCY2D (NM 000180), GUCY2F
(NM 001522), HI1 (NM 014365), HAK (NM 052947), HCK (NM 002110), HIPK1 (NM 152696), HIPK2 (NM
022740), HIPK3 (NM 005734), HIPK4 (NM 144685), HRI (NM 014413), HUNK (NM 014586), ICK (NM 016513),
IGF1R (NM 000875), IKBKB (NM 001556), IKBKE (NM 014002), ILK (NM 004517), INSR (NM 000208), INSRR
(NM 014215), IRAK1 (NM 001569), IRAK2 (NM 001570), IRAK3 (NM 007199), IRAK4 (NM 016123), ITK (NM
005546), JAK1 (NM 002227), JAK2 (NM 004972), JAK3 (NM 000215), KDR (NM 002253), KIS (NM 144624),
KIT (NM 000222), KSR (XM 290793), KSR2 (NM 173598), LAK (NM 025144), LATS1 (NM 004690), LATS2
(NM 014572), LCK (NM 005356), LIMK1 (NM 016735), LIMK2 (NM 005569), LMR3 (XM 055866), LMTK?2
(NM 014916), LOC149420 (NM 152835), LOC51086 (NM 015978), LRRK2 (XM 058513), LTK (NM 002344),
LYN (NM 002350), MAK (NM 005906), MAP2K1 (NM 002755), MAP2K2 (NM 030662), MAP2K3 (NM 002756),
MAP2K4 (NM 003010), MAP2KS5 (NM 002757), MAP2K6 (NM 002758), MAP2K7 (NM 005043), MAP3K1 (XM
042066), MAP3K10 (NM 002446), MAP3K11 (NM 002419), MAP3K12 (NM 006301), MAP3K13 (NM 004721),
MAP3K14 (NM 003954), MAP3K2 (NM 006609), MAP3K3 (NM 002401), MAP3K4 (NM 005922), MAP3K5
(NM 005923), MAP3K6 (NM 004672), MAP3K7 (NM 003188), MAP3K8 (NM 005204), MAP3K9 (NM 033141),
MAP4K1 (NM 007181), MAP4K2 (NM 004579), MAP4K3 (NM 003618), MAP4K4 (NM 145686), MAP4KS (NM
006575), MAPK1 (NM 002745), MAPK10 (NM 002753), MAPK11 (NM 002751), MAPK12 (NM 002969), MAPK 13
(NM 002754), MAPK14 (NM 001315), MAPK3 (NM 002746), MAPK4 (NM 002747), MAPK6 (NM 002748),
MAPK7 (NM 002749), MAPKS8 (NM 002750), MAPK9 (NM 002752), MAPKAPK?2 (NM 032960), MAPKAPK3
(NM 004635), MAPKAPKS (NM 003668), MARK (NM 018650), MARK?2 (NM 017490), MARK3 (NM 002376),
MARK4 (NM 031417), MAST1 (NM 014975), MAST205 (NM 015112), MAST3 (XM 038150), MAST4 (XM
291141), MASTL (NM 032844), MATK (NM 139355), MELK (NM 014791), MERTK (NM 006343), MET (NM
000245), MGC33182 (NM 145203), MGC42105 (NM 153361), MGC43306 (C90rf96), MGC8407 (NM 024046),
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MIDORI (NM 020778), MINK (NM 015716), MKNK 1 (NM 003684), MKNK2 (NM 017572), MLCK (NM 182493),
MLK4 (NM 032435), MLKL (NM 152649), MOS (NM 005372), MST1R (NM 002447), MST4 (NM 016542), MUSK
(NM 005592), MYLK (NM 053025), MYLK2 (NM 033118), MYO3A (NM 017433), MYO3B (NM 138995), NEK 1
(NM 012224), NEK10 (NM 152534), NEK11 (NM 024800), NEK2 (NM 002497), NEK3 (NM 002498), NEK4
(NM 003157), NEK5 (MGC75495), NEK6 (NM 014397), NEK7 (NM 133494), NEK8 (NM 178170), NEK9 (NM
033116), NLK (NM 016231), NPR1 (NM 000906), NPR2 (NM 003995), NRBP (NM 013392), NRBP2 (NM 178564),
NRK (NM 198465), NTRK1 (NM 002529), NTRK2 (NM 006180), NTRK3 (NM 002530), OBSCN (NM 052843),
OSRI1 (NM 005109), PACE-1 (NM 020423), PAK1 (NM 002576), PAK2 (NM 002577), PAK3 (NM 002578), PAK4
(NM 005884), PAK6 (NM 020168), PAK7 (NM 020341), PASK (NM 015148), PCTK1 (NM 006201), PCTK2 (NM
002595), PCTK3 (NM 212503), PDGFRA (NM 006206), PDGFRB (NM 002609), PDK1 (NM 002610), PDK2
(NM 002611), PDK3 (NM 005391), PDK4 (NM 002612), PDPK1 (NM 002613), PFTK1 (NM 012395), PHKGI
(NM 006213), PHKG2 (NM 000294), PIK3R4 (NM 014602), PIM1 (NM 002648), PIM2 (NM 006875), PIM3
(NM 001001852), PINK1 (NM 032409), PKE (NM 173575), PKMYT! (NM 004203), pknbeta (NM 013355), PLK
(NM 005030), PLK3 (NM 004073), PRKAAT (NM 006251), PRKAA2 (NM 006252), PRKACA (NM 002730),
PRKACB (NM 002731), PRKACG (NM 002732), PRKCA (NM 002737), PRKCB1 (NM 002738), PRKCD (NM
006254), PRKCE (NM 005400), PRKCG (NM 002739), PRKCH (NM 006255), PRKCI (NM 002740), PRKCL1 (NM
002741), PRKCL2 (NM 006256), PRKCM (NM 002742), PRKCN (NM 005813), PRKCQ (NM 006257), PRKCZ
(NM 002744), PRKD2 (NM 016457), PRKDC (NM 006904), PRKG1 (NM 006258), PRKG2 (NM 006259), PRKR
(NM 002759), PRKWNK1 (NM 018979), PRKWNK2 (NM 006648), PRKWNK3 (NM 020922), PRKWNK4 (NM
032387), PRKX (NM 005044), PRKY (NM 002760), PRPF4B (NM 003913), PSKH1 (NM 006742), PSKH2 (NM
033126), PTK2 (NM 005607), PTK2B (NM 004103), PTK6 (NM 005975), PTK7 (NM 002821), PTK9 (NM 002822),
PTKOL (NM 007284), PXK (NM 017771), QSK (NM 025164), RAD53 (NM 007194), RAF1 (NM 002880), RAGE
(NM 014226), RET (NM 020975), RHOK (NM 002929), RIOK1 (NM 031480), RIOK2 (NM 018343), RIPK1 (NM
003804), RIPK2 (NM 003821), RIPK3 (NM 006871), RIPKS5 (NM 015375), RNASEL (NM 021133), ROCK1 (NM
005406), ROCK2 (NM 004850), ROR1 (NM 005012), ROR2 (NM 004560), ROS1 (NM 002944), RPS6KA1 (NM
002953), RPS6KA2 (NM 021135), RPS6KA3 (NM 004586), RPS6KA4 (NM 003942), RPS6KAS5 (NM 004755),
RPS6KA6 (NM 014496), RPS6KB1 (NM 003161), RPS6KB2 (NM 003952), RPS6KC1 (NM 012424), RPS6KL1
(NM 031464), RYK (NM 002958), SBK (XM 370948), SCYL1 (NM 020680), SCYL2 (NM 017988), SGK (NM
005627), SgK069 (SU SgK069), SgK085 (XM 373109), SgK110 (SU SgK110), SGK2 (NM 016276), SgK223 (XM
291277), SgK269 (XM 370878), SgK424 (CGP SgK424), SgK493 (SU_SgK493), SgK494 (NM 144610), SgK495
(NM 032017), SGKL (NM 013257), SK681 (NM 001001671), SLK (NM 014720), SMG1 (NM 015092), SNARK
(NM 030952), SNF1 LK (NM 173354), SNF1 LK2 (NM 015191), SNK (NM 006622), SNRK (NM 017719), SRC
(NM 005417), SRMS (NM 080823), SRPK 1 (NM 003137), SRPK2 (NM 003138), SSTK (NM 032037), STK10 (NM
005990), STK11 (NM 000455), STK16 (NM 003691), STK17A (NM 004760), STK17B (NM 004226), STK18 (NM
014264), STK19 (NM 032454), STK22B (NM 053006), STK22C (NM 052841), STK22D (NM 032028), STK23
(NM 014370), STK24 (NM 003576), STK25 (NM 006374), STK3 (NM 006281), STK31 (NM 031414), STK32B
(NM 018401), STK33 (NM 030906), STK35 (NM 080836), STK36 (NM 015690), STK38 (NM 007271), STK38L
(NM 015000), STK39 (NM 013233), STK4 (NM 006282), STLK5 (NM 001003787), STYK1 (NM 018423), SUDD
(NM 003831), SYK (NM 003177), TAF1 (NM 138923), TAFIL (NM 153809), TAO1 (NM 004783), TAOK1 (NM
020791), TAOK3 (NM 016281), TBCK (NM 033115), TBK1 (NM 013254), TEC (NM 003215), TEK (NM 000459),
TESK1 (NM 006285), TESK2 (NM 007170), TEX14 (NM 031272), TGFBR1 (NM 004612), TGFBR2 (NM 003242),
TIE (NM 005424), TIF1 (NM 003852), TLK1 (NM 012290), TLK2 (NM 006852), TNIK (NM 015028), TNK1 (NM
003985), TOPK (NM 018492), TP53RK (NM 033550), TRAD (NM 007064), TRIB1 (NM 025195), TRIB2 (NM
021643), TRIB3 (NM 021158), TRIM28 (NM 005762), TRIM33 (NM 015906), TRIO (NM 007118), TRPM6 (NM
017662), TRPM7 (NM 017672), TRRAP (NM 003496), TSSK4 (NM 174944), TTBK1 (NM 032538), TTBK2 (NM
173500), TTK (NM 003318), TTN (NM 003319), TXK (NM 003328), TYK2 (NM 003331), TYRO3 (NM 006293),
ULKI1 (NM 003565), ULK2 (NM 014683), ULK3 (NM 015518), ULK4 (NM 017886), VRK1 (NM 003384), VRK2
(NM 006296), VRK3 (NM 016440), WEE1 (NM 003390), Wee 1B (NM 173677), YANK1 (NM 145001), YES1 (NM
005433), ZAK (NM 016653), y/o ZAP70 (NM 001079).

6. El microorganismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el componente (II) se selec-
ciona del grupo que consiste en “toxina bacteriana, enterotoxina, exotoxina, toxina de tipo I, toxina de tipo II, toxina
de tipo III, toxina de tipo IV, toxina de tipo V, toxina RTX, toxina AB, toxina A-B, toxina A/B, toxina A+B, toxina A-
5B y/o toxina AB5 ”.

7. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacion 6, donde el componente (II) se selecciona del grupo que

consiste en “toxina de Adenilato ciclasa, toxina de Antrax, toxina de Antrax (EF), toxina de Antrax (LF), toxina Bo-
tulinum, toxina de Célera (CT, Ctx), subunidad B de toxina de Célera (CTB, CtxB), toxina de Difteria (DT, Dtx),
toxina LT de E. coli, enterotoxina labil al calor de E. coli (LT), subunidad B de la enterotoxina labil al calor de E.
coli (LTB), toxina ST de E. coli, enterotoxina estable al calor de E. coli (ST), toxina Eritrogénica, toxina Exfolia-
tina, Exotoxina A, enterotoxina de Perfringens, toxina de Pertussis (PT, Ptx), toxina Shiga (ST, Stx), subunidad B
de toxina Shiga (STB, StxB), toxina de tipo Shiga, enterotoxinas de Staphylococcus, toxina del Tétanos (TT), to-
xina del Sindrome de choque téxico (TSST-1), toxina Vero (VT), Toxina A (TA) y Toxina B (TB) de Clostridium
difficile, Toxina Letal (LT) y Toxina Hemorragica (HT) de Clostridium sordellii, Toxina alfa (AT) de Clostridium
novyi’.
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8. El microorganismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el componente (I) y el
componente (II) se conectan entre si para permitir la expresion y/o secrecién de una proteina de fusién codificada por
ambos componentes.

9. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacién 8, donde la proteina de fusién se selecciona del grupo que
consiste en “CtxB-PSA, CtxB-B-Raf V600E KD, dominio quinasa CtxB-B-Raf V600E, dominio quinasa CtxB-B-Raf
V600E KD, CtxB-B-Raf, CtxB-B-Raf KD, dominio quinasa CtxB B-Raf KD, CtxB-HA1, CtxB-HA12C”.

10. El microorganismo de acuerdo con cualquiera las reivindicaciones 1 a 9, donde el componente (III) a) se selec-
ciona del grupo que consiste en “sistema de secrecién de tipo I, sistema de secrecién de tipo II, sistema de secrecién
de tipo III, sistema de secrecion de tipo IV, sistema de secrecion de tipo V, sistema de transporte de hemolisina (sefial)
de Escherichia coli (secuencias de nucleétidos que contienen HlyA, HlyB y HlyD bajo el control de del promotor
especifico de hly), sistema de transporte de hemolisina (sefial) de Escherichia coli (secuencias de nucleétidos que
contienen HlyA, HlyB y HlyD bajo el control de un promotor bacteriano no especifico hly), sefial de transporte para
la proteina de la capa S (Rsa A) de Caulobacter crescentus, sefial de transporte para la proteina TolC de Escherichia
coli, sefial de secrecién Vtgss y/o sefiales de secrecion derivadas de de listeriolisina, p60 y/o ActA”

y

donde el componente (IIT) b) se selecciona del grupo que consiste en “endolisinas, proteina litica de bacterias
gram-positivas, proteina litica de Listeria monocytogenes, PLY551 de Listeria monocytogenes y/o holina de Listeria
monocytogenes”.

11. El microorganismo de acuerdo con la reivindicacién 10, donde el componente (III) a) es al menos una se-
cuencia de nucleétidos que codifica solamente un sistema de transporte, que permite la expresion concomitante de
los productos de expresion del componente (I) y el componente (II) sobre la superficie externa del microorganismo
y/o permite la secrecién concomitante de los productos de expresion del componente (I) y el componente (II), donde
semejante componente (III) a) es preferiblemente al menos una secuencia de nucleétidos que codifica el sistema de
transporte de hemolisina (sefial) de Escherichia coli (secuencias de nucleétidos que contienen HlyA, HlyB y HlyD
bajo el control del promotor especifico de hly) o el sistema de transporte de hemolisina (sefial) de Escherichia coli
(secuencias de nucledtidos que contienen HlyA, HlyB y HlyD bajo el control de un promotor bacteriano no especifico
de hly).

12. El microorganismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde de acuerdo con el compo-
nente (III) a) los productos de expresion del componente (I) y el componente (II) son secretados.

13. El microorganismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde

el componente (I) se selecciona del grupo que consiste en B-Raf V60OE, dominio quinasa B-Raf V600E, B-Raf
V600E KD, dominio quinasa B-Raf V600OE KD, B-Raf KD, dominio quinasa B-Raf, dominio quinasa B-Raf KD, an-
tigeno especifico de prostata (PSA), hemaglutinina HA1 (preferiblemente de virus Influenza A (A/Thailand/1 (KAN-
1)2004(H5N1), hemaglutinina HA12 (preferiblemente de virus Influenza A (A/Thailand/1 (KAN-1)2004(H5N1), he-
maglutinina HA12C (preferiblemente de virus Influenza A (A/Thailand/1 (KAN-1)2004(H5N1);

el componente (II) se selecciona del grupo que consiste en la “subunidad B de toxina del Célera (CTB, CtxB),
subunidad B de enterotoxina labil al calor de E. coli (LTB), toxina del tétanos (TT)”;

el componente (III) a) se selecciona del grupo que consiste en la “sefial de transporte de hemolisina HlyA de
Escherichia coli junto con componentes del sistema de secrecion de Hly (secuencias de nucledtidos que contienen
HlyA, HlyB y HlyD bajo el control del promotor especifico de hly)”;

el componente (IV) se selecciona del grupo que consiste en “el promotor endégeno del locus hly de E. coli”;

donde el componente (I) y el componente (II) se conectan entre si para permitir la expresién de una proteina de
fusién codificada por ambos componentes y donde la proteina de fusion es secretada.

14. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un microorganismo, preferiblemente al menos un
microorganismo liofilizado, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 y un portador farmacéuticamente
aceptable, preferiblemente cépsulas.

15. Un medicamento que comprende al menos un microorganismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a 13 o al menos una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 14.

16. El uso de un microorganismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 para la produccion de
un medicamento para el tratamiento y/o la profilaxis de estados fisiologicos y/o patofisioldgicos seleccionados del
grupo que consiste en “division celular incontrolada, tumores malignos, tumores benignos, tumores s6lidos, sarcomas,
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carcinomas, trastornos hiperproliferativos, carcinoides, sarcomas de Ewing, sarcomas de Kaposi, tumores cerebrales,
tumores que se originan en el cerebro y/o el sistema nervioso y/o las meninges, gliomas, neuroblastomas, cincer de
estdmago, cancer de riiidn, carcinomas de células renales, cancer de prostata, carcinomas de prostata, tumores de tejido
conectivo, sarcomas de tejidos blandos, tumores de pancreas, tumores de higado, tumores de cabeza, tumores de cuello,
céncer esofagico, cancer de tiroides, osteosarcomas, retinoblastomas, timoma, cancer testicular, cadncer de pulmoén,
carcinomas bronquiales, cdncer de mama, carcinomas de mama, cancer intestinal, tumores colorrectales, carcinomas
de colon, carcinomas de recto, tumores ginecoldgicos, tumores de ovario/tumores ovdricos, cadncer uterino, cancer
cervical, carcinomas de cérvix, cdncer del cuerpo del ttero, carcinomas del corpus, carcinomas endometriales, cancer
de vejiga urinaria, cancer de vejiga, cancer de piel, basaliomas, espinaliomas, melanomas, melanomas intraoculares,
leucemia, leucemia crénica, leucemia aguda, linfomas, infeccion, infeccion viral o bacteriana, influenza, inflamacién
croénica, rechazo de érganos y/o enfermedades autoinmunitarias”.

17. Un pldsmido o vector de expresién que comprende los componentes (I) a (IV) de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 13.

18. Un procedimiento para la produccién de un microorganismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1 a 13, donde se produce un pldsmido o vector de expresién de acuerdo con la reivindicacién 17, y se transforma un
microorganismo con este pldsmido o vector de expresion.

19. Un kit farmacéutico que comprende al menos un microorganismo de acuerdo con cualquiera de las reivindica-

ciones 1 a 13 o una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 14 o un medicamento de acuerdo con
la reivindicacién 15 y un tampdn farmacoldgicamente aceptable, preferiblemente un tampén carbonato.
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Figural

hlyA:
ATGCCAACRATAACCACTGCACARATTAAAAGCACACTGCAGTCTIGCAAAGCAATCCGCT
GCARATAARTTGCACTCAGCAGGACARAGCACGAAAGATGCATTAGCCTATGGAAGTCAG
GGTGATCTTAATCCATTAATTAATGARATCAGCAAAATCATTICAGCTGCAGGTAGCTTC
GATGTTAAAGAGGRAARGARCTGCAGCTICTITATTGCAGTTGTCCGGTAATGCCAGTGAT
TITICATATGGARCGGAACTCAATAACCCTGACCACATCAGCATAA
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Figura 2

hlyB:

ATGGATTCTTGTCATAARAT TGATTATGGGTTATACGCCCTGGAGATTITAGCCCARTAL
CATAACGTCTCTIGTTAACCCGGAAGARATTARACATAGAT T TGATACAGACGGGACAGGT
CTGGGATTARCGTCATGGTTGCTIGCTGCGAARTCTT TAGAACTARAGGTAAAACAGGTA
AABRAAARCAATTGATCGATTARACTITATTITTICTGCCCGCATTAGTCTGGAGAGAGGAT
GGACGICATTTTATICTGACTAAARTCAGCARAGAAGTAAACAGATATCTTATTITIGAT
TTGGAGCAGCGARRTCCCCGIGTTCTCGARCAGTCTGAGT TTGAGGCGTTATATCAGGGG
CATATTATTCTIATTACTICCCGTICTICTGTTACCGGGARACTGGCARAATTIGACTTT
ACCTGGTTIATICCTGCCAT TATARAATACAGGAGARTATTTAT TGAAACCCTIGITGTA
TCIGTITTTTTACART TATTTGCAT TAATARCCCCCCTTTTTTYTCAGGTGGTTATGGAC
AAAGTATTAGTGCACAGGGEGITTTCARCCCTTARTGT TAT TACTGTIGCCTIATCIGTT
GTAGIGGIGTTIGAGAT TATACTCAGCGGTT TARGAACTTACATTTTIGCACATAGTACA
AGTCGGATTGATGTIGAGT TGGGTEGCCARACTCTTCCGGEATTTACTGECGCTACLGATC
TCTTATTITGAGAGTCGTCGTGT TEGTGATACTGT TGCGAGGGTAAGAGART TAGACCAG
ATCCGTAATTTTCTGACAGGACAGGCATTAACATCTGITTTGGACTTATTATITTCACTC
ATATTTTITGCGGTAATGTGGTATTACAGCCCARAGCITACTCTGGTGATCTIATITICG
CTGCCTTGTTATGCTGCATGGTCTGTTTTTATFAGCCCCAT TIIGCGACGTCGCCTTGAT
GATAAGT TTTCACGGAATGCGOATARTCAATC T TCCTGGTGGAATCAGTAACGGCGATT
AACACTATAAARAGCTATGGCAGTCTCACCTCAGATGACGAACATATGGEACEAACAATTG
GCAGGATATGITGCTGCAGGCTTTARAGTGACAGTATTAGCARCCATIGGTCARCAAGGA
ATACAGTTAATACAARRAGACTGITATGATCATCAACCTATGGT TGGGAGCACACCTGGTT
ATTICCGGGGATTTARGTAT TGGTCAGTTAAT TGCT TTTAATATGCTIGCTGGTCAGATT
GTTGCACCGGTTATTCGCCT TGCACARATCTGGCAGGATTTCCAGCAGETIGGTATATCA
GITACCCGCCTIGGTGATGTGCTTAACTCTCCAACTGAAAGT TATCATGGGAAACTGACE
TTGCCGGAAARTTAATGGIGATATCACTTTTCGTARTATCCGGTTICGCTATARACCTGAT
TCTCCGGTTATTTTGGACAATATCAATCT TAGTATTAAGCAGGGGGAGETTATTGGTATT
GTCGGACGT TCTGGTICAGGARAARGCACATTAACTARATTAATTCAACGTTITTATATT
CCTGAARATGGCCAGETATTARTIGATGGACATGATCTTGCGI TGGCCGATCCTAASTGG
TTACGTCOTCAGGTGGGGG T TGTGTTGCAGGACAATGIGCTGCT TARTCGCAGTATTATT
GATAATATTTCACTGGCTAATCCIGGCATGTCCGTCGARARAGT TATTTATGCAGCGAAR
TTAGCAGGTGCTCATGATITTAT T TCTGARTTGCGTGAGGGGTATARCACCATIGTCGGE
GAACAGGGGGCAGGAT TATCCGGAGGTCARCGT CAACGCATCGCAATTGCARGGGCGCTG
GTGARCAACCCTARRATACTCATTTITGATGAAGCAACCAGTGCTCTGGAT TATGAGTICG
GAGCATGTCATCATGCGCARTATGCACAARRATATGTAAGGGCAGRACGGTITATAATCATT
GCTCATCGTCTGTCTACAGTAAAARATGCAGACCGCAT TATIGTCATGGARARAGGGRAR
ATTGITGAACAGGGTAAACATAAGGAGCTGCTTTCTGARCCGGAAAGTTTATACAGTTAC
TTATATCAGTTACAGTCAGACTAA
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Figura 3

hiyD:
ATGARBACATGGITAATGGGGITCAGCGAGTTCCIGTITIGCGCTATAAACTIGTCTGGAGT
GARACATGGAAAATCCGGAAGCAATTAGATACTCCGETACGTCAAAAGCGACGAAAATGAR
TTCTTACCCGCTCATCTIGGAATTAATTGAAACGCCAGTATCCAGACGECCGCGTICTGGTT
GCTTATTTTATTATIGGGGTTICTGGTIATTIGCTTITATTITTATCTIGTITITAGGCCAAGTG
GAAATTIGTIIGCCACTGCAAATGGGAAATTARCACACAGTGGGCGTAGTAAAGAAATTAAA
CCTATTGAARAACTCAATAGTTAAAGAAATTATCGTAAARGARGGAGAGICAGTCCGGAAA
GGGGATGTGTTATTARAGCTTACAGCACTGGGAGCTGARAGCTCGATACGTTAARAACACAG
TCATCACTGTITACAGGCCAGGCTGGARCAAACTCGETATCAAATTCTGAGCAGGTCAATT
GAATTAARATAAACTACCTGAACTAAAGCTTICCTGATGAGCCTTATTITCAGAATGTATCT
GAAGAGGARAGTACTGCGIITAACTICTITTIGATARRAGAACAGTTTICCACATGGCAAARNT
CAGAAGTATCAAAAAGAACTGAATTTGGATARGARARAGAGCAGAGCGATTAACAGTACTT
GCCCGTATAAACCGTTATGAAAATTTATCAAGEGTTGAARAARAGCCGTICTGGATGATTTIC
AGTAGTITATTGCATAAACAGGCAATTGCAARACATECTGTACTITGAGCAGGAGAATARAA
TATGTCGAAGCAGTAAATGAATTACGAGTTTATARATCACARCTGGAGCARATTIGAGAGT
GAGATATTGTCTGCAARAGARAGAATATCAGCTIGTITACGCAGCTTTITTAAAAATGAAATT
TT2.CATAAGCTAAGACRARCCACAGACAACATTIGGRTTATIAACTCTGGAATTAGCGARA
AATGAAGAGCGTICAACAGGCTTCAGTAATCAGGGCCCCAGTTTCGGTARAAGTTCAGCAA
CTGAAGGTICATACTGAAGGTGGEGGTTGETTACAACAGCGGARRCACTGATGGTICATCGTT
CCGGRAGATGACACGCTIGGAGGTTACTGCTCTGCTACAAAATARAGATATIGGTTTTATT
AACGTCGGGCAGAATGCCATCATTARAGTGGAGGCATTITICCTIATACACGATATGGTTAT
CTGGTGGGTARGGTGAARAARTATAAATTTAGATGCAATAGAAGACCAGAGACTGGGACTT
GITITIAATIGTTATTATTITICTATIGAAGAGRATTIGTITCTCAACCGGAAATABRARACATT
CCATTAAGCTICGGGTATGGCAGTCACTGCAGARATARAGACAGGTATGCGAAGTGTAATC
AGTTATCTITCTTAGTCCTTTAGAAGAGTCAGTAACAGARAAGTTITACGTGAGCGTTAA
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Figura 4

PSA:
GTGGGAGGCTGGGAGTGCEAGAAGCATTICCCAACCCTGGCAGGTGCTTGTGGCCTCTCGT
GGCAGGGCAGTCTGCGGCGGTGTTCTGGCTGCACCCCCAGTGGGTCCTCACAGCTGCCCAL
TGCATCAGGAACAARAGCGCIGATCTIGCIGGCTCGGCACAGCCTGTTITCATCCTGAAGAC
ACAGGCCAGGTATTICAGGTCAGCCACAGCTTCCCACACCCGCTCTACGATATGAGCCTC
CTGAAGAATCGATTCCTCAGGCCAGGTGATGACTCCAGCCACGACCTCATGCTGCTCLGT
CTGICAGAGCETGCCGAGCTCACGGATGCTGTGAARGGTCATGGACCTGCCCACCCAGGAG
CCAGCACTGGGGACCACCTGUTACGCCTICAGGCTGEGECAGCATTGAACCAGAGGAGTTC
TTGACCCCAAAGARACTTICAGTGTGTGCGRACCTCCATGITATTICCAATGACGTGIGTIGCG
CAAGTTCACCCTCAGRAGGTGACCAAGTTCATGCTIGTGTIGCTGGACGCIGGACAGEGGGC
AAARGCACCTGCTCGGBTGATTCTGGGEGECCCACTTIGTCTGTAATGGTGIGCTTCAAGGT
ATCACGTCATGGGGCAGTIGAACCATGIGCCCTGLCCCGARAGGCCTTCCCTGTACACCAAG
GIGGTGCATTACCGGAAGTGGATCAAGGACACCATCGTGGCCAACCCC
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Figura 5

CtxB:
CCTCARARTATTACTGATTIGTGTGCAGAATACCACARCACACAAATATATACGCTAAAT
GATAAGATATITICGTATACAGAATCTCTAGCTGGAAAAAGAGAGATGGCTATCATTACT
TTTAAGAATGGIGCARTTITICAAGTAGAAGTACCAGGTAGTCAACATATAGATTCACAA
AAABAAGCGATTGAAAGGATGAAGGATACCCTGAGGATTGCATATCTTACTGAAGCTARR
GICGAAAAGTTATGIGTATGGAATAATAABRACGCCTCATGCGATIGCCGCA
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Figura 6

B~Raf KD:
GATGATTGGGAGATTICCTGATGGGCAGATIACAGTGGGACAAAGARAGGGARAGTGGCAT
GGTIGATGTIGGCAGTGAARATGTTGAATGTGACAGCACCTACACCTCAGCAGTTACARGCC
TTCAAAAATGAAGTAGGAGTACTCAGGAAAACACGRCATGTGAATATCCTACTCTTICATG
GGCTATTCCACAAAGCCACAACTGGCTATIGTTACCCAGTGGTGTGAGGGCTCCAGCTTG
TATCACCATCICCATATCATTGAGACCAAATTTGAGATGATCAAACTTATAGATATTIGCA
CGACAGACTGCACAGGGCATGGAT TACTTACACGCCARGTCAATCATCCACAGAGACCTC
AAGAGTAATAATATATITCTITCATGAAGACCTCACAGTARARATAGGIGATTITGGTCTA
GCTACAGAGAAATCTICGATGGAGTGGGTCCCATCAGT TTGAACAGTTGTCTGGATCCATT
TTIGTGGATGGCACCAGAAGTCATCAGAATGCAAGATAARRATCCATACAGCTTTCAGTCA
GATGTATATGCATTTGGGATTGTTCTGTATGAATTGATGACTGGACAGTTACCTTATTCA
AACATCAACAACAGGGACCAGATAATTTITATGGIGGGACGAGGATACCTGTCTCCAGAT
CTCAGTAAGGTACGGAGTAACTGTCCAARAGCCATGAAGACGATTAATGGCAGAGTGCCIC
ARAAAGAAAAGAGATGAGAGACCACTCTTTCCCCAARTTCTCGCCICTATTIGAGCTGCTG
GCCCGCTCATTGCCARAAATTCACCGCAGTGCATCAGAACCCTCCTTGAATCGGGCTGET
TTCCAAACAGAGGATTTTAGLCTATATGCTTGTGCTTCTCCABAAACACCCATCCAGGCA
GGGGGATATGGTGCGTTTCCTGTCCAC
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Figura 7

B-~Raf VE00E:
CGATYTTGGCCTGGCGACCGARARAGCGGGCGATITTGGCCTGGCGACCGAARRAAGCGGEL
GATTTTGGCCTGGCGACCGARARAAGCGGGGEL
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Figura 8

Ctx - PSA - HlyA:
ATGCCAACAATAACCACTGCACAARTTARAAGCACACTGCAGTICTGCAARGCAATCCGCT
GCAAATAAATTGCACTCAGCAGGACAAAGCACGAAAG&TGCATCACCTCAAAATATTACT
GATTTGTGTGCAGAATACCACAACACACRAATAIAZACGCEARRIGATAAGAT&ITTTCG
TATACAGAATCTCIAGCTIGGAARARGAGAGATGCCTATCATTACTTTTAAGAATGGTGCA
ATTTITCAAGTAGRAGTACCAGGTAGTCAACATATAGATTCACARAARARAAGCGATTGAA
AGGATGAAGGATACCCTIGAGGATTGCATATCTTACTIGAAGCTARAGTCGARRAGTTATGT
GTATGGAATAATAAAACGCCTCATGCGAT TGCCGCAATGCCCETIGGGAGGCTGGGAGTGC
GAGAAGCATTCCCAACCCTGECAGGTGCTIGTGGUCTCTCGTGGUAGGECAGTCIGCGGT
GETGTTCTGGTGCACCCCCAGIGGGICCTCACAGCTGCCCACIGCATCAGGAACARARGT
GTGATCTIGCTGGGICGGCACAGLCTGTTICATCCTIGARGACACAGGCCAGGTATTITICAG
GTCAGCCACAGCTTCCCACACCCGCTCTACGATATGAGCCICCTIGAAGRATCGATTICCTIC
AGGCCAGGTBATGACTCCAGCCACGACCTCATGCTGCTCCGCCTGTCAGAGCCTGCCGRAG
CTCACGGATGCTGTGAAGGTCATGGACCTGCCCACCCAGGAGCCAGCACTGGGGACCACC
TGCTACGCCTCAGGCTGEGECAGCATTEAACCAGAGGAGTICTTGACCCCARAGAAACTT
CAGTGTGTGGACCTCCATGTTATTICCARTGACGTGTGTGCGCARGTTCACCCTCAGAAG
GTGACCAAGTTCATGCTGTGTGCTGGACGCTGEACAGEGCGCARAAGCACCTGCTCGGET
GATTCTGGGEGCCCACTTGTCTGTARTGGTGTGCTICARGGTATCACGICATGGEGGLAGT
GAACCATGTGCCCTGECCCGARAGGCCTTCCCTGTACACCAAGGTGGTGCATTACCGGAAG
TGGATCAAGGACACCATCGTGGCCARCCCCOGGCATGCATTAGCCTATGGARAGTICAGGGT
GATCTTAATCCATTAATTAATGARATCAGCAARATCATITCAGCTGCAGGTAGCTICGAT
GTTAAAGAGGARAGAACTGCAGCTTCTITATTGCAGTIGYCCGGTAATGCCAGTGATITT
TCATATGGACGGAACTCAATAACCCTGACCACATCAGCATAA
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Figura 9

Cix - epitopo B-Raf VBOOE - HlyA:
ATGACRACAATARCCACTGCCACAAATTARAAGCACACTGCAGTICTGCAAAGCAATCLGLT
GCAAATAAATTGCACTCAGCAGGACAARGCACGAAAGATGCATCACCTCAARATATTIACT
GATTTGTGTGCAGAATACCACAACACACAAATACATACGCTAAATGATAAGATATTITICG
TATACAGAATCTCTAGCTGGAAARAGAGAGATGGCTATCATTACTTTTAAGRAATGGTGCA
ACTTTTCAAGTAGAAGTACCAGGTAGTCAACATATAGATTCACAAAARAAAAGCGATTGRA
AGGATGAARGGATACCCIGAGGATTIGCATATCTTACTGAAGCTARAGTCGAAAAGT TATGT
GTATGGARATAATAARACGCCTCATGCGATTGCCGCAATGCCCGGCGATTTTIGGCCIGGCG
ACCGARRARAGCGGGCGATTITTGECCTGGCGACCCGARRAAGCGGGCCGATTTIGGCCTIGGCG
ACCGAAAAAGCGGGGCATIGCATTAGCCTATGCAAGTCAGGGTGATCTTAATCCATTAATT
AATGAAATCAGCAAARTCATITCAGCTGCAGGTAGCTICGATGTI TARAGAGGAAAGAACT
GCAGCTTCITTATTGCAGTTGICCGETAATGCCAGTGATTITTITCATATCGGACGGAACTCA
ATAACCCTGACCACATCAGCATAA
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Figura 10

Ctx - BRAF KD - HlyA:

ATGCCAACAARTRACCACTGCACAAATTAAARAGCACACTGCAGTCTGCARAGCAATCCGCT
GCARATAAATTGCACTCAGCAGGACABAGCACGAARGATGCATCACCTCAAAATATTACT
GATTIGTGTGCAGAATACCACAACACACARATATATACGCTAAATGATAAGATATTTTICG
TATACAGAATCTCTAGCTGGAARRAGAGAGATGGCTATCATTACTI TTAAGAATGGTGCA
ATTTTTCAAGTAGAAGTACCAGGTAGTCAACATATAGATICACARAARARAAGCGATTGAA
AGGATGAAGGATACCCTGAGGATTGCATATCTTACTGAAGCTAAAGTCGARAAGT TATGT
GTATGGAATAATARAACGCCTCATGCGAT TGCCGCARTGCCCGATGATTGGGAGATTICET
GATGGGCAGATTACAGTGGGACAAAGARAGGGRAAGTGGCATGGTGATGTGGCAGTGARA
ATGTTGAATGTIGACAGCACCTACACCTICAGCAGTTACAAGCCTTCAAAAATGAAGTAGGA
‘GTACTCAGGAAARACACGACATGTGAATATCCTACTCTTCATGGGCTATTCCACAAAGCCA
CAACTGGCTATTGTTACCCAGTGGIGTGAGGGCTCCAGCTIGTATCACCATCTCCATATC
ATTGAGACCAAATITGAGATGATCARACTTATAGATAT TGCACGACAGACTGCACAGGGC
ATGGATTACTTACACGCCARGICAARTCATCCACAGAGACCTCAAGAGTAATAATATATTT
CTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATITTGGICTAGCTACAGAGAAATCTCGA
TGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTIGTCTGGATCCATTTTGTGGATGGCACCAGAR
GICATCAGAATGCAAGATAABAATCCATACAGCTITCAGTCAGATGTATATGCATTIGGG
ATTGITCIGTATGAATTGATGACTGGACAGT TACCTTATTICARACATCAACAACAGGGAC
CAGATAATTITTATGGTIGGGACGAGGATACCTGTCTCCAGATCICAGTARGGTACGGAGT
AACTGTCCAAAAGCCATGAAGAGATTAATGGCAGAGTGCCTCARAARGARARGAGATGAG
AGACCACTCTITCCCCAAATTCTCGCCTCTATTGAGCTGCTGGCCCGCTCATTGCCARRR
ATTCACCGCAGTGCATCAGAACCCTCCTTGAATCGGGCTGGTT TCCAAACAGAGGATTTT
AGICTATATGCTTGIGCTTCTCCARAAACACCCATCCAGGCAGGGGGATATGGTGCGTTT
CCTGTCCACGGGCATGCATTAGCCTATGGAAGTCAGGGTGATCTTAATCCATTAATTAAT
GARATCAGCAAAATCATTTCAGCTGCAGGTAGCTTCGATGT TAARGAGGAARGEACTGCA
GCTTCTTTATIGCAGITGTCCGGTAATGCCAGTGATTITICATATGGACGGARCTCAATA
ACCCTGACCACATCAGCATAAR
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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igura 15
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Figura 16

CtxB-HA12¢-HIyA:

ATGACARCAATAACCACTGCACARATTAAAARGCACACTGCAGTCTGCARAGCARTCCGCT
GCAAATARATTGCRACTCAGCAGGACAARGCACGAAAGATGCATCACCTICARAATATTACT
GATTTGTGTGCAGRATACCACAACACACAAATACATACGCTARATGATAAGATATTTICG
TATACAGRATCTCTAGCTGGABAAAGAGAGATGGCTATCATTACTTTTAAGAATGGTGCA
ACTTITCAAGTAGAAGTACCAGGTAGTCAACATATAGAT ICACAAAAARRAGCGATTGAA
AGGATGRAGGATACCCTGAGGATTGCATATCTTACTGAAGCTAAAGTCGARAAGT TATGT
GTATGGAATAATAAAACGCCTCATGCGAT TGCCGCAATGCCCATCTGTCARATGGAGARA
ATAGTGCTICTTTTTGCARTAGTCAGTCTTGT TARAAGTGATCAGATTTGCATTIGGTITAC
CATGCAARCAACTCGACAGAGCAGGT TGACACARTAATGGARARGARCGT TACTGITACA
CATGCCCAAGACATACTGGAAARGACACACAACGGGAAGCTCIGCGATCTAGATGGAGTG
AAGCCTCTAATTTTGAGAGAT TGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGARRCCCARTGTGT
GACGAATTCATCAATGTGCCGGRATGGTCCTACATAGTGGAGAAGGCCARTCCAGTCAAT
GACCTCTGITACCCAGGGGATTTCAATGACTATGARGAATTGAAACACCTATTGAGCAGA
ATAAACCATTTTGAGARAATTCAGATCATCCCCARRAGTITCTIGGTCCAGTCATGRARGCC
TCATTAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCAGAGARAGTCCTCCTTITTCAGARRTGTG
GTATGGCTTATCAAARAGRACAGTACATACCCAACAATARAGAGGAGCTACAATARTACC
AACCARGARGATCTTTTGGTACTGIGGGGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGAGCAG
ACRAAGCTCTATCAAAACCCARCCACCTATATTTCCGTIGGGACATCARCACTARRCCAG
AGATTGGTACCAAGAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCARAGTGERAGGATGGAG
TTCTTCTGGACAATT TTAAAACCGRAATGATGCARTCAARCTTCCAGAGTAATGGARATTTC
ATTGCTCCAGAATATGCATACARAAT TGTCAAGAAAGGGGACTCAACAAT TATGARAAGT
GRATTGGAATATGGTAACTGCAACACCARGTGTCARACTCCAATGGGGGCGATARACTCT
AGTATGCCATTCCACAATATACACCCTCTCACCATCGGGGARTGCCCCARATATGTGARA
TCARACAGATTAGTCCTIGCGACTGGECTCAGARATAGCCCTCARAGAGAGAGAAGAAGA
AARRAGAGAGGATTATTTGGAGCTATAGCAGGTTT TATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATG
'GTAGATGGTTGGTATGGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGAC
AARGAATCCACTCAARAGGCARATAGATGGAGTCACCAATAAGGICARCTICGATICATIGAC
ARAATGAACACTCAGTTIGAGGCCGTTGGAAGGGAAT TTAACAACTTAGRAAGGAGAATA
GAGARTTTAAACARGAAGATGGRAGACGGGTTCCTAGATGTCTGGACT TATAATGCTGAA
CTTCTGGTTCICATGGAARATGAGAGARCTCTAGACTITCATGACTCARATGTCARGAAC
CTTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAATGCAAAGGAACTGGETAACGGTTGT
TICGAGTTCTATCATARATGTGATAATGAATGTATGGAAAGTGTAAGARACGGAACGTAT
GACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGRCTAAARAGAGAGGARATAAGTGGAGTAGGS
CATGCATTAGCCTATGGAAGTCAGGGTGATCTTAATCCATTAATTARTGARATCAGCARR
ATCATTTCAGCTGCAGGTAGCTTCGATGT TAAAGAGGARAGAACTGCAGCTICTTTATTG
CAGTTGTCCGGTAATGCCAGTGATTITICATATGGACGGARCTCAATAACCCTGACCACA

56



ES 2347019 T3

ARG

57




ES 2347019 T3

Figura 18

Vector pMKhly1 (secuencia completa):

LOCUS pMO Kan 12672 pb ADN CIRCULAR SIN

DEFINICION pMO Kan vector de secrecidn

CLAVES pMO Kan

ACCESO

FUENTE
ORGANISMO

Desconocida
Desconocido
No clasificado
REFERENCIA 1 {(bases 1a 12672)
AUTORES Elmismo
PUBLICACION No publicado

13-NOC-2006

RASGOS
cDs

CDS
CbSs

CDS

cDS

CcDs

RECUENTO BASES

ORIGEN

61
1z1

1817

241
301
361
421
481
341
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

GAATTCCAAG
CATTIGIGTG
ATAGATATGC
GTGGICTCTG
GTACGTTAAG
GTTAICGCTT
ARTTICCIGA
CARARRAATAG
GGTCCCGGTT
GAAACATTGT
AMAATTGGTC
TGCGIGGTGE
CCAGRCAACC
TTGGAGRACA
ARAAGATCGC
GGCAACATGG
GICTTACTGC
TGAAGCAGAT
TTARAGAAGC
CCGGGGATGG
CGICATICTIC
TACGGAIGTG
TCGGGTATGG
CARATGIGIT
ACCGCCATCG
GIGCTCTGAL

Localizacion/Clasificador
2503..3015

/gen = "HiyC"
3027..3128

fgen = "bhiyA nier”
3129..3311

fgen = "FhiyA"
fproducio = "hiyA""
3383..5508

/gen = "hiyB"
fproducto = "hiyB"
5525..6961

fgen = "hiyD"
fproducto = "hiyD"
complemento (11029..11823)
/gen = "KM-Res"

CGAAGTCCAT
GTARTGGGAT
CCACIGCATT
GITIGATTTIA
TGTATTATIT
ITAAGTIGTT
RAATGCTGTA

TCTIGCCETA
TACGGGTAGT

CGGAGTIGGA
CTCATATTTT
CATCATGCTT
AATATCLCTY
GRTGATTGAT
TATCGITCAG
TGTGGCAGEC
TGTGGCTGCC
TAARGAGCTC
CGTIGAATAT
GGAGTAAGCT
AGACGRACCG
CTICGCCGTA
GCGCTGCTTC
TACCGGATCA
AAACGGGCAC
GGGTTIGAGT

COCCCTECET
AGARRGGAAT
GAATACTTAC
TTTGITATIC
AACCAGTITC
GCTCTITGCGC
TAGCGCGEGR
CAATAATTTT
TTCCGGARGSE
TGGAATTAAG
AGAGTATGAT
TATGAGATAA
ATTITAAGTGA
GTCTTAGGAT
CAGAGCTITG
AGCCAGCTAT
GGAGAACAGG
CAGCGCCTIGC
GGGCGAGCAA
TCGTCAGCCS
ATGACTGGAR
TACATCATGT
GCAGACARAAC
TGIGCCAGAA
ATACCGGCAG
TCCGCTGIGA

58

3420a 283Z2c 3005g 3325t%

CTTGATTACA
GGATAGAAAR
AGGGCATTAT
ARGGGEGCTS
GATGCGTAAC
TATCGCGTTT
GTGCACCTTA
CCATATCCAA
GCGGTRAGCAT
TCATGGCTAT
TGCATATTCA
ACAATCCTGG
TAGTCTTRAT
CGGAGARACG
ARCCGGGAAT
TTCICIGGCG
TCGTTCCTGE
TCGGCARAAR
ARBAGTGGAT
TTGICICCGG
GGACGGCCGE
TATCGGAGAG
AGAACTTGAT
TGCGCTIGTIG
AGTGGCIGTG
TAACGGAGAR

AGGGTGATAA
AGAACARAAT
TTTATIALCY
TITGGAGATIC
AGATTGATIT
AGGTTATCCG
TAGCTGTAGG
ACTCACTCCT
GCTGATICAA
AGCATTIGGG
CTAATATTIT
TAGACTAGCC
ACTAGTITIT
CAGACGGCGT
GACGGEICTICC
CAAGCAATAC
CTCTIGAACTT
RACGATGGAR
AGCGCRCGCG
GCTBTICGCGIG
CGCAGCCGTC
CTGCCCACAT
GGIAIGCCTG
CTTGAGCGAR
AARGRAAGTA
AAACTGCGGG

TTATTATICG
TAGTATAGCA
TTARATIGAA
GGAARATTCT
TGCGTCAGCG
ATTARAAGTCA
TAAGTATGIT
TCARGATICT
ACTGCAAGAT
CGTGCATAAC
TACTTTCTGA
CCCIGAATCT
AGACTAGTCA
ACTACACAGG
CTTGTTGCCC
CRGGAGGGAA
GCTGCCGCCA
ARTGRACICC
CCCTIATIGC
CGCAGTTGCA
ACACGGATGA
ATGGTIATCG
CGATCAATGC
ARCCCGCTGT
ATCAGCGAIG
TCACGTTCGE



1561
1621
1681
1741
1BG1
1861
19z1
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2841
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
ig41
3601
3%61
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
14921

GCTGGACTGE
TGARACAGTA
GGCGTCTCCA
TCAGTICGCC
TAACGGAATA
CRAACCRGAC
ATGGCATCCG
CAGTRATGGS
TATCTGGAAT
GACAARRTCA
ATAGGCGETIA
TCTTAATGTA
AATAATTTIA
TTTTIGACTIC
CTTTTAATAT
CACARTATIT
TTAGAGATIC
CCAGIAICIT
TTAACCCGGG
GARATITAART
CGTAAATGGT
ATGCGAARAR
GTIGCTAARG
TTTARACAAT
TCATTAACTG
CACTGCAGIC
AAGATGCATT
BAATCATITIC
TGCAGTIGIC
CATCAGCATA
TGCTATTTTYT
CCIGGAGATT
BTTITGATACA
AGAACTARAG
CEGCATIAGIC
AARCAGATAT
GITTGBAEGCE
GARACTGGCA
ATTTATTGRA
TTTTTTCCAG
TATTACTGIT
TTACATTTTI
GCATTTACTG
GAGGGTRAGA
TTTGGACTTA
TACTCTGGIG
CATTTIGCGA
GGTGGRATCA
GARCATATGG
AGCARCCATT
ATGGITGGGA
TAATATGCTT
TTTCCAGCAG
AAGTTATCAT
COGGITICGE
GCAGGGGGASG
ATTAATICAA
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Figura 18 - continuacion

TGIGRICGIG
CAGGACGTCA
GIGGAGTGGC
AGGATGTTGG
ACAGAGAGCT
GGGITARCGE
CATAGTGCGC
TTAAGTGATA
TTGACGAAGT
GATALAGAAG
CCARARTTIC
ABATARBAGA
TATAGATETT
TIGCTITTTA
TAATGCGAGT
AATCATARTAAR
TTGGGCATGT
TGTITGCAAT
ATGATTACCC
ATCTTAATGA
TCATIGACTIG
AATICCCTGA
TATCAGARTT
ATCACCACGA
GTTAAGAGGT
TECARAGLRA
AGCCTATGGA
AGCIGCAGGT
CGGTIBATGCC
ATATATTARAT
TTTGGAGTICA
TTABNCCAAT
GACGGGACAG
GTARRAACAGS
TGGAGAGAGS
CTTATITITG
TTATATCAGG
ARATTTIGACT
ACCCTIGITG
GTGGETITAIGG
GCATTATCIG
GCACATAGTA
GCGOTACCGA
GAATTAGACC
TTATTTIICAC
ATCTTIATTTT
CGTCGCCTITG
GTARCGGCEA
GRCARACAAT
GBGTCAACRAG
GCACACCTIGG
GCTGGICAGA
GTTGGTATAT
GGGARACTGA
TATRAACCIG
GTTATIGGTA
CGTTTITATA

AGGCACIGCA
TGCTGGGAGC
TGACGGATAA
GACTTGRACC
TCCTGARAAC
CAGCAAAGAD
TGGGTTATCG
ACAGGTATCT
GTIGATAACIG
AGTAGTICAA
TTIGGARACTG
CACCAGTTCT
GTACARAGRA
TAGTTATTAT
TATGACATTA
TTTAAGTIGT
ATCCTGGCTA
ABATGTATIA
TGTCGCGTAT
TGITACCTCA
GATTGCTILCT
TGAACTATIC
TCATGGAGGT
GTTAATAALT
RATTIABRTGC
TCCGCTIGCRAR
AGICAGGGIG
AGCTITCGAIS
AGTGATTIIT
ITAARTGATA
TAATGGATTC
ACCATARCGET
GICTGGGATT
TAAMRARAAC
ATGGRCGTCA
ATTTBGAGCA
GGCATATTAT
TTACCIGGIT
TATCTGTTITT
ACAAJGTATT
TTGTAGTGGT
CARGTCGGAT
TCTCTTATTT
AGATCCGTIAA
TCATATTITIIT
CGCTGCCTITG
ATGATAAGTT
TTAACACTAT
TGGCAGGATA
GRATACAGTT
TTATITCCGG
TTGTTGCACC
CAGTTACCCG
CATTGCCGGA
ATTCTCCGET
TTGTCGGACG
TICCTGAARA

59

CIGEGCGEIC
AGTGGARACGC
TGGTTCATGC
GAAGARCACG
GATARAGCGT
CCTIGCAGRG
CTCGCCACGG
GGARATATAG
GTATAGCCAG
ABRGACRACTC
ARCRAGRAMR

GTAGRATATG

CAGGAATGAG
TTTTAAGITA
ARCGGAAGAR
AGTGAGTITA
TGGEGCCAGTT
COCGCARATAC
TGIAGTIGGE
TTAGTTGCAG
TTCGGGGATA
AGRGCCATCA
AABATTIGATA
GABGTAAARA
CAACAATRACD
ATRAAATTGCA
ATCTIBAICC
TTARAGAGGR
CATRTGGRCG
GCAATICTTAC
TTGTICATAAA
CTCTGTTAAL
AACGTCATGE
AATTGRTCGA
TITTALTCIG
GCGRARTCCC
TCTTATTACT
TATTCCTGCC
TTTACARTTA
AGTGCACAGG
GTTIGAGATT
TGATGITGAG
TGRGAGTCGT
TITTCTIGACA
TGCBGIAATSG
TTATGCTGCA
TTCACGGAAT
ARRRAGCTAIG
TGTTGCTGCA
AATACAABAG
GGATTTARGY
GGTTATTCGC
CCTTGGTGAT
AATTARTGGT
TATTTIGGAC
TTCTGGTICA
TGGCCAGGTA

ACAACGGGTG
CGCTTITGGCA
TACCGGGCGA
GCAGTGCGGA
GATTACATAA
GCGTICGAGC
GAATATCTGC
GGGCRRATCC
ATTAATCTAA
GIGGACTICTC
TIGIATTIGT

CTTATTIGAAG

TAATIATTITA
GTCAGCGCAA
ACATAARGGC
TIATGARTAT
CTCCACIACA
AGGCTARCCH
CTAATTIARG
AAGACTGGRC
ACGGIGCCCT
GGETGGATCC
AACAGTTAGC
GCABAGTICAGA
CACTGCACAA
CTCAGCAGGA
ATTAATTAAT
AAGARCTGCA
GARCTCAATA
TGGGCIGTEC
ATTGATTAIG
CCGGAAGARAA
ITGCTIGCTG
ITAAACTITA

ACTARARTICA

CGTEITCTCG
ICCCGIICTT
BTTATARAAT
TTIGCATTAR
GGGTTTICRA
ATACTCAGCGE
TTGGGTGCCA
CGTGITGGIG
GGACAGGBCAT
TGGTATTACA
TGGTICTGTIT
GCGGATAATC
GCAGTICICAC
GGCTTTABAG
BCTIGITATGA
ATTGGTCAGT
CTTGCACARA
GIGCTITRACT
GATATCACTY
ARTATCARIC
GGAARAAGCA
TTAATTGATG

GCITCAACAG
GCGAGCTICC
ATGAARCACG
GICCGGAGAG
GIATCATGCC
ATTATAARCGA
GGCAGCGEGE
ACCTGGTCAT
ACCTTTGICT
ATTCAGAGAG
GTIAACTATAA
AGAGIGTAAT
TGCITGATIGT
TAARARCTTG
ATAITITIGC
AAACAAACCA
CRGRARCTGG
ATATGITITA
TTITAGARRAT
TTCAGGTGAT
GIACARATIARTY
CAARACTCAT
GAATAARATT
TTTTAATITT
ATTARBAGCA
CAABGCACGA
GAAATCAGCA
GCTICTITTAT
ACCCTGACCA
CACATAAGAT
GGTTATACGE
TTAAACATAG
CGRRATCTTT
TTTITCTGCL
GCARAGAAGT
RACAGICTGR
CIGITACCGG
ACAGGAGAAT
TAACCCCCCT
CCCITARIGT
GITTAAGRAC
AACICTICCG
ATACTGTIGC
TAACATCIGT
GCCCARAGCT
TTATTAGCCC
AATCTTTCCT
CTCAGATGAC
TGACAGIATY
TCATCAACCT
TAATTGCTTIT
TCTGGCRGGA
CICCAACTGA
TICGTARTAY
TTAGTATTAR
CATTAACTAR
GACATGATCT



4381
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
612t
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
1261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341

TGCETITGECT
GCTIGCTTAART
AAAAGTTATT
GGGGTATAAC
CATCGCAATT
CAGIGCICTIG
GGGCAGARACG
TATIGTCATG
ACCGGAAAGT
GAATATGAAA
GAGTIGAAACH
TGAARTTCTIA
GGTIGCITAT
AGTGGAAARTT
TARACCTIATT
GAARGGGGAT
ACAGTCATICA
AMRTTGAATTA
ATCTGAAGAG
AARTCAGARG
ACTTGCCCGT
TTTCAGTAGT
TAAATATGIC
GAGTGAGATA
AATTITAGAT
GAAAAATGAR
GCRACTGARAG
CGITCCGGAA
TATTAACGTIC
TTATCIGGTG
ACTTGETITIT
CATTCCATIA
AATCAGTTAT
AGITICAGAA
CATIGATCCG
CTCTCTCGAT
CTTGATGTTG
GTGGTCACAC
CGTCCTGARR
GGCATCAGTIC
GTCAGCGCCA
GTGGACTGAG
ACGGGGARAG
ACGITIIGCC
CATTTCACAG
ATCATGTTAA
CCACTGACGC
CATCGTIGGECC
CACCGATGGE
TATGGTGGECA
CCTTGCGGTE
GICGCATRAG
CCGGTIGGGLS
ACTCGIAGGA
GAGCGCGACG
AGCCITCGTC
CATGGCGGCC
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Figura 18 - continuacion

GATCCIAACT
CGCRGTATTA
TATGCAGCG2
ACCATIGTICG
GCRRGGGLCGC
GATTATGAGT
GTTATAAICA
GAARAAGGGA
TTATACAGTT
ACATGGTITAA
TGGAARRTCC
CCCGCTICATC
TTTATTATGG
GITGCCACTG
GAAAACTCAA
GIGITATIAA
CTIGTTACAGS
AATAAACTAC
GARAGTACIGC
TATCAARRAAG
ATARBCCGTT
TTATTGCATA
GAAGCAGTIAA
TTGICIGCAA
AAGCTRAGRC
GAGCGICARC
GTTCATIACTG
GATGACACGC
GGGCAGRATG
GGTAAGETGA
AATGTTATTA
AGCTCGGGETA
CTITCTTAGTC
GTCCAGTATT
GAAGCCAAGT
GACACCAGAA
GACTCCCTGA
TCTGCCATGT
AACCAGACGG
ACGGYITTIGGC
GTGATATAAG
GTCACACAGG
TECGCCGATA
GCCCCCATTIG
TTACACCCCA
ABRTAGCTCTA
GCCTGCGAAT
GGCATCACCG
GAARGATCGGG
GGCCCCBTGG
GCGCTGCTICA
GGAGAGCGTC
CGGGGCATGA
CAGGTGCCGG
ATGATCGGCC
ACTGGICCCG
GACGCGCTGG

GGTTACGICG
TTGATAATRT
AATTAGCAGG
GGGAACAGGG
TGGTGARC2A
CGGAGCATGT
TTIGCTCAICG
AAATTGITGA
ACTTATATCA
TGGEGGTTCAG
GGAAGCAATT
TGGAATTAAT
GGTTICTGGT
CABATGGGAA
TAGTTAAAGA
AGCTTACAGC
CCAGGCTGGEA
CIGAACTARA
GITTARCTIC
BACTGAATTYT
ATGARARTTT
AACAGGCAAT
ATGAATTACG
ARGAAGRATA
AAACARCAGA
AGGCTTCAGT
AMGGIGGGGET
TGGAGGITAC
CCATCRITAR
ARBATATAAR
TTTCTATTGA
TEGCAGTCAC
CTTTAGAAGA
TGCTGCTATA
CAARCRACAG
CAARTTGARAR
ACAGTICTICT
GTITAGGGTT
CAGACGBGGCT
CGGAGCARGA
ACGGTITAARCG
CCTGGCRGCA
ACAGTTTIACG
ICEGGAGTTG
CAGCTRCATIG
CACGGTTIGET
TATCCAGCAC
GCGCCACAGE
CTCGCCACTIT
CCGGGGGACT
ACGGCCTICAA
GACCGATGCC

CTATCETICGC”

CAGCGCTCTIG
TETCGCTTGC
CCACCARACG
GCTACGTCTT

60

TCAGGIGGGEE
TTCACTGGCT
CGCTCATGAT
GGCAGGATITA
CCCTAABATA
CAICATGCGC
TCTGTCTACA
ACAGGGTAAA
GTTACAGTCA
CGAGTTCCTG
AGATACTCCG
TGARAACGCCA
TATTGCTTITY
ATTAACACAC
BAATTATCGTA
ACTGGGAGCT
ACAARCTCGG
GCTITCCTGAT
TTTGATAAAA
GGATAAGARR
ATCAAGGGTT
TGCAARACAT
AGTTITATAAR
TCAGCTTGIT
CAACATTGGG
BATCAGGGCC
TGTTACAACA
TCCTICIGGTA
AGTGGAGGCA
TTTRGATGCA
AGAGAATTGT
TGCAGABATA
GTCAGIAACA
CGTIGCTGCGET
CGTGATGAGC
TACGTGAGCT
GEAATCGGGA
CATCACAGCA
GTATTACGTA
CGTATCACCA
GTTABRARTC
TTCCTCTTCE
GGCTGAAGAT
GGTGAGARAGG
BAGCGCTICC
TCAGGATTGC
CGCGCCTTTC
TGCGETTGCT
CGGGCTICATIG
GTTGEGECGEE
CCTACTACTG
CTIBAGAGCC
CGCACTTAIG
GGICATTTTC
GGTATICGGA
TTICGGCGAG
GCTGGCGTIC

GITGTSTIGT
BATCCTGGCA
TTTATTICIG
TCCGGAGGTIC
CTCATTTTIG
AATATGCACA
GTAARABATG
CATARGGAGC
GACTAACAGA
TTGCGCTATA
GIACGTIGARA
GTATCCAGAC
ATITTAICIG
AGTGGGCGTA
AAAGRAAGGAS
GAAGCTGATA
TATCARRATIC
GAGCCTTATT
GAACAGTTTIT
AGAGCAGAGC
GRARARAGCC
GCTGTACTTG
TCACAACTGG
ACGCAGCTIT
TTATIAARCIC
CCAGTTTCGG
GCGGARACAC
CAAMATAAAG
TTTCCTTATA
ATAGAAGACT
TTGTCARCCS
AAGACAGGTA
GARAGTTTAC
GGCACTTIGCC
GTCAGGGCRA
GAGGARARAG
AACTCRGGAC
GCTACRGATA
GTCAGGTACT
CAATGGCARC
GTGGCBTTGA
GGCCGGATGA
TCGCGTAGEE
CATCATTICA
ATGAATTATC
GCACCGAARL
GAGATCCTCT
GGCGCCIATA
AGCGCTIGIT
ATCTCCTTGC
GGCTGCITCC
TTCAACCCAG
ACTGTCTITCT
GGCGAGGACC
ATCTTGEACG
ARGCAGGCCA
GCGACGCGAG

AGGACAATIGT
TGICCGEICGA
ATTIGCGTIGA
AACGTCARACG
ATGAAGCRAC
AAATATGIZA
CAGACCGCAT
TGCTTTCTIGA
ARGAACAGAA
AACTIGICIG
AGGACGARAR
GGCCGCGICT
TTTTAGGCCA
GTAAAGARAT
AGTCAGTCCG
CGITABRAMC
TGAGCAGGTC
TTCAGAATGT
CCACATIGGCR
GATTAACAGT
GICTGGATG2
AGCAGGAGAA
AGCAAATTIGA
TTAARARATGA
TGGAATTAGC
GAARAGTTCA
TGATGGTCAT
ATATTGGTIT
CACGATATGG
AGAGACTGGG
GGAATAAARA
TGCGARGTIGT
GIGAGCGITA
GICTIGAACGG
AACACCAAGG
CTACCGAGTT
GCGTIATCCT
CIGGTRABAC
TGAGCTIACAT
CCGGAGAGEST
CARCATCCCA
CCCGGATTTC
AGGATAGCAG
CCRACACCAR
GCTITGATET
CCTCIAARAT
ACGCCGGACG
TCGCCGACAT
TCGGCGEGEE
ATGCACCATT
TAATGCAGGA
TCAGCTICCTT
TTATCAIGCA
GCTTTCGCTG
CCCTCGCTICA
TTATCGCCGG
GCTGGATGGE



8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141

10201,

10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10821
10881
11641
11101
liie:
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11761
11761

CTTCCCCATT
GCTGTCCAGG
TACCAGCCTA
GARGCACATGG
CGLETIGLET
CTCGCTAACG
AATGCGCARA
ACGCGGCGLA
TCGITGARGGA
BTACGCGAGC
TGRATGGICT
ARCCATTATGT
TCTGTATTAA
CATACCGCCA
ACCCGTATCG
CCCCCTTIACA
TTIATCAGAR
CAGGCAGACA
GCGCOTTTICG
GCTTGICTGT
GGCGGGIGTIC
TTAACTATGC
CGCACAGATG
ACICGCIGCG
TACGGTTAIC
AADAGGCCAG
CTGACGAGCA
AAAGATACCA
CGCTTACCGG
CACGCTIGTAG
AACCCCCCET
CGGTARAGACA
GGTATGTAGG
GGACAGTAIT
GCICTIGAIC
AGATTACGCG
ACGCTCAGIG
FTCITCACCTIA
AGYAAACTIG
GICTATTICG
TTCCGAAGTT
GGGCGAAGAA
AARCGATTICC
GCAGGTIGEG
GTCAAGAAGG

GAGGAAGCGE

TATETCCTGA
GCCATTITCC
GUCBTCGGEC
CTCTICGTCC
GATGCGATGT
CCGCATTIGCA
RTCCTGCCCC
GAGCACAGCT
CTGCAGTTCA
CGCTGACAGC
GCCGAATAGC

ES 2347019 T3

Figura 18 - continuacién

ATGRITICTIC
CAGGTAGATG

'ACTTCGATCA

ARCGGGITGG
CGCGGTGCAT
GATICACCAC
CCRACCCTTG
TCTCGGGCAG
CCCGGCIAGE
GRACGIGAAG
TCGGTTITCCG
TCCGGATCTG
CGARAGCGCTS
GITGTITACC
TGAGCATCCT
CGGAGGCATC
GCCAGACATT
TCIGTGARTC
GTIGATGACGE
AAGCGGATGC
GGGGCGCAGT
GBCATCAGAG
CGTAAGGAGA
CITCGGTICGTT
CACAGARATCA
GAACCGETIRARA
TCACARABAT
GGCETTICRC
ATACCTGICC
GIATCTCAGT
TCAGCLCGALT
CGALTTATCE
CGGTGCTARCAR
TGGTATCIGC
CGGCARACAA
CAGRARARAA
GRACGARRAC
GATCCTITTTA
GTICTIGACAGT
TTCATCCATA
CCTATICICT
CTCCASCATE
GRAGCCCAAC
CGTCGCTIGE
CGATAGAAGG
TCAGCCCATT
TAGCGGTCCE
ACCATGATAT
ATGCGCGECCT
AGATCATCCT
TTCGCTIGGT
TCAGCCATGA
GGCACTTCGC
GLGCARGGAR
TTCRGGGCAC
CGGARCACGG
CTCTCCACCE

TCGCTTCCGE
ACGACCATCA
TTGGACCGCT
CATGGATIGT
GGAGCCGGGC
ITCCAAGAATT
GCAGAACATA
COTIGGGETCC
CTGGCGGGEET
CGACTIGCTGC
TGTTICGTRA
CATCOBUCAGGA
GCATTGRCCC
CICACAACGT
CICICGITIC
AGTGACCARA
ARCGLCTTICIG
GCITCACGAC
TGAAAACCIC
CGGGRGCAGA
CATGAQCCAG
CAGATTIGTIAC
BAARTACCGCA
CGGCTGLGEC
GGGGATAACG
BAGBCCGCGY
CGACGCTICAA
CCTGBAAGCT
GCCTITCICC
TCEETGIAGG
CECTECGCLT
CCACTGECAG
GAGTICTIGA
GCTCIGCTIGA
ACCARCCGCIG
GGATCTCAAG
TCACGTIARG
AATTAARAAT
IACCAATGCT
GTTIGCCTGAC
AGRAAGIATA
AGRICCCCGC
CITICATAGA
TCGGTICATIT
CGATGCGCIG
CGCCGCCARRG
CCACACCCRG
TCGGCAAGCA
TGAGCCTIGGC
GATCGACAAG
GGTCGAATGG
TGGATACITY
CCAATAGCAG
CGCCCGICET
CGGACAGGIC
CGGCATCAGA
ARGCGGCCGG

61

CGGCATCGGE
GGGACAGCTT
GATCGTICACG
AGGCGLCGCC
CACCTCGACC
GGAGCCARTC
TCCATCGCGT
TGGCCACGGE
TGCCTTIACTG
TGCAARACGT
AGTCTGGAAD
TGCTGETGEC
TGAGTGATTT
TCCAGTIAACC
ATCGGIATCA
CAGGABARAR
GAGARACTCA
CRCBOTIGATG
TGACACATGE
CAAGCCCGTC
TCACGTIAGCE
TGAGAGTGCH
TCAGGLGCTC
GAGCGGTATC
CAGGABAGAR
TGCTGECGETT
GTCAGAGGTG
CCCTCGTGCG
CITCGGGRAG
TCGITCGLTC
TATCCGGTAR
CAGCCACTIGG
AGIGGIGGCE
AGCCAGSTTAC
GIAGCGGIGE
AAGATCCTTT
GOATTTTGGT
GAAGTITIAZ
TAATCAGIGA
TCCTCATRTG
GGARCTICAG
GCTGGRGGAT
AGGCGGCGET
CGRACCCCAG
CGAATCGGGA
CTCTTCAGCA
CCGGCCACAL
GGCATCGCCA
GAACAGTICG
ACCGGCTTCC
GCAGGTAGCT
CTCGGCAGGA
CCAGTCCCTT
GGCCAGCCAL
GGTCTIGACA
GCAGCCGATT
AGRACCTGCG

ATGCCCGLUGT
CAAGGATCGC
GCGATTIATG
CTATACCITG
TGRATCGAAG
AATTCITGCG
CCGCCATCTC
IGCGCATGART
GTTAGCAGRA
CTGCGACCTG
CGUGGARGTC
TACCCTGTGG
TTCTICTIGGIC
GGGCATGTITC

TTACCCCCAT.

CCGCCCTTRAR
ACGAGCTGGA
AGCTITACCG
AGCTECCGGA
AGGGCGCGTC
ATAGCGGAGT
CCATATGCGG
TTECGCITCC
BGCTCACTCA
CATGIGAGCA
TTICCATAGG
GCGARACCCG
CTCTCCTGIT
CGTGGCECTT
CAAGCTGGEC
CIATCGICTT
TAACAGGATT
TAACTACGGC
CTICGGAAAR
TITTITIGIT
GATCITTICT
CATGAGATTA
ATCARTCTAA
GGCACCIATC
AATAICCTCC
AGCGCTITIG
CATCCAGCCG
GGRATCGAAA
AGTCCCBCTC
GCGBCGATAC
ATATCACGGG
TCGATGRATC
TGGETCACGA
GCTGGCGCGA
ATCCGAGTAC
GGATCARGCG
GCAAGGTIGAG
CCCGCTTCAG
GATAGCCGLG
ARRAGAACCG
GTCIGTIGIG
TGCAATCCAT

TGCAGGCCAT
TCGLGGCTCT
CCGCCTOGHC
TCTGCCTCCC
CCGECEGLAC
GAGRACTGTG
CAGCAGCCGE
CGTGCTCCTG
TGARTCACCG
AGCRACAACH
AGCGCCCTGR
ARCACCTACA
CCGCOGCATE
ATCATCAGTA
GAACAGARAT
CATGGCCCGE
CGCGGATGAR
CRGCTGCCTC
GACGGICACA
AGCGGGTGTT
GTAIACIGGC
TGTGABATAC
TCGCTCACTG
AAGGCGGTAA
AARGGCCRAGC
CTECELECee
ACAGGACIAT
CCGACCCTGC
TCTCATAGCT
TGIGTGCACG
GAGTCCARCC
AGCAGAGCGR
TACRCTAGAR
AGAGTITIGGTA
TGCARGCAGC
ACGBGGTCTG
TCAARAAGGA
AGTATATATG
TCAGCGATCT
TTAGTTICCTIA
AAGCTGGGGT
GCGTCCCOGA
TCTCGTGATG
AGRAGARUTC
CGTARAGCAL
TAGCCAACGE
CAGAABAGCG
CGAGRTCCTC
GCCCCTGATG
GTGCTCGCTE
TATGCAGCCG
ATGACAGGAG
TGACAACGTC
CTGCCICGIC
GGCGCCCCTG
CCCAGTICATA
CTTGTTCAAT



/7

11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301
12361
12421
12481
12541
12601
12661

CATGCGARRAC
CCTTGGLGGC
CGCCCCAGTT
CCATGTAAGC
GATAGCCCAG
CGIGTTCCGC
TIGAAGITCC
CAGCCTARCAC
CTITTICAAT
GAATGTATITT
CCIGACGTCT
AGGCCCTTYIC
TTETGGAGCC
TGTTGTCCCA
GGTITATTTT
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Figura 18 - continuacién

GATCCTCATC
ALGRAAGCCA
GGCRRTTCCG
CCACTGCRAG
TAGCTGACAT
TICCTTTAGC
TATTCCGAAG
CAARARRAGGC
ATTRTTGAAG
AGRARARTAA
ARGARACCAT
GICTICAAGA
GGAGGARACA
CCATTICTGGC
cc

CIGICTCITG
ICCAGTITTAC
GTTCGCTIGE
CTACCTGCTT
TCATCCGGGG
AGCCCTIGEG
TTCCTATTCT
AATAAGGGLG
CATTILTCAG
ACARATAGGG
TATTATCATG
ATTCTCAIGT
GACCAGACGG
GATTCCCARR

62

ATCAGATCTT
TTTGCAGGGC
TGTCCATAAR
TCTCTTTGCG
TCAGCACCGT
CCCTGAGTGE
CTAGAARGTA
ACACGGAAAT
BGTTATTGIC
GTTCCGLGEA
ACATTAACCT
TTGACAGCTT
TTCAGATGAG
CGCTATITGG

GATCCCCTIGC
TTCCCAARCCT
ACCGCCCAGT
CTIGCGTTIT
TTCTGCGGAL
TIGCGGCAGC
TAGGAACTITC
GTTGAATACT
TCATGAGCGE
CATTTICCCCE
ATAAARATAG
ATCATICGATG
GCGCITACCA
ATAAARAGTA

GCCATCAGAT
TACCAGAGGG
CTAGCTATCG
CCCTIGICCA
TGGCTTIICTA
GIGGGGGATIC
GAAGCAGCIC
CATACICTIC
ATACATATIT
AARRGTGCCA
GCGIATCACG
GACATTATIT
CCAGAACCGC
GCCTTAACGT
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Zentaris GmbH

<120> Microorganismos como portadores de secuencias de nucleétidos que codifican antigenos y toxinas proteicas,

procedimiento para su fabricacion y usos de los mismos
<130> 06/02 Z
<160> 40
<170> PatentlIn versién 3.3

<210>1
<211> 61
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 1

gagtattcaa cattteegtg teogeecettat tcocettittt ggtgtagget ggagetgett
c

<210>2
<211> 60
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 2

gegatetgte tatttegtte atecatagtt gectgactece ccatatgaat atcctectta

<210>3
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 3

gattggtgat gcatccctea t

<210> 4
<211> 21

60
61

60

21
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<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 4

ggtgecteatg cattggecac g

<210> 5
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 5

aaaaaagtcyg acggctgtgc aggtcgtaaa tcactge

<210> 6
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 6

aaaaaagcgyg ccgcecgaaatt gttatcocgeot cacaattce

<210>7
<211> 46
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 7

aaaaaagegyg ccgetaagga tgaattatga ttaaattaaa atttgg

<210> 8
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

21

31

39

46
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<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> &

tttatagteg acttaatttg ccatactaat tgceggcaate go 42

<210>9
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 9

gcatatgcac atgceatcacc tcaaaatatt actgat 36

<210> 10
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 10

ggetttttta tatcttatge atgeceggge attgeggeas togo 44
<210> 11
<211> 18

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 11
gtgggagget gggagtge 18

<210> 12
<211> 18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2347019 T3

<400> 12

ggggttggee acgatggt

<210> 13
<211>29
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 13

catgtatgca ttagccatgg tatacctgg

<210> 14
<211> 33
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 14

ttttttatge ataagggaaa caccacatct gcc

<210> 15
<211> 18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 15

gecatcatgt cagetcta

<210> 16
<211> 18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

18

29

33

18
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<400> 16

aggggaaaca catctgee

<210> 17
<211> 18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 17

atctgtcaaa tggagaaa

<210> 18
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 18

tactccactt attteetete €

<210> 19
<211> 87
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 19

ctgaattcat gaaaatatca tcatttattt ctacatcact geccctgecg geatcagtgt
caaataaagt aaaatgttat gttttat

<210> 20
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

18

L8

21

60
87
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<400> 20

gttttccata ctgattgcoceg caattgaatt gg 32

<210> 21
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 21

gtgggaggct gggagtgcga g 21

<210> 22
<211> 32
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 22

cctgaattet tagaocgtgat accttgaage ac 32

<210> 23
<211>23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 23

taaaaatctg gattgttggg ttg 23

<210> 24
<211>23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial
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ES 2347019 T3

<400> 24

atcatttgtc catccttcat ctg 23

<210> 25
<211> 19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 25

gattgggaga ttcctgatg 19

<210> 26
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 26

ceegtggaca ggaaacgeac ¢ 21

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

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 27

atcggatcet caaaatatta ctgatttgtg tge 33

<210> 28
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial
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ES 2 347 019 T3
<400> 28

tagggatcet tagtggacag gaaacgceacce atatcece 36

<210> 29
<211> 285
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 29

atgccaacaa taaccactge acaaattaaa agcacactge agtcotgeaaa geaatceget 60

gcaaataaat tgcactcagc aggacaaagce acgaaagatg cattagecta tggaagtcag 120
ggtgatctta atccattaat taatgaaatc agcaaaateca tttcagetge aggtagette 180

gatgttaaag aggaaagaac tgcagcttoet ttattgecagt tgtccggtaa tgccagtgatr 240

ttttecatatg gacggaactc aataaccctyg accacatcag cataa 285

<210> 30
<211> 2124
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial
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<400> 30

atggattett
cataacgtet
ctgggattaa
aaaaaaacaa
ggacgtcatt
ttggagcage
catattattc
acctggttta
tetgtttttt
aaagtattag
gtagtggtgt
agtcggattg
tecttattttg
atccgtaatt
atattttttg
ctgecttgtt
gataagtttt
aacactataa
gcaggatatg

atacagttaa

gtcataaaat
ctgttaacce
cgteatggte
ttgatecgatt
ttattctgac
gaaatccceg
ttattacttc
ttectgecat
tacaattatt
tgcacaggyg
ttgagattat
atgttgagtt
agagtegteg
ttctgacagy
cggtaatgtyg
atgetgecatg
cacggaatgce
aagctatgge
ttgctgeagg

tacaaaagac

ES 2347019 T3

tgattatggy
ggaagaaatt
gcttgctgég
saactitatt
taaaatcage
tgttctegaa
cegttettet
tataaaatac
tgcattaata
gttttcaace
actcagegygt
gggtgccaaa
tgttggtgat
acaggcatta
gtattacage
gtctgtttet
ggataatcaa
agtctcacct
ctttaaagtg

tgttatgatce

ttatacgceec
aaacatagat
aaatctttag
tttctgeceg
aaagaagtaa
cagtctgagt
gttaccggga
aggagaatat
acceccettt
cttaatgtta
ttaagaactt
etetteegge
actgttygega
acatctgttt
ccaaagetta
attagececea
tectttectgyg
cagatgacga
acagtattag

atcaacctat

tggagatttt
ttgatacaga
aactaaagét
cattagtctg
acagatatct
ttgaggegtt
aactggcaaa
ttattgaaac
tttttecaggt
ttactgttge
acatttttge
atttactgge
gggtaagaga
tggacttatt
ctetggtgat
ttttgegacy
tggaatcagt
acatatggga

caaccattgg

ggttgggage

agcccaatac
cgggacaggt
aaaacaggta
gagagaggat
tatttttgat
atatcagggg
atttgacttt
cckbtgttgta
ggttatggac
cttatctgtt
acatagtaca
gctaccgate
attagaccag
attttcactc
cttatttteg
tegecttgat
aacggegatt
caaacaattg
tcaacaagga

acacctggtt

60

12¢

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

$00

860

1020

1080

1140

1200
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atttcegggg
gttgecaccgg
gttaccegcee
ttgeceggaaa
tctceggtta
gteggacgtt
cctgaaaatg
ttacgtegte
gataatattt
ttagecaggty
gaacagggyg
gtgaacaacc
gagcatgtca
getcategte
attgttgaac

ttatatcagt

atttaagtat
ttattcgeet
ttggtgatgt
ttaatggtga
ttttggacaa
ctggttcagy
gccaggtatt
aggtgggggr
cactggctaa
ctecatgattt
caggattate
ctaaaatact
tcatgegeaa
tgtctacagt
agggtaaaca

tacagtcaga

<210> 31
<211> 1437
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

ES 2347019 T3

tggtcagtta
tgcacaaatce
gcttaactct
tatcactttt
tatcaatctt
aaaaagcaca
aattgatgga
tgtgttgcag
tcctggeatg
tatttctgaa
cggaggtcaa
catttttgat
tatgcacaaa
aaaaaatgea
taaggagetyg

ctaa

attgctttta
tggcaggatt
ccaactgaaa
cgtaatatec
agtattaagc
ttaactaaat
catgatcttg
gacaatgtge
tccgtegaaa
ttgegtgagy
cgtcaacgea
gaagcaacea
atatgtaagg
gacegeatta

ctttetgaac

10

atatgcttgc
tccagcaggt
gttateatgg
ggtttegcta
aggyggygaggt
taattcaacyg
cgttggecga
tgcttaateg
aagttattta
ggtataacac
tcgcaattge
gtgctctaga
gcagaacggt
ttgtcatgga

cggaaagttt

tggtcagatt
tggtatatca
gaaactgaca
taaacctgat
tattggtatt
tttttatatt
tcctaactgg
cagtattatt
tgcagcgaaa
cattgtcggg
aagggcgcetg
ttatgagteg
tataatcatt
aaaagggaaa

atacagttac

12860
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1680
2040
2100

2124
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<400> 31

atgaaaacat
gaaacatgga
ttcttacecey
gcttatttta

gaaattgttg

cctattgaaa
ggggatgtgt
tcatcactgt
gaattaaata
gaagagygaayg
cagaagtatce
gccegtataa
agtagtttat
tatgtcgaag
gagatattgt
ttagataagce
aatgaagagc
ctgaaggttc
cocggaagatyg
aacgtoggge
ctggtgggta
gtttttaatg
ccattaaget

agttatcttce

gottaatggy
aaatccggaa
ctcatctgga
ttatggggtt

ccactgcaaa

actcaatagt
tattaaagct
tacaggceag
aactacctga
tactgegttt
aaaaagaant
accgttatga
tgcataaaca
cagtaaatga
ctgcaaaaga
taagacaaac
gtcaacaggc
atactgaagy
acacgetgga
agaatgcceat
aggtgaaaaa
ttattattte
cgggtatgge

ttagtecttt

<210> 32
<211> 708
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

ES 2347019 T3

gttcagegag
gcaattagat
attaattgaa
tctggttatt

tgggaaatta

taaagaaatt
tacagcactg
gctggaacaa
actaaagett
aacttetttg
gaatttggat
aaatttatca
ggcaattgca
attacgagtt
agaatatcag
cacagacaac
ttcagtaate
tggggttgtt
gattactgct
cattaaagtg
tataaattta
tattgaagag
agtcactgca

agaagagtca

ttectgttge getataaact

actccggtac gtgaaaagga

acgecagtat ccagacggec

gettttattt tatcetgtttt

acacacagty ggegtagtaa

atcgtaaaag
ggagctgaag
acteggtate
cctgatgage
ataaaagaac
aagaaaagayg
agggttgaaa
aaacatgctg
tataaatcac
cttgttacge
attgggttat
agggeeoccay
acaacageygg
ctggtacaaa
gaggcatttce
gatgcaatag
aattgtttgt
gaaataaaga

gtaacagaaa

11

aaggagagtce
ctgatacgtt
aaattectgag
cttattttca
agttttccac
cagagcgatt
aaagcegtct
tacttgagca
aactggagca
agctttttaa
taactctgga
ttteggtaaa
aaacactgat
ataaagatat
cttatacacy
aagaccagag
caaccggaaa
caggtatgeg

gtttacgtga

tgtectggagt
cgaaaatgaa
gegteotggtt
aggecaagtg

agaaattaaa

agtccggaaa
aaaaacacag
caggtcaatt
gaatgtatct
atggcaaaat
aacagtactt
ggatgatttce
ggagaataaa
aattgagagt
aaatgaaatt
attagcgaaa
agttcagcaa
ggtcategtt
tggtttﬁatt
atatggttat
actgggactt
taaaaacatt
aagtgtaate

gegttaa

60
120
180
240

300

360
4290
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1437
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<400> 32

ES 2347019 T3

gtgggagget gggagtgoga gaagcattee

ggcagggcag tctgeggegy tgttetggtg

tgecatcagqga
acaggceagg
ctgaagaatc
ctgteagage
ccagecactgg
ttgaccceeaa
caagttcace
aaaagcacct
atcacgtcat

gtggtgcatt

<210> 33
<211> 291
<212> ADN
<213> artificial

<220>

acaaaagcgt
tatttcaggt
gattcecteag
ctgecgaget
ggaccacctyg
agaaacttea
ctcagaaggt
getegggtga
ggggcagtga

accggaagtg

<223> secuencia de ADN artificial

<400> 33

cctcaaaata
gataagatat
tttaagaatg
aaaaaagcga

gtcgaaaagt

<210> 34
<211> 927
<212> ADN
<213> artificial

gatcttgetg
cagccacage
geccaggtgat
cacggatgcet
ctacgectea
gtgtgtggac
gaccaagttce
ttctggggac
accatgtgee

gatcaaggac

ttactgattt gtgtgcagaa
tttcgtatac agaatctcta
gtgcaatttt tcaagtagaa
ttgaaaggat gaaggatacc

tatgtgtatg gaataataaa

caaccctgge

cacceccagt

ggteggeaca
ttcecacace
gactccagec
gtgaaggtca
ggctggggea
ctceatgtta
atgetgtgtyg
geacttgtet
ctgcccgaaa

accatcegtgg

taccacaaca
gctggaaaaa
gtaccaggta
ctgaggattg

acgcctceatyg

12

aggtgettgt

gggtoctcac

goectgtitea
cgetctacga
acgacctcat
tggacctgee
gcattgaace
tttccaatga
ctggacgetg
gtaatggtgt
ggecttcect

ceaaccec

cacaaatata
gagagatggce
gtcaacatat
catatecttac

cgattgeoge

ggcctctegt

agctgececac

tecctgaagac
tatgagcctce
gctgeteege
caccecaggag
agaggagttce
cgtgtatgeg
gacagggggce
gcetteaaggt

gtacaccaag

tacgctaaat
tatcattact
agattcacaa
tgaagctaaa

a

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

- 660

708

60
120
180
240

291
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<220>

<223> secuencia de ADN artificial

<400> 34

gatgattggg
ggtgatgtgyg
ttcaaaaatg
ggctatteca
tatcaccatce
cgacagactqg
aagagtaata
gctacagaga
ttgtggatgyg
gatgtatatyg
aacatcaaca
ctcagtaagg
aaaaagaaaa
gceccgetcat
ttecazacag

gggggatatg

<210> 35
<211>92
<212> ADN
<213> artificial

<220>

agattcctga
cagtgaaaat
aagtaggagt
caaagccaca
tccatatcat
cacagggcat
atatatttct
aatctcgatg
caccagaagt
catttgggat
acagggacca
tacggagtaa
gagatgagag
tgccaaaaat
aggattttag

gtgegtttee

<223> secuencia de ADN artificial

<400> 35

ES 2347019 T3

tgggcagatt
gttgaatgtyg
actcaggaaa
actggotatt
tgagaccaaa
ggattactta
tcatgaagac
gagtgggtce
catcagaatg
tgttetgtat
gataattttt
ctgtccaaaa
accactettt
tcaccgeagt
tctatatget

tgtccac

acagtgggac
acagecaccta
acacgacatg
gttacccagt
tttgagatga
cacgceaagt
ctcacagtaa
catcagtttg
caagataaaa
gaattgatga
atggtgggac
gccatgaaga
cecccaaatte
gcatcagaac

tgtgettete

aaagaaaggg
cacctecagca
tgaatatcect
ggtgtgaggy
tcaaacttat
caatcatcca
aaataggtga
aacagttgte
atccatacag
ctggacagtt
gaggatacgt
gattaatggce
tcgectetat
cctecttgaa

caaaaacacc

aaagtggcat
gttacaagcee
actctteatg
ctecagettg
agatattgca
cagagaccte
ttttggtcta
tggatccatt
ctttcagtca
accttattea
gtcteccagat
agagtgecte
tgagctgectg
tegggetggt

catccaggca

60

120

180

240

3060

360

420

480

540

€00

660

720

780G

840

g00

827

cgattttygge ctggcgaccyg aaazageggyg cgattttgge ctggegaccg aaaaageggg

cgattttgge ctggcgaceg aaaaageggyg go

<210> 36
<211> 1302
<212> ADN
<213> artificial

13



<220>

<223> secuencia de ADN artificial

ES 2347019 T3

5 <400> 36
atgccaacaa taaccactge acaaattaaa agcacactge agtctgcaaa gcaatcegcet 60
10 gcaaataaat tgcactcagc aggacaaagc acgaaagatg catcacctca aaatattact 120
gatttgtgtg cagaatacca caacacacaa atatatacge taaatgataa gatattttcg 180
s tatacagaat ctctagcetgg aazaaagagag atggctatca ttacttttaa gaatggtgea 240
» atttttcaag tagaagtacce aggtagtcaa catatagatt cacaaaasaa agcgattgaa 300
aggatgaagg ataccctgag gattgcatat cttactgaag ctaaagtcga aaagttatgt 360
2 gtatggaata ataaaacgcc tcatgegatt gecgcaatge ccgtgggagyg ctgggagtge 420
gagaagecatt cccaaccctg gcaggtgett gtggectcete gtggeaggge agtetgegge 480
25 ggtgttctgy tgeacccecca gtgggtecte acagotgooe actgcatcag gaacaaaage 540
gtgatcttge tgggteggca cagectgtit catectgaag acacaggeca ggtatttcag 600
30 gtcagccaca gettcecaca ccegetctac gatatgagece tcectgaagaa ftegattcecte 660
aggceaggtyg atgactocag ccacgaccte atgeotgetee gectgtoaga gectgoogag 720
35 ctcacggatg ctgtgaaggt catggacctyg cccacceagg agecagcact ggggaccace 780
tgctacgeet caggetgggg cagecattgaa ccagaggagt tettgaccce aaagaaactt 840
cagtgtgtgg acctocatgt tatttecaat gacgtgtgtyg cgecaagttca ccocteagaag 900
0 gtgaccaagt tcatgetgtg tgetggacge tggacagggy gceaaaageac ctgeteogggt  §60
gattctaggg geccactitgt ctgtaatggt gtgcecttcaag gtatcacgtc atggggeagt 1020
45 gaaccatgty ccectgceccga aaggectteo ctgteacaceca aggtggtgea ttaccggaag 1080
tggatcaagg acaccatcgt ggccaaccce gggcatgeat tagectatgg aagtcagggt 1140
50 gatcttaate cattaattaa tgaaatcagc aaaatcattt cagctgcagg tagettcgat 1200
gttaaagagg aaagaactgc agecttettta ttgecagttgt ccggtaatge cagtgatttt 1260
55 tcatatggac ggaactcaat aaccetgacce acatcagcat aa 1302
<210> 37
<211> 684
60 <212> ADN

<213> artificial

<220>

65 <223> secuencia de ADN artificial

14
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<400> 37

atgacaacaa
gcaaataaat
gatttgtgtg
tatacagaat
acttttcaag
aggatgaagg
gtatggaata
accgaaaaag
accgaaaaag
aatgaaatca
gecagcttett

ataacccetga

taaccactgce
tgcacteage
cagaatacca
ctctagetag
tagaagtace
ataccctgag
ataaaacgce
cgggogattt
cggggeatge
gcaaaatcat
tattgecagtt

ccacatecage

<210> 38
<211> 1521
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia de ADN artificial

ES 2347019 T3

acaaattaaa
aggacaaage
caacacacaa
aaaaagagag
aggtagtcaa
gattgecatat
tcatgegatt
tggcetggeg
attagecetat
ttcagetgea
gtccggtaat

ataa

agcacactgc
acgaaagatg
atacatacge
atggctatea
catatagatt
cttactgaag
gocgeaatge
accgaaaaayg
ggaagteagg
ggtagctteg

gccagtgatt

15

agtctgcaaa
catcacctca
taaatgataa
ttacttitaa
cacaaaaaaa
ctaaagtcga
ceggegattt
cgggcgattt
gtgatcttaa
atgttaaaga

tttcatatgg

gcaatceget
aaatattact
gatattttcg
gaatggtgea
agcgattgaa
aaagttatgt
tggeetggeg
tggeetggeg
tccattaatt
ggaaagaact

acggaactca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

684
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<400> 38

atgccaacaa

gcaaataaat
gatttgtgtg
tatacagaat
atttttcaag
aggatgaagg
gtatggaata
gatgggcaga
atgttgaatg
gtactcagga
caactggcta
attgagacca
atggattact
cttcatgaag
tggagtgggt
gtcatcagaa
attgttctgt
cagataattt
aactgtccaa
agaccactet
attcaccgea
agtctatatg
cctgtcecacg
gaaatcagca
gcecttetttat

acecctgaccea

<210> 39
<211> 2169
<212> ADN
<213> artificial

taaccactgce

tgcactcagce
cagaatacca
ctectagetgg
tagaagtace
ataccctgayg
ataaaacgec
ttacagtggg
tgacagcacc
aaacacgaca
ttgttaccca
aatttgagat
tacacgccaa
acctcacagt
cccatcagtt
tgcaagataa
atgaattgat
ttatggtggy
aagccatgaa
ttecccaaat
gtgcatcaga
cttgtgette
ggcatgcatt
aaatcatttc
tgcagttgte

catcagcata

ES 2347019 T3

acaaattaaa

aggacaaage
caacacacaa
aaaaagagag
aggtagtcaa
gattgcatat
tcatgegatt
acaaagaaag
tacacctcag
tgtgaatatce
gtggtgtgag
gatcaaactt
gtcaatcate
aaaaataggt
tgaacagttg
aaatccatac
gactggacag
acgaggatac
gagattaatg
tectegectet
accctecttg
tccaaaaaca
agcctatgga
agctgcaggt
cggtaatgee

a

agcacactge
acgaaagatg
atatatacge
atggctatca
catatagatt
cttactgaag
gecgeaatge
ggaaagtggc
cagttacaag
ctactcttca
ggctecaget
atagatattg
cacagagace
gattttggtc
tctggatceca
agetttecagt
ttaccttatt
ctgtetecag
gcagagtgec
attgagctgc
aatcgggotyg
ccecateecagy
agtcagggtg
agcttcegaty

agtgattttt

16

agtctgcaaa
catcacctca
taaatgataa
ttacttttaa
cacaaaaaaa
ctaaagtcga
ccgatgattg
atggtgatgt
ccttcaaaaa
tgggctattc
tgtatcacca
cacgacagac
tcaagagtaa
tagctacaga
ttttgtggat
cagatgtata
caaacatcaa
atctcagtaa
tcaaaaagaa
tggccegetce
gtttcecaamac
cagggggata
atcttaatcce
ttaaagagga

catatggacg

gcaateeget

aaatattact
gatatttteg
gaatggtgcea
agegattgaa
aaagttatgt
ggagattcct
ggcagtgaaa
tgaagtagga
cacaaagcca
tctecatate
tgcacagggc
taatatattt
gaaatctega
ggcaccagaa
tgcatttggg
caacagggac
ggtacggagt
aagagatgag
attgccaaaa
agaggatttt
tggtgegttt
attaattaat
aagaactyca

gaactcaata

60

120

180

240

300

360

420

4380

340

600

660

720

780

840

S00

9560

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1321
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<220>
<223> secuencia de ADN artificial

<400> 39

atgacaacaa
gecaaataaat
gatttgtgtg
tatacagaat
actttteaag
aggatgaagg
gtatggaata
atagtgette
catgcaaaca
catgecacaag
aagcctctaa
gacgaattca
gacctetgtt
ataaaccatt
tcattagggg
gtatggetta
aaccaagaag
acaaagctct
agattggtac
ttettcotgga
attgetecag
gaattggaat
agtatgccat
tcaaacagat

aaaaagagag

taaccactge
tgcactcage
cagaatacca
ctctagetgy
tagaagtacc
ataccctgag
ataaaacgeoe
tttttgcaat
actcgacaga
acatactgga
ttttgagaga
tcaatgtgee
acccagggga
ttgagaaaat
tgagctcage
tcaaaaagasa
atctttiggt
atcaaaaccc
caagaatagc
caattttaaa
aatatgcata
atggtaactg
tccacaatat
tagtocettge

gattatttgg

ES 2347019 T3

acaaattaaa
aggacaaagc
caacacacaa
aaaaagagag
aggtagtcaa
gattgcatat
tcatgegatt
agtcagtett
gcaggttgac
adagacacac
ttgtagtgta
ggaatggtcee
tttcaatgac
tcagatcate
atgtecatac
cagtacatac
actgtggggg
aaccaqctat
tactagatcc
accgaatgat
caaaattgtce
caacaccaag
acaccctctce
gactgggcete

agetatagea

agcacactge
acgaaagatg
atacatacgc
atggctatca
catatagatt
cttactgaag
geegeaatge
gttaaaagty
acaataatgyg
aacgggaage
gectggatgge
tacatagtgg
tatgaagaat
cccaaaagtt
cagagaaagt
ccaacaataa
attecaccatc
atttccgtityg
aaagtaaacg
gcaatcaact
aagaaagggyg
tgtcaaactce
accatcgggg
agaaatagec

ggttttatag

17

agtctgcaaa
catcacctca
taaatgataa
ttacttttaa
cacaaaaaaa
ctaaagtecga
ccatctgtcea
atcagatttg
aaaagaacgt
tctgegatet
tcecteggaaa
agaaggccaa
tgaaacacct
cttggtccag
cectecttttt
agaggagcta
ctaatgatge
ggacatcaac
ggcaaagtgg
tecgagagtaa
actcaacaat
caatggggge
aatgccccaa

ctcaaagaga

agggaggatg

gcaatceget
aaatattact
gatatttteg
gaatggtgea
agcgattgaa
aaagttatgt
aatggagaaa
cattggttac
tactgttaca
agatggagtg
cccaatgtgt
tccagtcaat
attgagcaga
tcatgaagee
cagaaatgtg
caataatacc
gacagagcag
actaaaccag

aaggatggag

tggaaatttc

tatgaaaagt
gataaactct
atatgtgaaa
gagaagaaga

gcagggaatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
8490
00
960

1026
1080
1140
1200
1260
1320
1380
144¢

1500
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

gtagatggtt
aaagaatcca
aaaatgaaca
gagaatttaa
cttetggtte
ctttacgaca
ttegagttet
gactacccge
catgcattag
atcatttcag
cagttgtccy

tcagcataa

49
12672
ADN
artificial

ggtatgggta
ctcaaaagge
ctecagtttga
acaagaagat
tcatggaaaa
aggtccgact
atcataaatg
agtattcaga
cctatggaag
ctgeaggtag

gtaatgceag

<223> secuencia de ADN artificial

<400>

40

gaattccaag
catttgtgtg
atagatatge
gtggtctcty
gtacgttaag
gttategott
aatttcctga
caaaaaatag

ggtecceggtt

cgaagtccecat
gtaatgggat
ccactgeatt
gtttgattta
tgtattattt
ttaagttgtt
aaatgctgta
tettgeegta

tacgggtagt

ES 2347019 T3

ccaccatage
aatagatgga
ggcegttgga
ggaagacggg
tgagagaact
acagcettagg
tgataatgaa
agaagcaaga
tcagggtgat
cttegatgtt

tgatttttca

cocecteect
agaaaggaat
gaatacttac
tttgttatte
aaccagttte
gctcttgege
tagcgeggga
caataatttt

ttccggaagg

aatgagcagg
gtcaccaata
agggaattta
ttcctagatg
ctagacttte
gataatgcaa
tgtatggaaa
ctaaaaagag
cttaatccat
aaagaggaaa

tatqgacgga

cttgattaca
ggatagaaaa
agggcattat
aagggggctg
gatgcgtaac
tatcgegttt
gtygcacctta
ccatatccaa

gcggtageat

18

ggagtgggta
aggtcaacte
acaacttaga
tetggactta
atgactcaaa
aggaactggy
gtgtaagaaa
aggaaataaqg
taattaatga
gaactgcage

actcaataac

agggtgataa
agaacaaaat
tttattatgt
tttggagatc
agattgattt
aggttatceg
tagetgtagyg
actcactcot

gctgattcaa

cgctgeagac
gatcattgac
aaggagaata
taatgctgaa
tgtcaagaac
taacggttgt
cggaacgtat
tggagtaggyg
aatcagcaaa
ttectttattg

cctgaccaca

ttattattcg
tagtatagca
ttaaattgaa
ggaaaattet
tgegteageg
attaaagtca
taagtatgtt
tcraagattcet

actgcaagat

1560
1620
1680
1740
1800
18690
1920
1980
2040
2100
2160

2169

60

1290

180

240

300

360

420

480

540
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gaaacattgt
aaaattggtc
tgegtggtygg
ceagacaace
ttggagaaca
aaaagatcge
ggcaacatgy
gtcttactge
tgaagcagat
ttaaagaagce
ceggggatgy
cgteattcte
tacggatgtg
tcgggtatgg
caaatgtgtt
acegecatcg
gtgctetgac
gotggactge
tgaaacagta
ggegteteca
tcagttegee
taacggaata
caaaccagac
atggeatcceg
cagtaatggg
tatcetggaat
gacaaaatca
ataggecgtta

tcttaatgta

cggagttgga
ctcatatttt
catcatgett
aatatcactt
gatgattgat
tategticag
tgtggeagee
tgtggetgee
taaagagctc
cgttgaatat
ggagtaaget
agacgaaceqg
cttegeegta
gegetgette
taccggatca
aaacgggcac
gggtttgagt
tgtgatcgty
caggacgtca
gtggagtggce
aggatgttgg
acagagagcet
gggttaacqgy
catagtgege
ttaagtgata
ttgacgaagt
gataaagaag
ceaaaatttg

aaataaaaga

ES 2347019 T3

tggaattaag tcatggctat agcatttygg

agagtatgat
tatgagataa
atttaagtga
gtcttaggat
cagagctttg
agecagcetat
ggagaacagyg
cagcgeetge
gggegageaa
teghcageoy
atgactggaa
tacatcatgt
gcagacaaac
tgtgeragaa
ataceggeag
tecgetgtga
aggcactgea
tgetgggage
tgacggataa
gacttgaace
tegtgaaaac
cagcaaagaa
tgggttatcg
acaggtatct
gtgataactg
agtagttcaa
tttggaactyg

caccagttet

tgcatattca
acaatcctgg
tagtcttaat
cggagaaacyg
aaccgggaat
ttctetggeg
tegttectge
tcggcaaaaa
aaaagtggat
ttgtetecqyg
ggacggecge
tatcggagag
agaacttgat
tgegetgtty
agtggetgtg
taacggagaa
ctgggeggte
agtggaacgce
tggttcatge
gaagaacacg
gataaagegt
ccttgeagag
ctegecacgy
ggaaatatag
gtatagccag
aagacaactc
aacaagaaaa

gtagaatatg

19

ctaatatttt
tagactagce
actagttttt
cagacyggegt
gacggtetee
caagcaatac
ctetgaactt
aacgatggaa
agcgeacgeg
gtgtegegtg
cgcagecgte
ctgceocacat
ggtatgeetg
cttgagcgaa
aaagaaagta
aaactgcggg
acaacgggtg
cgettiggca
taccgggega
gcagtgegga
gattacataa
gcgttecgago
gaatatctge
gggcaaatce
attaatctaa
gtggactcete
ttgtatttgt

cttattgaag

cgtgcataac
tactttctga
ccctgaatet
agactagtea
actacacagyg
cttgttgeee
caggagggaa
gctgecegecea
aatgaactce
cecttattge
cgcagttgea
acacggatga
atggttatceg
cgatcaatge
aacccgcetgt
atcagcgatg
tecacgttoge
getteaacag
gcgagettee
atgaaacacg
gtceggagag
gtatcatgcee
attataacga
ggcageggge
acctggteat
acctttgtct
attcagagag
gtaactataa

agagtgtaat

600

€60

720

780

840

S00

60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280
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aataatttta
tttttgacte
cttttaatat
cacaatattt
ttagagattc
ccagtatott
ttaacceggg
gaaattaaast
cgtaaatggt
atgegaaaaa
gttggtaaag
tttaaacaat
tecattaacty
cactgcagte
aagatgeatt
aaatcattte
tgeagttgte
catcagcata
tgctattttt
cectggagatt
atttgataca
agaactaaag
cgeattagte
aaacagatat
gtttgaggey
gaaactggca
atttattgaa
tttttteecayg

tattactgtt

tatagatgtt
ttgettitta
taatgcgagt
aatcatataa
ttgggecatgt
tgtttgeaat
atgattaccc
atcttaatga
tcattgactg
aattcectga
tatcagaatt
atcaccacga
gttaagaggt
tgcamagcaa
agectatgga
agctgeaggt
cggtaatgee
atatattaat
tttggagtea
ttagcecaat
gacgggacag
gtaaaacagg
tggagagagg
cttatttttyg
ttatatcagg
aaatttgact
accecttgttg
gtggttatgg

geattatetg

ES 2347019 T3

gtacaaagaa
tagttattat
tatgacatta
tttaagttgt
atcctggeta
aaatgtatta
tgtegegtat
tgttacctca
gattgetect
tgaactatte
tcatggaggt
gttaataact
aattaaatge
tcegetgeaa
agtcagggtyg
agcttcgatyg
agtgattttt
ttaaatgata
taatggattc
accataacgt
gtctgggatt
taaaaaaaac
atggacgtca
atttggagea
ggeatattat
ttacctggtt
tatctgtttt
acaaagtatt

ttgtagtggt

caggaatgag
ttttaagtta
aacggaagaa
agtgagttta
tgggecagtt
cccgeaatac
tgtagttggg
ttagttgcag
tteggggata
agagccatca
aaaattgata
gaagtaaaaa
caacaataac
ataaattgeca
atcttaatee
ttaaagagga
catatggacy
gcaatcottac
ttgtecataaa
ctetgttaac
aacgtceatgy
aattgatcga
ttttattctg
gcgaaatcec
tcttattact
tattectgee
tttacaatta
agtgcacagg

gtttgagatt

20

taattattta
gtcagcgcaa
acataaagge
ttatgaatat
ctccactaca
aggctaacea
ctaatttaag
aagactggac
acqggtgccecet
gggtggatce
aacagttage
gaaagtcaga
cactgcacaa
ctcagcagga
attaattaat
aagaacigca
gaactcaata
taggetgtge
attgattatg
ceggaagaaa
ttgettgetyg
ttaaacttta
actaaaatca
cgtgtteteg
tcecgttett
attataaaat
tttgecattaa
gggttttcasa

atactcageg

tgcttgatgt
taaaaacttg
atatttttge
aaacaaacca
cagaaactygyg
atatgtttta
tttagaaaat
ttcaggtgat
gtacaaatat
caaaacteat
gaataaaatt
ttttaatett
attaaaagca
caaagcacga
gaaatcagca
gettetttag
accctgaccea
cacataagat
ggttatacge
ttaaacatag
cgaaatettt
ittttctgcc
gcaaagaagt
aacagtctga
ctgttaccygg
acaggagaat
taaccecccct
cccttaatgt

gtttaagaac

234¢

240C

246C

252¢

258¢

264¢

270¢

278640

282¢

28840

2540

3000

30640

3124

3180

3246

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

372¢

3780

3840

3500

3960

4020
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ttacattttt
gcatttactg
gagggtaaga
tttggactta
tactctggty
cattttgega
ggtggaatca
gaacatatyg
agcaaccatt
atggttggga
taatatgctt
tttccageag
aagttatcat
cecggtttege
gcagggggag
attaattcaa
tgegttgget
getgettaat
aaaagttatt
ggggtataac
catcgecaatt
cagtgctcectg
gggcagaacyg
tattgtcatyg
accggaaagt
gaatatgaaa
gagtgaaaca
tgaattctta

gattgettat

gcacatagta
gcgctaccga
gaattagacc
ttattttcac
atcttatttit
cgtegeetty
gtaacggcga
gacaaacaat
ggtcaacaag
gcacacctgg
getggtcaga
gttggtatat
gggaaactga
tataesacctg
gttattggta
cgttttiata
gatcctagct
cgeagtatta
tatgragcga
accattgteg
gcaagggege
gattatgagt
gttataatca
gaaaaaggga
ttatacagtt
acatggttaa
tggaaaatcc
ccegeteate

tttattatgg

ES 2347019 T3

caagteggat
tctettattt
agatccgtaa
tcatattttt
cgcetgecttyg
atgataagtt
ttaacactat
tggcaqggata
gaatacagtt
ttattteoegy
ttgtigeace
cagttacccyg
cattgeogga
attctecggt
ttgteggacy
ttcetgaaaa
ggttacgtecyg
ttgataatat
aattagcagg
gggaacagyg
tggtgaacaa
cggageatgt
ttgcteateg
aaattgttga
acttatatca
tggggttcag
ggaagcaatt
tggaattaat

ggtttectggt

tgatgttgag
tgagagtcegt
ttttctgaca
tgcggtaatg
ttatgctgea
ttcacggaat
aaaagctatg
tgttgetgea
aatacaaaag
ggatttaagt
ggttattege
ccttggtgat
aattaatggt
tattttggac
ttetggtiea
tggccaggta
tcaggtgggy
titcactyget
cgeteatgat
ggeeggatta
cecctaaaata
catcatgege
tctgtctaca
acagggtaaa
gttacagtca
cgagttcetyg
agatactcceg
tgaaacgccea

tattgetttt

21

ttgggtgcca
cgtgttggty
ggacaggeat
tggtattaca
tggtctgttt
geggataate
gcagtctcac
ggctttaaag
actgttatga
attggtcagt
cttgecacaaa
gtgcttaact
gatatcactt
aatatcaatc
ggaszaaagea
ttaattgatg
gttgtgttge
aatectggea
tttatttctg
tcecggaggtc
ctcattttty
aatatgcaca
gtaazaaatg
cataaggagce
gactaacaga
ttgegetata
gtacgtgaaa
gtatccagac

attttatctg

aactettecyg
atactgttge
taacatctgt
geccaaaget
ttattagecec
aatctttect
cteagatgac
tgacagtatt
tcatcaacct
taattgettt
tctggcagga
cteccaactga
ttcgtaatat
ttagtattaa
cattaactaa
gacatgatct
aggacaatgt
tgtecegtega
atttgegtga
aacgtcaacyg
atgaagcaac
aaatatgtaa
cagaccgcat
tgottictga
aagaacagaa
aacttgtctg
aggacgaaaa
ggcegegtet

ttttaggcca

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
45060
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040

5100

52290
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
37060

5760
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agtggaaatt
taaacctatt
yaaaggggat
acagtcatca
aattgaatta
atetgaagag
aaatcagaag
acttgecogt
tttcagtagt
taaatatgtc
gagtgagata
aattttagat
gaaaaatgaa
gcaactgaag
cgttecggaa
tattaacgtc
ttatctggtyg
acttgttttt
cattccatta
aatcagttat
agtttcagaa
cattgatecg
ctetctegat
cttgatgttg

gtggtceacac

cgtectgaaa

ggcatcagte
gtcagcgecea

gtggactgag

gttgcecactg
gaaaactcaa
gtgttattaa
ctgttacagg
aataaactac
gaagtactge
tatcaaaaagy
ataaaccgtt
ttattgcata
gaagcagtaa
ttgtetgeaa
aagctaagac
gagcgtcaac
gttcatactg
gatgacacge
gggcagaatg
gytaaggtga
aatgttatta
agctegggta
cttecttagte
gtccagtatt
gaagccaagt
gacaccagaa
gactcoctga
tctgecatgt
aaccagacgg
acggtttggce
gtgatataag

gtcacacagg

ES 2347019 T3

caaatgggaa
tagttaaaga
agcttacage
ccaggetgga
ctgaactaaa
gtttaacttc
aactgaattt
atgaaaattt
aacaggcaat
atgaattacg
aagaagaata
aaacaacaga
aggcttecagt
aaggtygyggt
tggaggttac
ccatcattaa
aaaatataaa
tttctattga
tggcagtecac
ctttagaaga
tgetgctata
caaacaacag
caaattgaaa
acagttetet
gtttagggtt
cagacgggcet
cggagcaaga
acggttaacg

cctggeagea

attaacacac
aattatcgta
actgggagct
acaaactegy
gecttectgat
tttgataaaa
ggataagaaa
atcaagggtt
tgcaaaacat
agtttataasa
teagettgtt
caacattggg
aatcagggee
tgttacaaca
tgectetggta
agtggaggca
tttagatgea
agagaattqgt
tgcagaaata
gtcagtaaca
cgtgctgegt
cgtgatgage
tacgtgagcet
gtaatcggga
catcacagea
gtattacgta
cgtatcacca
gttaaaaatc

ttecectettee

22

agtgggcgta
aaagaaggag
gaagetgata
tatcaaattce
gageettatt
gaacagtttt
agagcagagce
gaaaaaagcce
gctgtacttg
tcacaactgg
acgeagettt
ttattaactc
ccagtttegy
gcggaaacac
caaaataaag
tttecttata
atagaagace
ttgtcaaccyg
aagacaggta
gaaagtttac
ggcacttgee
gtcagggcaa
gaggaaaaag
aactecaggac
gctacagata
gtcaggtact
caatggcaac
gtggcgttga

ggccggatga

gtaaagaaat
agtcagtceg
cgttaaaaac
tgagecaggtce
ttcagaatgt
ccacatggea
gattaacagt
gtctggatga
agcaggagaa
agcaaattga
ttaaaaatqga
tggaattage
gaaaagttca
tgatggtcat
atattggttt
cacgatatgg
agagactgqg
ggaataaaaa
tgcgaagtgt
gtgagegtta
gtoctgaacgg
aacaccaagg
ctaccgagtt
gegttateoct
ctggtaaaac
tgagctacat
ccggagaggt
caacateceea

ccoggattte

5820
5880
5540
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6500
6960
7020
7080
7140
7200
7200
7320
7380
7440

7500
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acggggaaag
acgttttgee
cattteacaqg
atcatgttaa
ccactgacge
catcgtggce
caccgatygy
tatggtggca
ccttgeggey
gtegcataag
ccggtgggey
actegtaggs
gagegegacyg
agcettegte
catggcyggee
cttcceecatt
getgtecagg
taccagecta
gagcacatgg
cgegttgegt
ctegetaacy
aatgcgcaaa
acgcggegca
tecgttgagga
atacgcgage
tgaatggtcet
accattatgt
tctgtattaa

catacegeca

tacgccgata
gccececattyg
ttacacccea
aatagctcta
gcetgegaat
ggcatcaccy
gaagatcggg
ggceecgtygyg
geggtgcetca
ggagagegte
cggggeatga
caggtgeegg
atgatcggeco
actggtcecg
gacgegetgg
atgattettce
caggtagatg
acttcgatca
aacgggtigyg
cgeggtgeat
gattcaccac
ccaaccettg
tctegggeag
ceeggctagg
gaacgtgasag
teggtttecg
tccggatcetg
cgaagegetg

gttgtttace
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acagtttacyg
tctggagttg
cagctacatg
cacggttggt
tatccagcac
gocgceacagg
ctegecactt
ccgggggact
acggcctceaa
gaccgatgee
ctategtege
cagogetety
tgtcgeottge
ccaccaaacy
gectacgtett
tegettecog
acgaccatca
ttggaceget
catggattgt
ggageegggce
tecaagaatt
gcagaacata
cgttgggtce
ctggeggggt
cgactgctge
tgtttegtaa
catcgcagga
gecattgacce

ctcacaacgt

ggctgaagat
ggtgagaagyg
aagcgettece
tcaggattge
cgegecttice
tgeggttget
cgggetcaty
gttgggegee
cctactactyg
cttgagagee
cgeacttaty
ggtcattrte
ggtattcgga
tttcggegag
getggegtte
cggecatcggy
gggacagett
gatcgteacy
aggageogec
cacctegace
ggagccaate
tccategegt
tggcecacggy
tgeettacty
tgcaaaacgt
agtctggaaa
tgctgetgge
tgagtgattt

tccagtaace

23

tggegraggg
catcatttca
atgaattatc
gcaccgaaac
gagatectet
ggegectata
agegettgtt
atctccttge
ggctgettece
ttcaacceag
actgtcottct
gdgcgaggace
aktettgecacy
aagcaggeca
gegacgegay
atgeoeegogt
caaggatege
gtgatttatg
ctataccttyg
tgaatggaag
aattcttgeg
cecgecatete
tgegeatgat
gttagcagaa
ctgcgacctyg
cgeggaagee
taccctgtog
ttetctggte

gggcatgtte

aggatagcag
ccaacaccaa
gebttgattt
cctctaaaat
acgeccggacg
tegecgacat
teyggeatggy
atgcaccatt
taatgcagga
tcagctectt
ttatcatgea
getttegetg
ccctegetea
ttatcgecgg
gctggatgge
tgcaggccat
tcgeggetet
ccgectegge
tetgeecteee
ceggegygeac
gagaactgtg
cagcagecge
cgtgctectg
tgaatcaceg
agcaacaaca
agcgecectge
aacacctaca
cegecogeate

atcatcagta

7560

1620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580 -

864¢Q

8700

87690

8820

8880

8540

9000

9060

9120

9180

9240
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acccgtatceg
cececeettaca
tttatcagaa
caggeagaca
gcgegbtteg
gcttgtetgt
ggcgggtgte
ttaactatge
cgcacagatg
actcgetgeg
tacggttate
aaaaggccag
ctgacgagceca
aaagatacca
cgecttacegy
cacgctgtag
aaceceeccegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gectettgate
agattacgeg
acgctcagtg
tettecaccta
agtaaactty
gtctattteog
ttcecgaagtt
gggegaagaa

aaacgattec

tgagcatcct
cggaggceatce
gccagacatt
tctgtgaatc
gtgatgacgg
aageggatge
ggggcgeagce
ggcatcagag
cgtaaggaga
ctcggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggegtttoce
atacctgteo
gtatcteagt
tcagoccegac
cgacttateg
cggtgctaca
tggtatctge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatecctttta
gtctgacagt
ttcatccata
cctattctet
cteceageatqg

gaagcccaac
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ctectegttte
agtgaccaaa
aacgcttety
gcttcacgac
tgaaaacctc
cgggagcaga
catgaccceag
cagattgtac
aaataccgca
cggctgegge
ggggataacy
aaggeagegt
cgacgctcaa
cctggaaget
gecttteteo
tcggtgtagy
cgcltgegect
ccactggeaqy
gagttcctga
gctectgetga
accaccgetg
ggatctcaag
tcacgttaaq
aattaaaaat
taccaatgct
gttgcectgac
agaaagtata
agatcccecege

ctttcataga

atcggtatca
caggaaaaaa
gagaaactca
cacgctgatg
tgacacatgc
caagccegte
tcacgtageg
tgagagtgca
tcaggegete
gagceggtate
caggaaagaa
tgotggegtt
gtcagaggtg
ccetegtgeyg
cttegggaag
tcgttegete
tateccggtaa
cagccactygg
agtggtggcce
agoecagttac
gtagcggtgg
aagatcettt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tecececatatg
ggaacttcag
gctggaggat

aggcggeggt

24

ttaccceceat
cecgeecttaa
acgagctgga
agetttaccey
agctccegga
agggegegte
atagcggagt
ccatatgegy
ttecegettec
ageotcactea
catgtgagca
tttecatagg
gcgaaacceqg
ctetectgtt
cgtggegett
caagctgggce
ctatcgtett
taacaggatt
taactacgge
cttoggaaaa
ttttettgtt
gatcttttet
catgagatta
atcaatctaa
ggecacctatce
aatatectee
agcgetuttyg
catccagecqg

ggaatcgaaa

gaacagaaat
catggccoge
cgcggatgaa
cagctgecte
gacggtcaca
agcgggtgtt
gtatactgge
tgtgaaatac
tegetecactg
aaggcggtaa
aaaggccage

ctecgeecee

9300

9360

9420

9480

9540

9600

2660

9720

9780

9840

9900

9960

acaggactat10020

ccgaccetgel Q080

tctcataget10140

tgtgtgcacgl0200

gagtceccaaccl0260

agcagagcgalf320

tacactagaal0380

agagttggtal(440

tgraageagel 05900

acggggtctgl(560

tcaaaaaggal(620

agtatatatgl0680

tcagegatet10740

ttagttectal(s800

aagctggagt 10860

gegteceggal(s20

tctegtgatgl 0980



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gcaggttggg
gtcaagaagqg
gaggaagcegg
tatgtcctga
gcecatttice
geegteggge
ctcttegtec
gatgegatgt
ccgeattgea
atcetgecce
gagcacagct
ctgcagttca
cgetgacage
gccgaatage
catgcgaaac
cettggegge
cgecececaget
ccatgtaage
gatagcccag
cgtgttecege
ttgaagttce
cagecctacac
ctttttcaat
gaatgtattt
cctgacgtet
aggcecttte
ttgtggagee
tgttgteeca

ggtttatttt

cgtegettgy
cgatagaagg
teageecatt
tageggtceeg
agcatgatat
atgegegeet
agatcatcct
ttegettggt
tcagccatga
ggcacttecge
gcgcaaggaa
ttcagggceac
cggaacacgy
ctcteccacee
gateccteate
aagaaagcea
ggcaattacy
ccactgeaag
tagectgacat
ttectttage
tattccgaag
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa
aagaaaccat
gtcttcaaga
ggaggaaaca
ccattctgge

cC
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tcggteattt
cgatgegetyg
cgccgecaag
ccacaccceag
tcggcaagca
tgagectggce
gatcgacaay
ggtcgaatgg
tggatacttt
ccaatagcaqg
cgecegtegt
cggacaggtce
cggcatcaga
aageggeegy
ctgtotettg
tccagtttac
gttcgettge
ctacctgett
tcatcegyay
agccottgey
ttcctattet
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
tattatcatg
attctecatgt
gaccagacygy

gattcceaaa

cgaaccceag
cgaatcggga
ctcttecagea
ccggccacaqg
ggcatcgoca
gaacagtteg
accggcttce
gcaggtagcee
ctecggeagga
cecagtecctt
ggceagecac
ggtcttgaca
gcagcegatt
agaacctgceg
atcagatctt
tttgecagggc
tgtccataaa
tctettigeg
tcagcaccgt
ccetgagtge
ctagaaagta
acacggaaat
ggttattgte
gttecgegea
acattaacct
ttgacagcectt
ttcagatgag

cgctatttgg

25

agtcccgetce
gcggegatac
atatcacggg
tegatgaate
tgggtcacga
gctggoegega
atcegagtac
ggatcaageyg
gcaaggtgag
ccegetteag
gatagccgeg
aaaagaaceyg
gtetgttgty
tgcaatccat
gatecceetyge
ttecccaacct
accgeecagt
cttgegtttt
ttetgeggac
ttgeggeage
taggaactte
gttgaatact
tcatgagegyg
catttececeg
ataaaaatag
atcatcgatg
gegcttacca

ataaaaagta

agaagaactcll040
cgtaaagcaclligQ
tagccaacgellls
cagaaaagegll220
cgagatcectcll280
geccetgatglil340
gtgetegetelld0g
tatgcagecegll4 6ol
atgacaggagll52¢
tgacaacgtcll1580
ctgectegtell649
ggcgecectgll760
cccagtcatall?60
cttgttcaatll820
gccatcagatl11889
taccagagggll1%40
ctagctategl2000
cccttgtecal20eq
tggctttctalzl20
atgggggatcl218y
gaagcagetcl2240
catactettcl2300
atacatatttl1l2360
aaaagtgcecal2420
gegtatcacgl2480
gacattattt 12540
ccagaaccgel2600
gecttaacgt12660

12672
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