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<160> 131

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 219

<212> PRT

<213> Yersinia enterocolitica

<400> 1

Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro

1 5 10

Val Ser Gly Ser Ser Ser Val Gly Glu Met Ser Gly Arg Ser
20 25 30

Gln Gln Lys Ser Asp Gln Tyr Ala Asn Asn Leu Ala Gly Arg
35 40 45

Ser Pro Gln Gly Ser Ser Leu Ala Ser Arg Ile Ile Glu Arg

Ala Ser

15

Val Ser

Thr Glu

Leu Ser
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Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Gly

145

Leu

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

130

Ser

Gln

Phe

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Ile

Ala

Ser

His

Lys

Thr

100

Lys

Asn

Thr

Glu

Gln

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Gln

Ala

165

Trp

Val

70

Val

Phe

Met

Asp

Cys

150

Ser

Gly

55

Ile

Val

Ser

Gln

Gln

135

Gln

Ala

Thr

Gly

Thr

Gln

120

Phe

Gly

Ile

Val

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

Leu

Leu

Gly

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Met

Asn

170

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Gly

Gln

155

Thr

Ala

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Ser

140

Phe

Pro

Ala

Met

Pro

Leu

Asp

125

Gly

Cys

Val

Ser

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Pro

Gly

Cys

Ala

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Leu

Gly

Gly

175

Tyr

Glu

80

Met

Glu

Thr

Arg

Glu

160

Ile

Val
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180

185

190

Ala Ser Gly Val Asp Leu Thr Gln Ala Ala Asn Glu Ile Lys Gly Leu

195

200

Gly Gln Gln Met Gln Gln Leu Leu Ser Leu Met

210

<210> 2

<211> 138

<212> PRT

<213> Yersinia enterocolitica

<400> 2

Met Lys

Val Ser

Gln Gln

Ser Pro

50

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ser

Ser

20

Ser

Gly

Ser

Ser

Asp

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

215

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ser Thr

Gly Glu
25

Ala Asn
40

Ala Ser

Ser Leu

10

Met Ser

Asn Leu

Arg Ile

205

Pro Leu

Gly Arg

Ala Gly
45

Ile Glu
60

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Ala Ser

15

Val Ser

Thr Glu

Leu Ser
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Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Met

Ser

Ser

Leu

Gln
130

<210> 3
<211> 169

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 3

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

PRT

His

Lys

Thr

100

Lys

Asn

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Secuencia Artificial

YopE1-138-MycHis

Val

70

Val

Phe

Met

Ile

Val

Ser

Gln

Gln
135

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Gln Arg

75

Leu Thr

Lys Gln

Ser Leu

Met Phe

Pro Ala

Leu Ala
110

Asp Ala
125

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Glu

80

Met

Glu

Thr
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Met

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln
120

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Pro

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Asp
125

Pro

Ser

30

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr
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Leu Gln Lys Asn His Asp Gln Phe Ala Thr Leu Glu Ser Arg Phe Glu
130 135 140

Lys Leu Gly Pro Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Ser
145 150 155 160

Ala Val Asp His His His His His His
165

<210> 4
<211> 20
<212> PRT

<213> Salmonella enterica

<400> 4

Met Pro Tyr Thr Ser Val Ser Thr Tyr Ala Arg Ala Leu Ser Gly Asn
1 5 10 15

Lys Leu Pro His
20

<210> 5
<211> 210
<212> PRT

<213> Salmonella enterica
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<400> 5

Met

Lys

Lys

Gly

Ala

65

Ala

Arg

Ile

Pro

Leu

Ile

Phe

50

Glu

Val

Met

Val

Tyr

Pro

Met

35

Thr

Phe

Arg

Leu

Arg
115

Thr

His

20

Lys

Arg

Cys

Asp

Thr

100

Ile

Ser

Val

Gly

Val

Ala

Gly

85

Phe

Ser

Val

Ala

Ile

Ile

Asn

70

Leu

Glu

Ser

Ala

Leu

Glu

55

Ala

Phe

Gln

Gly

Thr

Gly

Tyr

40

His

Gly

Thr

Leu

Glu
120

Tyr

Asp

25

Val

Tyr

Asn

Ile

Ser

105

His

Ala

10

Tyr

Leu

Cys

Ile

Asp

90

Leu

Thr

Arg

Glu

Thr

Asn

His

75

Val

Ile

Val

Ala

Asn

Ala

Val

60

Asn

Glu

Ala

Glu

Leu

Lys

Gly

45

Thr

His

Leu

Glu

Val
125

Ser

Leu

30

Leu

Pro

Leu

Ser

Gly

110

Glu

Gly
15

Ser

Ala

Lys

Ala

Asp

95

Lys

Gly

Asn

Thr

Tyr

Val

Asp

80

Gly

Pro

Thr
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Phe

Ala

145

Arg

Cys

Ala

Asn

Glu

130

Tyr

Met

Leu

Gln

Tyr
210

<210> 6
<211> 81

<212>
<213>

<400> 6

Glu

Tyr

Ala

Glu

Trp
195

PRT

Ile

Asp

Ala

Tyr

180

Ala

Cys

Tyr

Tyr

165

Tyr

Ala

Salmonella enterica

Met

Asp

150

Asn

Ile

Asp

Arg

135

Ile

Ala

Ala

Ile

Leu

Asp

Leu

Arg

Lys
200

Glu

Glu

Pro

Ala

185

Ala

Glu

Lys

Gln

170

Ser

Arg

Gly

Tyr

155

Ala

Asn

Tyr

Phe

140

Lys

Leu

Met

His

Phe

Thr

Gly

Gln

Asn

205

Glu

Val

Ala

Glu

190

Tyr

Ala

Arg

Ile

175

Ala

Leu

Pro

Glu

160

Pro

Lys

Asp
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Val

Glu

Lys

Leu

His

65

Lys

Thr

Thr

Ser

Ser

50

Phe

<210> 7
<211> 105

<212>
<213>

<400> 7

Lys

Thr

Ile

35

Glu

His

PRT

Ile

Leu

20

Leu

Arg

Thr

Leu

Ala

Phe

Gly

Salmonella enterica

Leu

Lys

Val

Ile

Ser

70

Ser

Glu

Lys

Ser

55

Ala

Pro

Lys

Asn

40

His

Ser

Gln

Ser

25

His

Lys

Glu

Asn

10

Thr

Phe

Asn

Gly

Phe

Glu

Ile

Thr

Arg
75

Arg

Lys

Glu

Glu

60

Ala

Ile

Asn

Leu

45

Ser

Val

Gln

Ser

30

Arg

Ser

Leu

Lys

15

Leu

Ser

Ala

Thr

Gln

Ala

Lys

Thr

Asn

80
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Val

Glu

Lys

Leu

His

65

Lys

Arg

Thr

Thr

Ser

Ser

50

Phe

Val

Gly

<210> 8

<211> 310

Lys

Thr

Ile

35

Glu

His

Val

Ser

<212> PRT

Ile

Leu

20

Leu

Arg

Arg

Lys

Ala
100

Thr

Leu

Ala

Phe

Gly

Asp

85

Ser

<213> Secuencia Artificial

Leu

Lys

Val

Ile

Ser

70

Phe

Lys

Ser

Glu

Lys

Ser

55

Ala

Met

Asp

Pro

Lys

Asn

40

His

Ser

Leu

Pro

Gln

Ser

25

His

Lys

Glu

Gln

Ala
105

10

Asn

10

Thr

Phe

Asn

Gly

Thr
90

Phe

Glu

Ile

Thr

Arg

75

Leu

Arg

Lys

Glu

Glu

60

Ala

Asn

Ile

Asn

Leu

45

Ser

Val

Asp

Gln

Ser

30

Arg

Ser

Leu

Ile

Lys

15

Leu

Ser

Ala

Thr

Asp
95

Gln

Ala

Lys

Thr

Asn

80

Ile
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<220>
<223> YopE1-138 - Ink4C

<400> 8

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

11

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Pro

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala
110

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu
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Thr

Leu

Glu

145

Glu

Asn

Glu

Asp

Leu

225

Leu

Gln

130

Pro

Gln

Ile

Arg
210

Pro

115

Lys

Trp

Leu

Phe

Ala

195

Thr

Thr

Lys

Asn

Gly

Thr

Gly

180

Arg

Gly

Leu

Tyr

His

Asn

Ser

165

Arg

Arg

Phe

Gln

Met

Asp

Glu

150

Leu

Thr

Leu

Ala

Ala
230

Gln

Gln

135

Leu

Leu

Ala

Leu

Val

215

Leu

Gln

120

Phe

Ala

Gln

Leu

Leu

200

Ile

Pro

Leu

Ala

Ser

Asn

Gln

185

Arg

His

Glu

12

Ser

Thr

Ala

Asn

170

Val

Gly

Asp

Phe

Ser

Leu

Ala

155

Val

Met

Ala

Ala

Gln
235

Leu

Glu

140

Ala

Asn

Lys

Asn

Ala

220

Ala

125

Ser

Arg

Val

Leu

Pro

205

Arg

Asp

Ala

Arg

Gly

Asn

Gly

190

Asp

Ala

Val

Glu

Met

Asp

Ala

175

Asn

Leu

Gly

Asn

Thr

Ala

Leu

160

Gln

Pro

Lys

Phe

Ile
240
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Glu Asp Asn Glu Gly Asn Leu Pro Leu
245

His Leu Arg Val Val Glu Phe Leu Val
260 265

Gly His Arg Asn His Lys Gly Asp Thr
275 280

Tyr Gly Arg Asn Glu Val Val Ser Leu
290 295

Gly Ala Thr Asn Leu Gln
305 310

<210> 9
<211> 465
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> YopEl-138 - ET1

<400> 9

13

His Leu

250

Lys His

Ala Cys

Met Gln

Ala

Thr

Asp

Ala
300

Ala

Ala

Leu

285

Asn

Lys

Ser

270

Ala

Glu Gly

255

Asn Val

Arg Leu

Ala Gly
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Met

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln
120

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

14

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Pro

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Asp
125

Pro

Ser

30

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr
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Leu

Arg

145

Val

Lys

Arg

Arg

Trp

225

Phe

Gln

130

Pro

Leu

Glu

Asp

His

210

Glu

Ser

Lys

Lys

Lys

Val

Thr

195

Tyr

Phe

Val

Asn

Leu

Arg

Gly

180

Leu

Leu

Leu

Asn

His

Lys

Cys

165

Leu

Leu

Asn

Gln

Tyr
245

Asp

Ser

150

Gly

Ser

Val

Ala

Val

230

Leu

Gln

135

Asp

Pro

Arg

Arg

Ile

215

Leu

Ile

Phe

Asp

Ile

Ala

Met

200

Pro

Val

Ser

Ala

Glu

Glu

Ala

185

Met

Ile

Arg

Trp

15

Thr

Val

Phe

170

Leu

Glu

Gly

Ser

Tyr
250

Leu

Leu

155

Thr

Ile

Arg

Ala

Met

235

Glu

Glu

140

Glu

Leu

Gln

Gly

Gly

220

Asn

Leu

Ser

Ala

Ser

Arg

Val

205

Pro

Thr

Gln

Arg

Ala

Gly

Phe

190

Glu

Gln

Arg

Val

Met

Thr

Val

175

Thr

Gln

Gly

Asn

Pro

255

Pro

Val

160

Ala

Asn

Val

Leu

Asp

240

Glu
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Leu

Arg

His

Gly

305

Leu

Ser

Glu

Leu

Arg

Lys

Ser

290

Glu

Met

Ala

Gly

Ala
370

Thr

Arg

275

Val

Leu

Phe

Tyr

Leu

355

Ala

Leu

260

Leu

Ile

Ala

Pro

Ser

340

Leu

Pro

Ala

Pro

Ala

Asp

Glu

325

Arg

Asp

Arg

Ile

Pro

Gly

His

310

His

Ala

Leu

Leu

Gln

Gly

Ala

295

Val

Asp

Arg

Pro

Ser

375

Arg

Ala

280

Thr

Leu

Asp

Thr

Asp

360

Phe

Asn

265

Pro

Met

Ala

Phe

Lys

345

Asp

Leu

16

Arg

Ala

Gln

Gln

Gln

330

Asn

Asp

Pro

Ala

Ala

Trp

Ile

315

Leu

Asn

Ala

Ala

Val

Ala

Ala

300

Ala

Leu

Tyr

Pro

Gly
380

Val

Glu

285

Val

Ala

Gln

Gly

Glu

365

His

Glu
270

Leu

Ile

Ala

Ser

350

Glu

Thr

Gly

Leu

Pro

Leu

His

335

Thr

Ala

Arg

Ile

Leu

Cys

320

Ala

Ile

Gly

Arg
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Leu

385

Leu

Phe

Thr

Glu

Gly
465

Ser

Asp

Pro

Phe
450

<210> 10

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

324
PRT

Thr

Gly

Leu

His

435

Glu

Ala

Glu

420

Asp

Gln

Pro

Asp

405

Met

Ser

Met

Secuencia Artificial

Pro

390

Val

Leu

Ala

Phe

Thr Asp

Ala Met

Gly Asp

Pro Tyr

440

Thr Asp
455

YopE1-138 - 2x sitio de TEV - INK4C

Val

Ala

Gly

425

Gly

Ala

17

Ser

His

410

Asp

Ala

Leu

Leu

395

Ala

Ser

Leu

Gly

Gly

Asp

Pro

Asp

Ile
460

Asp Glu

Ala Leu

Gly Pro
430

Met Ala
445

Asp Glu

Leu

Asp

415

Gly

Asp

Tyr

His

400

Asp

Phe

Phe

Gly
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<400> 10

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr

100

Lys

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln
120

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

18

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Pro

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

125

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr
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Leu

Leu

145

Trp

Leu

Phe

Ala

Thr

225

Thr

Gln

130

Tyr

Gly

Thr

Gly

Arg

210

Gly

Leu

Lys

Phe

Asn

Ser

Arg

195

Arg

Phe

Gln

Asn

Gln

Glu

Leu

180

Thr

Leu

Ala

Ala

His

Ser

Leu

165

Leu

Ala

Leu

Val

Leu

245

Asp

Glu

150

Ala

Gln

Leu

Leu

Ile

230

Pro

Gln

135

Asn

Ser

Asn

Gln

Arg

215

His

Glu

Phe

Leu

Ala

Asn

Val

200

Gly

Asp

Phe

Ala

Tyr

Ala

Val

185

Met

Ala

Ala

Gln

19

Thr

Phe

Ala

170

Asn

Lys

Asn

Ala

Ala
250

Leu

Gln

155

Arg

Val

Leu

Pro

Arg
235

Glu

140

Ser

Gly

Asn

Asp
220

Ala

Val

Ser

Met

Asp

Ala

Asn

205

Leu

Gly

Asn

Arg

Ala

Leu

Gln

190

Pro

Lys

Phe

Ile

Glu

Glu

Glu

175

Asn

Glu

Asp

Leu

Glu
255

Asn

Pro

160

Gln

Ile

Arg

Asp
240
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<210> 16
<211> 318

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 16

Met
1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

PRT

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Secuencia Artificial

YopE1-138 - z-BIM

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

37

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala
90

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Pro

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln
95

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met
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15

20

25

30

Pro

Thr

Leu

145

Ser

Asp

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

130

Thr

Gly

Phe

Ser

Ser

210

Pro

Pro

115

Lys

Ser

Glu

Pro

Asn

195

Ser

Thr

100

Lys

Asn

Arg

Ser

Gln

180

Asn

Gly

Ser

Tyr

His

Glu

Thr

165

Pro

Gln

Tyr

Phe

Met

Asp

Gln

150

Gly

Gly

Ser

Phe

Ser

Gln

Gln

135

Thr

Glu

Arg

Ser

215

Asp

Gln

120

Phe

Leu

Gly

Ser

200

Val

Ser

105

Leu

Ala

Ala

Val

Asp

185

Pro

38

Ile

Ser

Thr

Asn

Val

170

Pro

Met

Ser

Lys

Ser

Leu

Gly

155

Leu

Leu

Asn

Gln

Leu

Glu

140

Pro

Pro

Arg

Arg

Ser

220

Leu

Asp

125

Ser

Ala

Ala

Gly

Thr

205

Val

Ala

110

Ala

Arg

Ser

Gly

Gly

190

Phe

Pro

Ala

Glu

Met

Gln

His

175

Ile

Ser

Gly

Glu

Thr

Ser

Gly

160

Phe

Ser

Arg

Ser
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15

20

25

30

Pro

225

Val

Val

Ile

Asn

Val
305

Leu

Trp

Ala

Gly

Gln

290

Ile

<210> 17
<211> 337

<212>
<213>

<220>

Met

Leu

Ala

275

Leu

Ile

PRT

Pro

Ser

Leu

260

Glu

Gly

Asn

Glu

245

Pro

Phe

Ala

Arg

Secuencia Artificial

Ile

230

His

Pro

Asn

Pro

Leu

310

Ser

Ser

Glu

Asn

295

Val

Glu

His

Met

Leu

280

Glu

His

Ala

Gln

Val

265

Tyr

His

Phe

39

Gln

His

250

Val

Cys

Ala

Phe

Asp

235

Leu

Ala

Glu

Ile

Leu

315

Gln

Arg

Ala

Val

300

Arg

Gln

Met

Glu

Gly

285

Leu

Arg

Asn

Ala

Leu

270

Ala

Trp

Arg

Asp Glu
240

Ala Pro

255

Arg Arg

Gly Val

Met Asn
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15

20

25

30

<223> YopE1-138 - Bid humana

<400> 17

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

40

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Pro

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

Ser

30

Arg

Phe

Ala

Ala
110

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu
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15

20

25

30

Thr

Leu

Cys

145

Leu

Arg

Trp

Ser

Ile
225

Leu

Gln

130

Glu

Leu

Glu

Glu

Arg

210

Arg

Pro

115

Lys

Val

Val

Leu

Gly

195

Leu

Asn

Lys

Asn

Asn

Phe

Asp

180

Tyr

Gly

Ile

Tyr

His

Asn

Gly

165

Ala

Asp

Arg

Ala

Met

Asp

Gly

150

Phe

Leu

Glu

Ile

Arg
230

Gln

Gln

135

Ser

Leu

Gly

Leu

Glu

215

His

Gln

120

Phe

Ser

Gln

His

Gln

200

Ala

Leu

Leu

Ala

Leu

Ser

Glu

185

Thr

Asp

Ala

41

Ser

Thr

Cys

170

Leu

Asp

Ser

Gln

Ser

Leu

Asp

155

Ser

Pro

Gly

Glu

Val
235

Leu

Glu

140

Glu

Asp

Val

Asn

Ser

220

Gly

Asp

125

Ser

Cys

Asn

Leu

Arg

205

Gln

Asp

Ala

Arg

Ile

Ser

Ala

190

Ser

Glu

Ser

Glu

Met

Thr

Phe

175

Pro

Ser

Asp

Met

Thr

Asp

Asn

160

Arg

Gln

His

Ile

Asp
240
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20
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30

Arg Ser Ile Pro Pro
245

Asn Thr Ser Arg Ser
260

Leu Glu Gln Leu Leu
275

Thr Met Leu Val Leu
290

Thr Pro Ser Leu Leu

305

Asn Gln Asn Leu Arg
325

Asp

<210> 18
<211> 277
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

Gly

Glu

Gln

Ala

Arg

310

Thr

Leu

Glu

Ala

Leu

295

Asp

Tyr

Val

Asp

Tyr

280

Leu

Val

Val

Asn

Arg

265

Pro

Leu

Phe

Arg

42

Gly
250

Asn

Ala

His

Ser

330

Leu

Arg

Lys

Thr
315

Leu

Ala

Asp

Met

Lys

300

Thr

Ala

Leu

Leu

Glu

285

Val

Val

Arg

Gln

Ala

270

Lys

Ala

Asn

Asn

Leu

255

Thr

Glu

Ser

Phe

Gly
335

Arg

Ala

Lys

His

Ile

320

Met
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20

25

30

<220>

<223> YopE1-138 - t-Bid humana

<400> 18

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

43

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Pro

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala
110

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu
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Thr

Leu

Arg

145

Gln

Asp

Leu

Leu

Glu
225

Leu

Gln
130

Ser

Glu

Ser

Gln

Ala

210

Lys

Pro

115

Lys

Ser

Met

Leu

195

Thr

Glu

Lys

Asn

His

Ile

Asp

180

Arg

Ala

Lys

Tyr

His

Ser

Ile

165

Arg

Asn

Leu

Thr

Met

Asp

Arg

150

Arg

Ser

Thr

Glu

Met
230

Gln

Gln

135

Leu

Asn

Ile

Ser

Gln

215

Leu

Gln

120

Phe

Gly

Ile

Pro

Arg

200

Leu

Val

Leu

Ala

Arg

Ala

Pro

185

Ser

Leu

Leu

44

Ser

Thr

Ile

Arg

170

Glu

Gln

Ala

Ser

Leu

Glu

155

His

Leu

Glu

Ala

Leu

235

Leu

Glu

140

Ala

Leu

Val

Asp

Tyr

220

Leu

125

Ser

Asp

Ala

Asn

Arg

205

Pro

Leu

Ala

Arg

Ser

Gln

Gly

190

Asn

Arg

Ala

Glu

Gly

Glu

Val

175

Leu

Arg

Asp

Lys

Thr

Asn

Ser

160

Gly

Ala

Asp

Met

Lys
240
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15

20

25

30

Val Ala Ser His Thr Pro Ser Leu Leu Arg Asp Val Phe His Thr Thr
245 250 255

Val Asn Phe Ile Asn Gln Asn Leu Arg Thr Tyr Val Arg Ser Leu Ala
260 265 270

Arg Asn Gly Met Asp
275

<210> 19
<211> 163
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> YopE1-138 - parte BH3 de BID murina optimizada en codones de Y. enterocolitica

<400> 19

Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro Ala Ser
1 5 10 15

Val Ser Gly Ser Ser Ser Val Gly Glu Met Ser Gly Arg Ser Val Ser
20 25 30

45



10

15

20

25

30

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Glu
145

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

130

Ile

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Ile

Ser

Gly

His

Lys

Thr

100

Lys

Asn

His

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Asn

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Asp

Ile
150

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Gln

135

Ala

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Arg

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

His

46

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Leu

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Leu

Ala
155

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Glu

140

Gln

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Asp

125

Ser

Ile

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Arg

Gly

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Phe

Asp

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr

Glu

Glu
160
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25

30

Met Asp His

<210> 20
<211> 156

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 20

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

PRT

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Secuencia Artificial

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val
70

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

47

Ser

10

Met

Asn

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln
75

Pro

Ala

Ile
60

Arg

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

YopE1-138 - parte BH3 de Bax murina optimizada en codones de Y. enterocolitica

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu
80
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15

20

25

30

Gly

Pro

Thr

Leu

Glu
145

Ser

Ser

Leu

Gln

130

Cys

<210> 21
<211> 276

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 21

His

Pro

Pro

115

Lys

Leu

PRT

Lys

Thr

100

Lys

Asn

Arg

Pro

85

Ser

Tyr

His

Arg

Secuencia Artificial

Val

Phe

Met

Ile
150

Val

Ser

Gln

Gln

135

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Asp

Pro

Ser

105

Leu

Ala

Glu

48

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Leu

Leu

Lys

Ser

Leu

155

Thr

Gln

Leu

Glu

140

Ser

Pro Ala

Leu Ala
110

Asp Ala
125

Lys Lys

YopE1-138-tBid murina optimizada en codones de Y. enterocolitica

Gln

95

Ala

Glu

Leu

Met

Glu

Thr

Ser
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15

20

25

30

Met

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln
120

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

49

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Pro

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Asp
125

Pro

Ser

30

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr
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15

20

25

30

Leu

Ser

145

Glu

Glu

Gln

Ala

Asn

225

Ala

Gln

130

Arg

Glu

Met

Phe

Lys

210

Asp

Ser

Lys

Ser

Ile

Asp

Met

195

Ala

Lys

His

Asn

Phe

Ile

His

180

Asn

Leu

Ala

Ala

His

Asn

His

165

Asn

Gly

Asp

Met

Pro

245

Asp

Gln

150

Asn

Ile

Ser

Glu

Leu

230

Ser

Gln

135

Gly

Ile

Gln

Leu

Val

215

Ile

Leu

Phe

Arg

Ala

Pro

Ser

200

Lys

Met

Leu

Ala

Ile

Arg

Thr

185

Glu

Thr

Thr

Arg

50

Thr

Glu

His

170

Leu

Glu

Ala

Met

Asp
250

Leu

Pro

155

Leu

Val

Asp

Phe

Leu

235

Val

Glu

140

Asp

Ala

Arg

Lys

Pro

220

Leu

Phe

Gly

Ser

Gln

Gln

Arg

205

Arg

Ala

His

Ser

Glu

Ile

Leu

190

Asn

Asp

Lys

Thr

Gln

Ser

Gly

175

Ala

Cys

Met

Lys

Thr
255

Ala

Gln

160

Ala

Leu

Glu

Val

240

Val
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30

Asn Phe Ile Asn Gln Asn Leu Phe Ser Tyr Val Arg Asn Leu Val Arg

260

Asn Glu Met Asp

<210> 22

<211> 167

275

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

265

270

<223> YopE1-138- parte extendida BH3 de tBid murina optimizada en codones

<400> 22

Met Lys

1

Val Ser

Gln Gln

Ser Pro

50

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ser

Ser

20

Ser

Gly

Ser

Ser

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Thr

Glu
25

Asn

Ser

51

Ser Leu

10

Met Ser

Asn Leu

Arg Ile

Pro

Gly

Ala

Ile
60

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Ser

Glu

Ser



10

15

20

25

30

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Glu

145

Met

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

130

Ile

Asp

<210> 23

<211> 168

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Ile

His

His

Lys

Thr

100

Lys

Asn

His

Asn

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Asn

Ile
165

Val

70

Val

Phe

Met

Asp

Ile

150

Gln

Ile

Val

Ser

Gln

Gln

135

Ala

Pro

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Arg

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

His

52

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Leu

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Leu

Ala
155

Arg

Thr

Gln

Leu

Glu

140

Gln

Met

Pro

Leu

125

Ser

Ile

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Arg

Gly

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Phe

Asp

Glu

80

Met

Glu

Thr

Glu

Glu
160
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30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> YopEl-138-enlazador de 10 Aa - parte BH3 de tBid murina optimizada en codones de Y.

enterocolitica
<400> 23
Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro Ala Ser

1 5 10 15

Val Ser Gly Ser Ser Ser Val Gly Glu Met Ser Gly Arg Ser Val Ser
20 25 30

Gln Gln Lys Ser Asp Gln Tyr Ala Asn Asn Leu Ala Gly Arg Thr Glu
35 40 45

Ser Pro Gln Gly Ser Ser Leu Ala Ser Arg Ile Ile Glu Arg Leu Ser
50 55 60

Ser Met Ala His Ser Val Ile Gly Phe Ile Gln Arg Met Phe Ser Glu
65 70 75 80

Gly Ser His Lys Pro Val Val Thr Pro Ala Leu Thr Pro Ala Gln Met
85 90 95

53
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Pro

Thr

Leu

Ala

145

Gln

Ser

Leu

Gln

130

Gly

Ile

<210> 24
<211> 186

<212>
<213>

<220>

<223>

Pro

Pro

115

Lys

Gly

PRT

Thr

100

Lys

Asn

Ala

Asp

Ser

Tyr

His

Glu

Glu
165

Secuencia Artificial

Phe

Met

Glu
150

Met

Ser

Gln

Gln

135

Ile

Asp

Asp

Gln

120

Phe

Ile

His

Ser TIle

105

Leu Ser

Ala Thr

His Asn

Lys

Ser

Leu

Ile
155

Gln

Leu

Glu

140

Ala

Leu

Asp

125

Ser

Arg

parte BH3 de tBid murina optimizada en codones de Y. enterocolitica

<400> 24

Ala Ala

110

Ala Glu

Arg Phe

His Leu

Glu

Thr

Glu

Ala
160

YopE1-138-parte BH3 de Bax murina optimizada en codones de Y. enterocolitica-

Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro Ala Ser

54
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Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Lys

Asn

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Asp

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Gln

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Glu
25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

55

10

Met

Asn

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Leu

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Glu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

125

Gly

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Ile

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr

Asp
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15

20

25

30

130 135 140

Ala Lys Lys Leu Ser Glu Cys Leu Arg Arg Ile Gly Asp Glu Leu Asp
145 150 155 160

Ser Gly Ala Phe Asp Ala Glu Glu Ile Ile His Asn Ile Ala Arg His
165 170 175

Leu Ala Gln Ile Gly Asp Glu Met Asp His
180 185

<210> 25
<211> 165
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> YopE1-138 - parte BH3 de BID murina optimizada en codones de Y. enterocolitica

(lista para la insercion de dominios adicionales)

<400> 25

Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro Ala Ser
1 5 10 15

Val Ser Gly Ser Ser Ser Val Gly Glu Met Ser Gly Arg Ser Val Ser
20 25 30

56
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15

20

25

30

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Ala
145

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

130

Glu

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Glu

Ser

Gly

His

Lys

Thr

100

Lys

Asn

Ile

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Ile

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Asp

His

150

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Gln

135

Asn

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Ile

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

Ala

57

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Arg

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Leu

His

155

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Glu

140

Leu

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Asp

125

Gly

Ala

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Ala

Gln

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Ile

Ile

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr

Asp

Gly
160
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15

20

25

30

Asp Glu Met Asp His

<210> 26

<211> 161

<212> PRT

165

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> parte BH3 de Bax murina optimizada en codones de Y. enterocolitica

(lista para la insercion de dominios adicionales)

<400> 26

Met Lys

1

Val Ser

Gln Gln

Ser Pro

50

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ser

Ser

20

Ser

Gly

Ser

Ser

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Thr

Glu
25

Asn

Ser

58

Ser Leu

10

Met Ser

Asn Leu

Arg Ile

Pro

Gly

Ala

Ile
60

Leu Pro

Arg Ser
30

Gly Arg
45

Glu Arg

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Ser

Glu

Ser
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15

20

25

30

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Ala

145

Ser

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

130

Lys

<210> 27

<211> 190

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Lys

<212> PRT

His

Lys

Thr

100

Lys

Asn

Leu

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Glu
150

Ile

Val

Ser

Gln

Gln

135

Cys

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Leu

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

Arg

59

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Arg

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Leu

Ile
155

Arg

Thr

Gln

Leu

Glu

140

Gly

Met

Pro

Leu

Asp

125

Gly

Asp

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Ala

Glu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Ile

Leu

Glu

80

Met

Glu

Thr

Asp
160
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25

30

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> YopE1-138 - (parte BH3 de BID murina optimizada en codones de Y. enterocolitica)2

<400> 27

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

60

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Pro

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu
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15

20

25

30

Thr

Leu

Ala

145

Asp

Ile

Leu

Gln

130

Glu

Glu

Ala

<210> 28
<211> 186

<212>
<213>

<220>

<223>

BH3 de Bax murina optimizada en codones de Y. enterocolitica)

Pro

115

Lys

Glu

Met

Arg

PRT

100

Lys

Asn

Ile

Asp

His

180

Tyr

His

Ile

His

165

Leu

Secuencia Artificial

Met Gln

Asp Gln
135

His Asn

150

Gly Ala

Ala Gln

Gln

120

Phe

Ile

Phe

Ile

105

Leu

Ala

Ala

Asp

Gly
185

61

Ser

Thr

Arg

Ala

170

Asp

Ser

Leu

His

155

Glu

Glu

Leu

Glu

140

Leu

Glu

Met

Asp

125

Gly

Ala

Ile

Asp

110

Ala

Ala

Gln

Ile

His

190

Glu

Ile

Ile

His

175

Thr

Asp

Gly

160

Asn

YopE1-138 - (parte BH3 de BID murina optimizada en codones de Y. enterocolitica)(parte
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25

30

<400> 28

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr

100

Lys

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln
120

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

62

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Pro

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

125

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr
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15

20

25

30

Leu

Ala

145

Asp

Leu

Gln Lys

130

Glu Glu

Glu Met

Arg Arg

<210> 29
<211> 20
<212> PRT

<213>

<400> 29

Asn

Ile

Asp

Ile
180

Mus musculus

His

Ile

His

165

Gly

Asp Gln
135

His Asn

150

Gly Ala

Asp Glu

Phe

Ile

Phe

Leu

Ala

Ala

Asp

185

Thr Leu

Arg

Ala
170

Ser

His

155

Lys

Glu Gly Ala Ile Asp
140

Leu Ala Gln Ile Gly
160

Lys Leu Ser Glu Cys
175

Glu Glu Ile Ile His Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Gln Ile Gly Asp

1

Glu Met Asp His

20

5

63

10

15



10

15

20

25

30

<210> 30
<211> 14
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 30

Ile Ala Arg His Leu Ala Gln Ile Gly Asp Glu Met Asp His
1 5 10

<210> 31
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Glu Asp Ile Ile Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Gln Val Gly Asp

1 5 10 15

Ser Met Asp Arg
20

<210> 32
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

64



<400> 32

Ile Ala Arg His Leu Ala Gln Val Gly Asp Ser Met Asp Arg Ser
1 5 10 15

10

15

20

25

30

<210> 33
<211> 17
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 33

Lys Lys Leu Ser Glu Cys Leu Arg Arg Ile Gly Asp Glu Leu Asp Ser

1

Asn

<210> 34
<211> 14
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 34

Leu Ser Glu Cys Leu Arg Arg Ile Gly Asp Glu Leu Asp Ser

1

5

5

65

10

10
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys Lys Leu Ser Glu Cys Leu Lys Arg Ile Gly Asp Glu Leu Asp Ser

1

Asn

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

<400>

Leu Ser Glu Cys Leu Lys Arg Ile Gly Asp Glu Leu Asp Ser

1

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

<220>

35
17
PRT

Homo sapiens

35

5

36
14
PRT

Homo sapiens

36

5
37
387
PRT
Secuencia Artificial

66
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<223> YopE1-138 - dos dominios CARD de RIG-1 humana optimizada en codones de Y.
enterocolitica (Aa. 1-245)

<400> 37

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

67

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Pro

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala
110

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu
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Thr

Leu

Thr

145

Thr

Glu

Met

Glu

Ser

225

Leu

Gln

130

Glu

Leu

Glu

Glu

Gly

210

Gly

Pro

115

Lys

Gln

Asp

Glu

Ala

195

Trp

Leu

Lys

Asn

Arg

Pro

Val

180

Ala

Phe

Tyr

Tyr

His

Arg

Thr

165

Gln

Thr

Arg

Glu

Met

Ser

150

Tyr

Tyr

Leu

Gly

Ala
230

Gln

Gln

135

Leu

Ile

Ile

Phe

Phe

215

Ile

Gln

120

Phe

Gln

Leu

Gln

Leu

200

Leu

Glu

Leu

Ala

Ala

Ser

Ala

185

Lys

Asp

Ser

68

Ser

Thr

Phe

Tyr

170

Glu

Phe

Ala

Trp

Ser

Leu

Gln

155

Met

Lys

Leu

Leu

Asp
235

Leu

Glu

140

Asp

Ala

Asn

Leu

Asp

220

Phe

Asp

125

Ser

Tyr

Pro

Asn

Glu

205

His

Lys

Ala

Arg

Ile

Trp

Lys

190

Leu

Ala

Lys

Glu

Met

Arg

Phe

175

Gly

Gln

Gly

Ile

Thr

Thr

Lys

160

Arg

Pro

Glu

Tyr

Glu
240
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30

Lys

Lys

Leu

Gly

305

Arg

Val

Ile

Leu

Thr

Ile

Met

290

Lys

Asn

Glu

Phe

Glu

Arg

Asn

275

Met

Glu

Lys

Thr

Tyr
355

Glu

Ile

260

Gln

Ala

Asn

Phe

Glu

340

Gln

Tyr

245

Ile

Glu

Gly

Trp

Ser

325

Asp

Glu

Arg

Pro

Cys

Ala

Pro

310

Glu

Leu

Asp

Leu

Thr

Glu

Glu

295

Lys

Leu

Glu

Pro

Leu

Glu

280

Lys

Thr

Trp

Asp

Glu
360

Leu

Ile
265

Ile

Leu

Leu

Ile

Lys

345

Cys

69

Lys

250

Ile

Leu

Val

Lys

Val

330

Met

Gln

Arg

Ser

Gln

Glu

Leu

315

Glu

Glu

Asn

Leu

Ile

Cys

300

Ala

Lys

Thr

Leu

Gln

Leu

Cys

285

Leu

Leu

Gly

Ser

Ser

365

Pro

Ser

270

Ser

Leu

Glu

Ile

Asp

350

Glu

Glu

255

Glu

Thr

Arg

Lys

Lys

335

Ile

Asn

Phe

Cys

Lys

Ser

Glu

320

Asp

Gln

Ser
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Cys Pro Pro Ser Glu Val Ser Asp Thr Asn Leu Tyr Ser Pro Phe Lys
370 375 380

Pro Arg Asn
385

<210> 38
<211> 388
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> YopE1-138 - dos dominios CARD de RIG-1 murina optimizada en codones de Y.
enterocolitica (Aa. 1-246)

<400> 38

Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro Ala Ser

1 5 10 15

Val Ser Gly Ser Ser Ser Val Gly Glu Met Ser Gly Arg Ser Val Ser
20 25 30

Gln Gln Lys Ser Asp Gln Tyr Ala Asn Asn Leu Ala Gly Arg Thr Glu
35 40 45

70
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30

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Ala

145

Ile

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

130

Glu

Leu

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Gln

Asp

Gly

His

Lys

Thr

100

Lys

Asn

Arg

Pro

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Gln

Thr
165

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Asp

Asn

150

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Gln

135

Leu

Ile

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Gln

Leu

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

Ala

Ser

71

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Phe

Tyr
170

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Leu

Arg

155

Met

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Glu

140

Asp

Ser

Glu

Met

Pro

Leu

Asp

125

Ser

Tyr

Ser

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Arg

Ile

Trp

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Met

Lys

Leu

175

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr

Thr

Lys

160

Glu
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Asp

Met

Glu

Cys

225

Lys

Lys

Leu

Gly

Glu

Glu

Gly

210

Gly

Leu

Ala

Ile

Arg
290

Glu

Ala

195

Trp

Leu

Glu

Thr

Asn

275

Met

Val

180

Ala

Phe

Cys

Glu

Val

260

Gln

Ala

Gln

Ser

Gln

Glu

His

245

Asp

Glu

Gly

Tyr

Leu

Ala

Ala

230

Arg

Pro

Cys

Ala

Ile

Phe

Phe

215

Ile

Leu

Asn

Glu

Glu
295

Gln

Leu

200

Leu

Glu

Leu

Asp

Glu

280

Lys

Ala
185

Gln

Ser

Leu

Ile

265

Ile

Met

72

Glu

Tyr

Ala

Trp

Arg

250

Leu

Arg

Ala

Lys

Leu

Leu

Asp

235

Arg

Ser

Gln

Glu

Asn

Leu

Tyr

220

Phe

Leu

Glu

Ile

Cys
300

Asn

Lys

205

His

Gln

Glu

Leu

Arg

285

Leu

Lys

190

Leu

Ala

Lys

Pro

Ser

270

Asp

Ile

Gly

Gln

Gly

Ile

Glu

255

Glu

Thr

Arg

Pro

Ser

Tyr

Glu

240

Phe

Cys

Lys

Ser
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Asp

305

Asn

Ala

Gln

Pro

Lys
385

Lys

Ser

Glu

Ile

Gly

370

Pro

<210> 39
<211> 348

<212>
<213>

<220>

<223>

Glu

Lys

Ser

Phe

355

Pro

Arg

PRT

Asn

Phe

Lys

340

Ile

Pro

Asn

Trp

Ser

325

Ala

Gln

Ser

Secuencia Artificial

Pro

310

Glu

Glu

Glu

Lys

Leu

Glu

Glu

Ala
375

Val

Trp

Pro

360

Ser

Leu

Ile

345

Glu

Ser

73

Gln

Val

330

Gly

Cys

Asn

Leu

315

Asp

Ala

Gln

Asn

Ala

Lys

Glu

Asn

Leu

380

Leu

Gly

Ala

Leu

365

His

Glu

Phe

Ser

350

Ser

Ser

Lys

Lys

335

Ser

Gln

Pro

YopE1-138 - GCN4 de S. cerevisiae optimizada en codones de Y. enterocolitica

Asp

320

Arg

Ile

Asn

Leu



10

15

20

25

30

(Aa. 249-278) - WspR de P. aeruginosa optimizada en codones de Y. enterocolitica (Aa. 172-

347)

<400> 39

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

74

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Pro

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala
110

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu
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Thr

Leu

Lys

145

Leu

Leu

Glu

Ile

Ala
225

Leu

Gln

130

Gln

Glu

Thr

Asp
210

Gly

Pro

115

Lys

Leu

Asn

Gly

Arg

195

Val

Asp

Lys

Asn

Glu

Glu

Leu

180

Arg

Asp

Glu

Tyr

His

Asp

Val

165

Ser

Ser

Tyr

Ala

Met

Lys

150

Ala

Asn

Leu

Phe

Leu

230

Gln

Gln
135

Val

Arg

Lys
215

Arg

Gln

120

Phe

Glu

Leu

Arg

Glu

200

Ser

Gln

Leu

Ala

Glu

Lys

His

185

Gln

Tyr

Val

75

Ser

Thr

Leu

Lys

170

Phe

Ser

Asn

Ala

Ser

Leu

Leu

155

Leu

Asp

Gln

Asp

Gly
235

Leu

Glu
140

Ser

Val

Glu

Leu

Thr

220

Ala

Asp

125

Ser

Lys

Asn

Tyr

Ser

205

Phe

Ile

Ala

Asn

Ser

Leu

190

Leu

Gly

Arg

Glu

Arg

Tyr

Asp

175

Glu

Leu

His

Glu

Thr

Met

His

160

Gly

Met

Met

Val

Gly
240
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Cys

Ala

Glu

Pro

Val

305

Asp

Leu

Ser

Met

Lys

Arg

290

Pro

Gln

Met

<210> 40

<211> 561

Arg

Val

Val

275

Pro

Gly

Ala

Glu

<212> PRT

Ser

Leu

260

Arg

Gly

Leu

Gln
340

Ser

245

Pro

Arg

Ser

Tyr
325

Pro

Asp

Gly

Thr

His

Gly

310

Gln

Val

Leu

Thr

Val

Leu

295

Gln

Ala

Pro

Ala

Ser

Glu

280

Thr

Thr

Lys

Pro

Ala

Pro

265

Ser

Val

Phe

Asn

Ala
345

76

Arg

250

Leu

Ser

Arg

Asn

330

Pro

Tyr

Gln

Ile

Val

315

Ala

Gly

Ala

Ile

Gly

300

Leu

Arg

Gly

Arg

Ser

285

Val

Ile

Asn

Glu

Leu

270

His

Ser

Glu

Gln

Glu

255

Leu

Asp

Thr

Met

Val
335

Phe

Ala

Gln

Leu

Ala

320

Gly
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15

20

25

30

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> YopE1-138 - IRF3 S397D murina optimizada en codones de Y. enterocolitica

<400> 40

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

77

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Pro

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu
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15

20

25

30

Thr

Leu

Thr

145

Gly

Arg

Phe

Gly

Ala

Leu

Gln

130

Pro

Gln

Ile

Gly

Lys

210

Leu

Pro

115

Lys

Lys

Leu

Pro

Ile

195

Asp

Asn

100

Lys

Asn

Pro

Glu

Trp

180

Phe

Lys

Arg

Tyr

His

Arg

Gly

165

Lys

Gln

Pro

Lys

Met

Asp

Ile

150

Val

His

Ala

Asp

Glu

Gln

Gln

135

Leu

Ala

Gly

Trp

Val

215

Val

Gln

120

Phe

Pro

Trp

Leu

Ala

200

Ser

Leu

105

Leu

Ala

Trp

Leu

Arg

185

Glu

Thr

Arg

78

Ser

Thr

Leu

Asp

170

Gln

Ala

Trp

Leu

Ser

Leu

Val

155

Glu

Asp

Ser

Lys

Ala

Leu

Glu

140

Ser

Ser

Ala

Gly

Arg

220

Ala

Asp

125

Ser

Gln

Arg

Gln

Ala

205

Asn

Asp

110

Ala

Arg

Leu

Thr

Met

190

Tyr

Phe

Asn

Glu

Met

Arg

175

Ala

Thr

Arg

Ser

Thr

Glu

Leu

160

Phe

Asp

Pro

Ser

Lys
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20

25

30

225

Asp

Arg

Ser

Ile

Ser

305

Asn

Gln

Gln

Pro

Asp

Leu

Leu

290

Asp

Pro

Trp

Gln

Tyr

Phe

Pro

275

Gly

Pro

Ala

Glu

Thr

Asp

Val

260

His

Pro

Ser

Pro

Phe

340

Leu

Pro

245

His

Ser

Leu

Gln

Gln

325

Glu

Phe

230

His

Leu

Gln

Lys

Gln

310

Glu

Val

Cys

Lys

Gly

Glu

Asp

295

Leu

Asn

Thr

Pro

Val

Ala

Asn

280

Glu

Pro

Pro

Ala

Gly

Tyr

Ser

265

Leu

Gly

Ser

Leu

Phe

345

Gly

79

Glu

250

Pro

Pro

Ser

Pro

Lys

330

Tyr

Leu

235

Phe

Asp

Lys

Ser

Asn

315

Gln

Arg

Arg

Val

Thr

Leu

Asp

300

Val

Leu

Leu

Thr

Asn

Phe

285

Leu

Asn

Leu

Arg

Val

Pro

Gly

270

Ala

Asn

Ala

Gln

350

Gly

Gly

255

Lys

Gly

Ile

Phe

Glu

335

Val

Ser

240

Ala

Ser

Leu

Val

Leu

320

Glu

Phe

Thr



10

15

20

25

30

Ala

Gly

385

Lys

Trp

Glu

Asp

Ile

465

Phe

Asp

370

Phe

Gly

Ala

Leu

Lys

450

Ala

Cys

355

Met

Leu

Leu

Gln

Leu

435

Asp

Phe

Met

Thr

Thr

Gly

Arg

420

Pro

Gly

Met

Gly

Leu

Asp

Asn

405

Leu

Asp

Ala

Glu

Glu

Pro

Lys

390

Gly

Gly

Ser

Val

Gly

470

Met

Trp

375

Leu

Leu

His

Gly

Phe

455

Ser

Trp

360

Gln

Val

Ala

Ser

Arg

440

Asp

Gly

Pro

Pro

Lys

Leu

His

425

Gly

Leu

His

Gln

80

Val

Glu

410

Ala

Pro

Arg

Ser

Asp

Thr

Tyr

395

Gln

Phe

Asp

Pro

Pro

475

Gln

Leu

380

Val

Ala

Trp

Gly

Phe

460

Pro

365

Pro

Gly

Gly

Ala

Glu

445

Val

Tyr

Trp

Asp

Gln

Gln

Leu

430

Val

Ala

Thr

Val

Pro

Val

Cys

415

Gly

His

Asp

Leu

Lys

Glu

Leu

400

Leu

Glu

Lys

Leu

Trp

480

Arg
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30

485

Leu Val Met Val Lys
500

Met Ala Arg Glu Gly
515

Ile Asp Asn Ser Gln
530

Tyr Leu Gln Asp Leu
545

Ile

<210> 41
<211> 553
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Val

Gly

Pro

Val
550

Val

Ala

Ile

535

Glu

Pro

Ser

520

Ser

Asp

Thr

505

Ser

Leu

Met

490

Cys

Leu

Thr

Asp

Leu

Lys

Ser

Phe
555

Lys

Thr

540

Gln

Glu

Val

525

Gln

Ala

Leu

510

Asp

Tyr

Thr

495

Leu

Leu

Lys

Gly

<223> YopE1-138 - DncV de V. Cholerae optimizada en codones de Y. enterocolitica

(M3aL413)

81

Glu

His

Ala

Asn

560



10

15

20

25

30

<400> 41

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr

100

Lys

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln
120

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

82

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Pro

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

125

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr
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Leu

Trp

145

Lys

Lys

Ile

Glu

Arg

225

Glu

Gln

130

Asn

Leu

Ile

Ala

Lys

210

Glu

Phe

Lys

Phe

Val

Ile

Lys

195

Val

Val

Leu

Asn

His

Leu

Arg

180

Ala

Ser

Ala

Gly

His

Gln

Thr

165

Leu

Val

Thr

Lys

Leu

245

Asp

Tyr

150

Asp

Arg

Lys

Thr

Leu

230

Thr

Gln

135

Tyr

Glu

Thr

Lys

Gln

215

Ile

Pro

Phe

Thr

Glu

Arg

Ser

200

Ile

Tyr

Arg

Ala

Asn

Lys

Asp

185

Ala

Lys

Glu

Phe

83

Thr

Arg

Asn

170

Val

Leu

His

Met

Trp
250

Leu

Asn

155

Asn

Phe

Thr

Leu

Asp

235

Thr

Glu

140

Asp

Leu

Glu

Phe

Ser

220

Asp

Gln

Ser

Gly

Lys

Glu

Glu

205

Asp

Asp

Gly

Arg

Leu

Ala

Ala

190

Ile

Ser

Ala

Ser

Met

Met

Leu

175

Lys

Ile

Glu

Arg

Phe
255

Thr

Gly

160

Arg

Gly

Gln

Gln

Asp

240

Gln
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Tyr

Asp

Ile

Leu

305

Gly

Tyr

Ala

Asp

Asp

Gly

290

Val

Arg

Ala

Asn

Ser

370

Thr

Gly

275

His

Ala

Ile

Ile

Arg

355

Ile

Leu

260

Thr

Ser

Glu

Lys

Pro

340

Ser

Thr

Asn

Tyr

Leu

Asn

Ile

325

Lys

Phe

Arg

Met

Leu

His

310

Glu

Asp

Val

Pro

Pro

Ile

295

Gly

Ala

Glu

Lys

Ser

375

Phe

Met

280

Leu

Trp

Glu

Phe

Gly

360

Glu

Gln

265

Pro

Leu

Lys

Lys

Gln

345

Ala

Thr

84

Pro

Ile

Val

Phe

Thr

330

Lys

Ile

Tyr

Phe

Asp

Glu

315

His

Lys

Phe

Glu

Gln

Glu

Ala

300

Ala

Ile

Gln

Glu

Leu

380

Glu

Ser

285

Ser

Lys

Asp

Ile

Ser

365

Met

270

Glu

Leu

Gln

Val

Ala

350

Tyr

Ser

Asp

Pro

Lys

Thr

Pro

335

Leu

Val

Glu

Ile

Lys

Ser

Cys

320

Met

Glu

Ala

Asn
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Val

385

Pro

Lys

Gln

Val

Thr

465

Val

Tyr

Asn

Lys

His

Trp

Asn

450

Met

Glu

Lys

Leu

Ile

Leu

435

Ile

Lys

Ser

His

Ala

Val

Arg

420

Val

Leu

Ile

Pro

Gly
500

Leu

Glu
405

Lys

Gly

Asp

Ile

Asp

485

Pro

Arg

390

Asp

Val

Gly

Ser

Ala

470

Ser

Arg

Glu

Trp

Cys

Pro

Val

455

Lys

Thr

Glu

Gly

Phe

Arg

Ser

440

Ala

His

Asp

Met

Asp

Asn

Phe

425

Ser

His

Leu

Glu

505

85

Arg

Asp

410

Met

Ile

Asp

Pro

Lys

490

Ile

Lys

395

Ser

Lys

Ser

Ala

Ser

475

Pro

Met

Trp

Cys

Ala

Leu

Ser

460

Glu

Leu

Ser

Ile

Ile

Trp

Met

445

Asp

Phe

Phe

Lys

Asn

Arg

Arg

430

Ala

Leu

Ala

Pro

Leu

510

Ser

Ile

415

Asp

Ala

Gly

Arg

Pro

495

Glu

Asp

400

Gly

Ala

Thr

Glu

Gly

480

Ser

Arg
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Leu Pro Glu Ile Leu Ser Ser Ala Glu Ser Ala Asp Ser Lys Ser Glu
515 520 525

Ala Leu Lys Lys Ile Asn Met Ala Phe Gly Asn Arg Val Thr Asn Ser
530 535 540

Glu Leu Ile Val Leu Ala Lys Ala Leu
545 550

<210> 42
<211> 272
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> YopE1-138 - proteina similar a DisA de B. cereus optimizada en codones de Y.

enterocolitica

(PDB: 2FBS; Aa. 76-205)

<400> 42

Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro Ala Ser

1 5 10 15

Val Ser Gly Ser Ser Ser Val Gly Glu Met Ser Gly Arg Ser Val Ser
20 25 30

86
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Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Ser

145

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

130

Phe

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Ile

Ser

Gly

His

Lys

Thr

100

Lys

Asn

Thr

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Thr

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Asp

Ala
150

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Gln

135

Ile

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Gln

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

His

87

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Leu

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Leu

Ser

155

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Glu

140

Ala

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Asp

125

Ser

Arg

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Arg

Lys

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Ser

His

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr

Ser

Gly
160
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Ala

Thr

Ile

Asn

Thr

225

Leu

Gly

Leu

Gly

Phe

Asn

210

Glu

Ser

Arg

<210> 43

<211> 564

Ile

Thr

Tyr

195

His

Val

Glu

Thr

Val

Thr

180

Pro

Ile

Asp

Lys

Ser

260

Val

165

Leu

Gly

Val

Pro

Ser

245

Phe

Glu

Asn

Asn

Ser

Glu

230

Asp

Ala

Arg

Ala

Pro

Ala

215

Leu

Ala

Leu

Asn

His

Leu

200

Ala

Gly

Leu

Asn

Glu

Leu

185

His

Asn

Thr

Ile

Gly
265

88

Thr

170

Thr

Asp

Ile

Arg

Leu

250

Ile

Leu

Ala

Gly

Leu

His

235

Val

Leu

Glu

Pro

Ala

Pro

220

Arg

Val

Tyr

Ala

Leu

Val

205

Leu

Ala

Ser

Thr

Leu

Leu

190

Leu

Thr

Ala

Glu

Ile
270

Ile

175

Glu

Val

Lys

Ile

Glu

255

Ser

Gln

Ser

Lys

Ser

Gly

240

Thr

Leu
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> YopE1-138 - cGAS de anémona (N. vectensis) optimizada en codones de Y. enterocolitica
(Ensembl: A7SFB5.1)

<400> 43

Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro Ala Ser
1 5 10 15

Val Ser Gly Ser Ser Ser Val Gly Glu Met Ser Gly Arg Ser Val Ser
20 25 30

Gln Gln Lys Ser Asp Gln Tyr Ala Asn Asn Leu Ala Gly Arg Thr Glu
35 40 45

Ser Pro Gln Gly Ser Ser Leu Ala Ser Arg Ile Ile Glu Arg Leu Ser
50 55 60

Ser Met Ala His Ser Val Ile Gly Phe Ile Gln Arg Met Phe Ser Glu
65 70 75 80

Gly Ser His Lys Pro Val Val Thr Pro Ala Leu Thr Pro Ala Gln Met
85 90 95

&9
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Pro

Thr

Leu

Thr

145

Val

Arg

Lys

Leu

Ser

Leu

Gln

130

Leu

Leu

Pro

Lys

Glu
210

Pro

Pro

115

Lys

Glu

Phe

Lys

Leu

195

Thr

Thr

100

Lys

Asn

Arg

His

Gln

180

Lys

Leu

Ser

Tyr

His

Leu

Asn

165

Lys

Arg

Arg

Phe

Met

Asp

Leu

150

Ser

Arg

Asn

Arg

Ser

Gln

Gln

135

Asp

Thr

Ile

Glu

Phe
215

Asp

Gln

120

Phe

Leu

Pro

Ile

Gln

200

Ser

Ser

105

Leu

Ala

Leu

Glu

Arg

185

Gln

Val

90

Ile

Ser

Thr

Arg

Leu

170

Gln

Thr

Lys

Ser

Leu

Glu

155

Lys

Pro

Asp

Gln

Leu

Glu

140

Tyr

Ile

Lys

Phe

Val
220

Leu

125

Ser

His

Gln

Gln

Pro

205

Lys

Ala

110

Ala

Arg

Leu

His

Gln

190

Lys

Ile

Ala

Glu

Met

Asp

Arg

175

Lys

Gly

Ser

Glu

Thr

Ala

Asp

160

Ser

Ser

Asp

Lys
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Gln

225

Ile

Glu

Glu

Val

Pro

305

Gly

Val

Ser

Arg

Tyr

Leu

Glu

290

Ser

Arg

Gln

Thr

Lys

Thr

Asp

275

Gln

Asn

Tyr

Lys

Lys

His

Gly

260

Ile

Val

Arg

Leu

Ala
340

Trp

Cys

245

Ser

Met

Thr

Asn

Ser

325

Val

Ala

230

Lys

Phe

Val

Pro

Lys

310

Pro

Asn

Lys

Thr

Tyr

Ala

Gly

295

Tyr

Glu

Thr

Lys

Asn

Glu

Leu

280

Tyr

Asn

Lys

Tyr

Met

Ser

His

265

Ser

Ala

Asp

Val

Lys
345

91

Ala

Ile

250

Leu

Ile

Gly

Leu

Ser

330

Asp

Asp

235

Lys

Lys

Lys

Leu

Thr

315

Arg

Glu

Lys

Leu

Thr

Met

Lys

300

Ile

Trp

Ile

His

Phe

Ile

Asp

285

Leu

Ala

Phe

Pro

Leu

Asn

Asp

270

Glu

Arg

Asp

Phe

Gln
350

Glu

His

255

Ala

Leu

Asn

Ser

335

Thr

Ile

240

Phe

Asp

Glu

Thr

Tyr

320

Leu

Glu
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Val

Arg

Leu

385

Asp

Arg

Ser

Asp

Lys
465

Lys

Glu

370

Val

Leu

Leu

Phe

Asn

450

Lys

Leu

355

Gly

Pro

Arg

Lys

Ser

435

Gly

Asp

Thr

Ala

Ala

Glu

420

Leu

Cys

Pro

Asp

Lys

Leu

Trp

405

Pro

Lys

Arg

Thr

Asn

Pro

Leu

390

His

Leu

Glu

Arg

Leu

470

Gly

Gln

375

Phe

Tyr

Pro

Lys

Glu

455

Ala

Pro

360

Glu

Lys

Val

Phe

His

440

Met

Gln

Ala

Lys

Asp

Ala

Arg

425

Leu

Val

Leu

92

Thr

Asn

Lys

Lys

410

Ser

Met

Arg

Ser

Thr

Thr

395

Thr

Glu

Ile

Ser

475

Leu

Arg

380

Lys

Ile

Leu

Lys

Val

460

Tyr

Val

365

Leu

Pro

Pro

Leu

Leu

445

Lys

His

Ile

Ser

Ala

Lys

Trp

430

Asp

Thr

Ile

Thr

Ile

Gly

Gly

415

Arg

Lys

Ile

Lys

Tyr

Asp

400

Ala

Gln

Asp

Val

Thr
480
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Ala

Lys

Arg

Leu

Leu

545

Thr

Phe

Lys

Val

Leu

530

Gln

<210> 44
<211> 332

<212>
<213>

<220>

Leu

Leu

Lys

515

Asp

Lys

Arg

PRT

Gln

Ala

500

Asp

Asp

Ile

Gln

Tyr

485

Glu

Lys

Leu

Ile

Secuencia Artificial

Asn

Thr

Asn

Gln
550

Phe

Phe

Leu

Asp

535

Asn

Ser

Leu

Asn

520

Ser

Glu

Asp

His

505

Asn

Asn

Thr

93

Val

490

Phe

Tyr

Ile

Glu

Lys

Leu

Phe

Asp

Arg
555

Leu

Glu

Ile

Asn

540

Ala

Asp

Phe

Thr

525

Ile

Lys

Trp

Leu

510

Asp

Ala

Ile

Glu

495

Leu

Asn

Phe

Gly

Asn

Arg

Thr
560
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<223> YopE1-138 - dos dominios CARD de MADS5 murina optimizada en codones de Y.

enterocolitica (minimo: Aa 1-190)

<400> 44

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

94

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Pro

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala
110

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu
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Thr

Leu

Ile

145

Arg

Leu

Asn

Glu

Leu

225

Leu

Gln

130

Val

Pro

Ile

Thr

Gln

210

Glu

Pro

115

Lys

Cys

Arg

Phe

Cys

195

Gly

His

Lys

Asn

Ser

Leu

Leu

180

Gly

Gln

Ser

Tyr

His

Ala

Lys

165

Ser

Asn

Trp

Gly

Met

Glu

150

Met

Ala

Thr

Pro

Asn

230

Gln

Gln

135

Asp

Tyr

Glu

Ser

Leu

215

Pro

Gln

120

Phe

Ser

Ile

Thr

Ala

200

Gly

Leu

Leu

Ala

Phe

Gln

Lys

185

Ala

Trp

Ala

95

Ser

Thr

Arg

Val

170

Glu

Glu

Thr

Ala

Ser

Leu

Asn

155

Glu

Gln

Leu

Gln

Arg
235

Leu

Glu
140

Leu

Pro

Ile

Leu

Met

220

Tyr

Asp

125

Ser

Ile

Val

Leu

Leu

205

Phe

Val

Ala

Leu

Leu

Lys

190

Ser

Val

Lys

Glu

Met

Phe

Asp

175

Lys

Thr

Glu

Pro

Thr

Ser

Phe

160

His

Ile

Leu

Ala

Thr
240
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Leu

Leu

Ile

Glu

Gly

305

Ser

Thr

His

Asn

Asp

290

Val

Thr

<210> 45
<211> 457

<212>
<213>

<220>

Asp

Leu

Asp

275

Arg

Arg

Phe

PRT

Leu

Leu

260

Val

Asn

Glu

Leu

Pro

245

Thr

Leu

Arg

Leu

Asp
325

Secuencia Artificial

Ser

Leu

Asp

Ile

Leu

310

Val

Pro

Leu

Thr

Ser

295

Leu

Ser

Gln

Cys

280

Ala

Arg

Ser

Pro

265

Phe

Ala

Ile

Gln

96

Glu

250

Thr

Glu

Gly

Val

Thr
330

Thr

Leu

Lys

Asn

Gln

315

Gly

Ala

Val

Gly

Ser

300

Lys

Asn

His Asp

270

Leu Leu

285

Gly Asn

Glu Asn

Glu

255

Leu

Thr

Glu

Trp

Cys

Leu

Val

Ser

Phe
320
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<223> YopE1-138 - dos dominios CARD de MADS5 murina optimizada en codones de Y.

enterocolitica (extendida: Aa 1-315)

<400> 45

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

97

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Pro

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala
110

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu
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25

30

Thr

Leu

Ile

145

Arg

Leu

Asn

Glu

Leu

225

Leu

Gln

130

Val

Pro

Ile

Thr

Gln

210

Glu

Pro

115

Lys

Cys

Arg

Phe

Cys

195

Gly

His

Lys

Asn

Ser

Leu

Leu

180

Gly

Gln

Ser

Tyr

His

Ala

Lys

165

Ser

Asn

Trp

Gly

Met

Glu

150

Met

Ala

Thr

Pro

Asn

230

Gln

Gln

135

Asp

Tyr

Glu

Ser

Leu

215

Pro

Gln

120

Phe

Ser

Ile

Thr

Ala

200

Gly

Leu

Leu

Ala

Phe

Gln

Lys

185

Ala

Trp

Ala

98

Ser

Thr

Arg

Val

170

Glu

Glu

Thr

Ala

Ser

Leu

Asn

155

Glu

Gln

Leu

Gln

Arg
235

Leu

Glu
140

Leu

Pro

Ile

Leu

Met

220

Tyr

Asp

125

Ser

Ile

Val

Leu

Leu

205

Phe

Val

Ala

Leu

Leu

Lys

190

Ser

Val

Lys

Glu

Met

Phe

Asp

175

Lys

Thr

Glu

Pro

Thr

Ser

Phe

160

His

Ile

Leu

Ala

Thr
240
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Leu

Leu

Ile

Glu

Gly

305

Ser

Gln

Asn

Thr

His

Asn

Asp

290

Val

Thr

Glu

Ser

Asp

Leu

Asp

275

Arg

Arg

Phe

Leu

Ser

355

Leu

Leu

260

Val

Asn

Glu

Leu

Thr

340

His

Pro

245

Thr

Leu

Arg

Leu

Asp

325

Gly

Arg

Ser

Leu

Asp

Ile

Leu

310

Val

Gly

Asp

Pro

Leu

Thr

Ser

295

Arg

Leu

Gly

Gly

Ser

Gln

Cys

280

Ala

Arg

Arg

Cys

Pro

360

Ser

Pro

265

Phe

Ala

Ile

Gln

Pro

345

Ala

99

Glu

250

Thr

Glu

Gly

Val

Thr

330

Glu

Ala

Thr

Leu

Lys

Asn

Gln

315

Gly

Asp

Asn

Ala

Val

Gly

Ser

300

Lys

Asn

Asn

Glu

His

Leu

285

Gly

Glu

Thr

Cys
365

Asp

Lys

270

Leu

Asn

Asn

Ala

Asp

350

Leu

Glu

255

Leu

Thr

Glu

Trp

Leu

335

Leu

Leu

Cys

Leu

Val

Ser

Phe

320

Phe

Ala

Pro
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Ala

Ile

385

Asp

Gly

Ser

Leu

Val

370

Leu

Thr

His

Gln
450

<210> 46
<211> 332

<212>
<213>

<220>

Asp

Pro

Ser

Asn

Glu

435

Leu

PRT

Glu

Glu

Leu

Ser

420

Ser

Arg

Ser

Ala

Ala

405

Asn

Val

Pro

Secuencia Artificial

Ser

Ser

390

Glu

Met

Ile

Tyr

Leu

375

Cys

Gly

Gly

Gln

Gln
455

Glu

Thr

Ser

Arg

Thr

440

Met

Thr

Val

Asp

425

Lys

Glu

100

Glu

Ser

Ser

410

Ser

Arg

Ala

Ser

395

Cys

Gly

Val

Trp

380

Val

Phe

Thr

Ser

Asn

Thr

Asp

Met

Pro

445

Val

Thr

Glu

Gly

430

Glu

Asp

Glu

Ser

415

Ser

Pro

Asp

Ser

400

Leu

Asp

Glu
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<223> YopE1-138 - dos dominios CARD de MADS5 murina optimizada en codones de Y.

enterocolitica (minimo: Aa 1-190)

<400> 46

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

101

Ser

10

Met

Asn

Ile

Ala
90

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Pro

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala
110

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu
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Thr

Leu

Asn

145

Arg

Leu

Ala

Glu

Leu

225

Leu

Gln

130

Gly

Ala

Thr

Thr

Lys

210

Arg

Pro

115

Lys

Tyr

Arg

Phe

Ser

195

Gly

Arg

Lys

Asn

Ser

Val

Leu

180

Gly

Val

Thr

Tyr

His

Thr

Lys

165

Pro

Asn

Trp

Gly

Met

Asp

150

Met

Ala

Met

His

Ser

230

Gln

Gln

135

Glu

Tyr

Glu

Gln

Leu

215

Pro

Gln

120

Phe

Asn

Ile

Val

Ala

200

Gly

Leu

Leu

Ala

Phe

Gln

Lys

185

Val

Trp

Ala

102

Ser

Thr

Arg

Val

170

Glu

Glu

Thr

Ala

Ser

Leu

Tyr

155

Glu

Gln

Leu

Arg

Arg
235

Leu

Glu
140

Leu

Pro

Ile

Leu

Glu

220

Tyr

Asp

125

Ser

Ile

Val

Gln

Leu

205

Phe

Met

Ala

Ser

Leu

190

Ser

Val

Asn

Glu

Met

Cys

Asp

175

Thr

Thr

Glu

Pro

Thr

Ser

Phe

160

Tyr

Val

Leu

Ala

Glu
240
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Leu

Leu

Val

Glu

Gly

305

Ser

Thr

Gln

Arg

Asp

290

Val

Ala

<210> 47
<211> 456

<212>
<213>

<220>

Asp

Leu

Asp

275

Arg

Arg

Phe

PRT

Leu

Leu

260

Val

Asn

Glu

Leu

Pro

245

Asn

Leu

Arg

Leu

Asn

325

Secuencia Artificial

Ser

Leu

Asp

Ile

Leu

310

Val

Pro

Leu

Lys

Ala

295

Lys

Leu

Ser

Gln

Cys

280

Ala

Arg

Arg

Phe

Pro

265

Met

Ala

Ile

Gln

103

Glu

250

Thr

Glu

Glu

Val

Thr
330

Asn

Leu

Glu

Asn

Gln

315

Gly

Ala

Val

Glu

Asn

300

Lys

Asn

His Asp

270

Leu Leu

285

Gly Asn

Glu Asn

Glu

255

Leu

Thr

Glu

Trp

Tyr

Leu

Ile

Ser

Phe
320
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<223> YopE1-138 - dos dominios CARD de MADS5 murina optimizada en codones de Y.

enterocolitica (extendido: Aa 1-314)

<400> 47

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

104

Ser

10

Met

Asn

Ile

Ala
90

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Pro

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala
110

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu
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Thr

Leu

Asn

145

Arg

Leu

Ala

Glu

Leu

225

Leu

Gln

130

Gly

Ala

Thr

Thr

Lys

210

Arg

Pro

115

Lys

Tyr

Arg

Phe

Ser

195

Gly

Arg

Lys

Asn

Ser

Val

Leu

180

Gly

Val

Thr

Tyr

His

Thr

Lys

165

Pro

Asn

Trp

Gly

Met

Asp

150

Met

Ala

Met

His

Ser

230

Gln

Gln

135

Glu

Tyr

Glu

Gln

Leu

215

Pro

Gln

120

Phe

Asn

Ile

Val

Ala

200

Gly

Leu

Leu

Ala

Phe

Gln

Lys

185

Val

Trp

Ala

105

Ser

Thr

Arg

Val

170

Glu

Glu

Thr

Ala

Ser

Leu

Tyr

155

Glu

Gln

Leu

Arg

Arg
235

Leu

Glu
140

Leu

Pro

Ile

Leu

Glu

220

Tyr

Asp

125

Ser

Ile

Val

Gln

Leu

205

Phe

Met

Ala

Ser

Leu

190

Ser

Val

Asn

Glu

Met

Cys

Asp

175

Thr

Thr

Glu

Pro

Thr

Ser

Phe

160

Tyr

Val

Leu

Ala

Glu
240
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Leu

Leu

Val

Glu

Gly

305

Ser

Gln

Asn

Thr

Gln

Arg

Asp

290

Val

Ala

Glu

Leu

Asp

Leu

Asp

275

Arg

Arg

Phe

Leu

Ser

355

Leu

Leu

260

Val

Asn

Glu

Leu

Thr

340

Gln

Pro

245

Asn

Leu

Arg

Leu

Asn

325

Gly

Val

Ser

Leu

Asp

Ile

Leu

310

Val

Ser

Asp

Pro

Leu

Lys

Ala

295

Lys

Leu

Asp

Gly

Ser

Gln

Cys

280

Ala

Arg

Arg

Cys

Pro

360

Phe

Pro

265

Met

Ala

Ile

Gln

Ser

345

Gln

106

Glu

250

Thr

Glu

Glu

Val

Thr

330

Glu

Val

Asn

Leu

Glu

Asn

Gln

315

Gly

Ser

Glu

Ala

Val

Glu

Asn

300

Lys

Asn

Asn

Glu

His

Leu

285

Gly

Glu

Asn

Ala

Gln
365

Asp

Lys

270

Leu

Asn

Asn

Glu

Glu

350

Leu

Glu

255

Leu

Thr

Glu

Trp

Leu

335

Ile

Leu

Tyr

Leu

Ile

Ser

Phe

320

Val

Glu

Ser
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Thr

Asn

385

Asp

Gly

Ser

Gln

Thr

370

Ser

Thr

His

Leu

450

<210> 48
<211> 219

<212>
<213>

<220>

Val

Ser

Ser

Asn

Glu

435

Arg

PRT

Gln

Glu

Leu

Ser

420

Glu

Pro

Pro

Ser

Ala

405

Asn

Asn

Tyr

Secuencia Artificial

Asn

Ser

390

Glu

Met

Val

Gln

Leu

375

Phe

Gly

Gly

Ala

Met
455

Glu

Ala

Ser

Ser

Ala

440

Glu

Lys

Val

Asp

425

Arg

107

Glu

Ser

Ser

410

Ser

Ala

Val

Ser

395

Cys

Gly

Ser

Trp

380

Val

Leu

Thr

Pro

Gly

Val

Asp

Met

Glu
445

Met

Ser

Glu

Gly

430

Pro

Glu

Glu

Ser

415

Ser

Glu

Asn

Ser

400

Leu

Asp

Leu
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<223> YopE1-138 - dos dominios CARD de MAVS murina optimizada en codones de Y.

enterocolitica (minimo: Aa 1-77)

<400> 48

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

108

Ser

10

Met

Asn

Ile

Ala
90

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Pro

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala
110

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu
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Thr

Leu

Phe

145

Phe

Thr

Asn

Gly

Leu

Gln

130

Ala

Cys

Ala

Arg

Trp
210

<210> 49

<211> 142

Pro

115

Lys

Glu

Asn

Arg

Asp

195

Val

<212> PRT

Lys

Asn

Asp

Val

180

Thr

Glu

Tyr

His

Lys

Asp

165

Gln

Leu

Tyr

Met

Thr
150

Val

Trp

Phe

Gln

Gln

135

Tyr

Val

Arg

His

Ile
215

Gln

120

Phe

Lys

Glu

Leu

Leu

200

Ala

Leu

Ala

Tyr

Ile

Arg

185

Phe

Ala

109

Ser

Thr

Ile

Leu

170

Ala

Asn

Leu

Ser

Leu

Cys

155

Pro

Thr

Thr

Arg

Leu

Glu

140

Arg

Tyr

Cys

Leu

Asp

125

Ser

Asn

Leu

Thr

Gln
205

Ala

Arg

Phe

Pro

Leu

190

Arg

Glu

Met

Ser

Cys

175

Ser

Arg

Thr

Pro

Asn

160

Leu

Gly

Pro
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> YopE1-138 - dos dominios CARD de MAVS murina optimizada en codones de Y.

enterocolitica (minimo: Aa 1-77)

<400> 49

Met
1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

85

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

110

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala
90

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Pro

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Pro

Ser

30

Arg

Phe

Ala

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln
95

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met
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Pro Ser Pro Thr Ser Phe Ser Asp Ser Ile Lys Gln Leu Ala Ala Glu
100 105 110

Thr Leu Pro Lys Tyr Met Gln Gln Leu Ser Ser Leu Asp Ala Glu Thr
115 120 125

Leu Gln Lys Asn His Asp Gln Phe Ala Thr Leu Glu Ser Arg
130 135 140

<210> 50
<211> 1675
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia de mutador para la generacion de YopE1-138 - dos dominios CARD de RIG-1
murina optimizada en codones de Y. enterocolitica (Aa. 1-246)

integrada en el plasmido pYV

<400> 50
gaatagacag cgaaagttgt tgaaataatt gagtgatage ttgttcaaat gaatacattt 60

gatctcctaa tagttagata aaatatcaac ttaaccaaag cactctcgge agaccatcaa 120

ttttagccta taatttttag tttttatttt gtctaatata acaacaaaaa cagcageggt 180

tttttatata accaccggct attttcccac taagataacc ttgttttaat agccaaggga 240

ataaatagtc atgaaaatat catcatttat ttctacatca ctgccectge cggeatcagt 300
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gtcaggatct agcagegtag gagaaatgtc tgggegetea gtctcacage aaaaaagtga 360

tcaatatgca aacaatctgg ccgggegeac tgaaagecct cagggttceca gettagccag 420

ccgtatcatt gagaggttat catcaatgge ccactctgtg attggattta tccaacgcat 480

gttctcggag gggagecata aaccggtggt gacaccagea ctcacgectg cacaaatgee 540

aagccctacg tctttcagtg atagtatcaa geaacttget getgagacge tgccaaaata 600

catgcagcag ttgagtagct tggatgcaga gacgetgeag aaaaatcatg accagttcge 660

cacgctcgag tctagaatga ccgecgaaca acgccaaaat ctgecaagect ttcgegatta 720

tattaaaaaa attctggatc cgacctatat tctgagctat atgagcagcet ggetggaaga 780

tgaagaagtg caatatattc aagccgaaaa aaataataaa ggtccgatgg aagecgecag 840

cctgtttctg caatatctge tgaaactgea aagecgaaggt tggtttcaag cctttetgga 900

tgccctgtat catgeeggtt attgtggtet gtgtgaagee attgaaaget gggattttca 960

aaaaattgaa aaactggaag aacatcgcct getgetgege cgectggaac cggaatttaa 1020

agccaccgtg gatccgaatg atattctgag cgaactgage gaatgtetga ttaatcaaga 1080

atgtgaagaa attcgccaaa ttcgcgatac caaaggtcge atggecggtg ccgaaaaaat 1140

ggccgaatgt ctgattcgea gegataaaga aaattggecg aaagtgetge aactggeect 1200

ggaaaaagat aatagcaaat ttagcgaact gtggattgtg gataaaggtt ttaaacgcge 1260
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cgaaagcaaa gccgatgaag atgatggtge cgaagecage ageattcaaa tttttattca 1320

agaagaaccg gaatgtcaaa atctgagcca aaatccgggt ccgecgageg aagecageag 1380

caataatctg catagcccgce tgaaaccgeg caattaatat ggataaaaac aagggggtag 1440

tgtttceecc tttttetate aatattgega atatcttcgt cectgatett tcaggggega 1500

atcgtttttt agcatgctca ttgttagaat ttctgactta tctctcttet gtattactac 1560

tcatactctg gaaaatcctg agcatttata tctatggatt gatgcageac tcgagaaatc 1620

aaaatatcat tgctaagcgt tatatagtat ataccgtgct ttttatactg aaaac 1675

<210> 51

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_285

<400> 51
cataccatgg gagtgagcaa gggcgag 27

<210> 52
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Num. de cebador : Si_286

<400> 52
ggaagatctt tacttgtaca getegtccat

<210> 53
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_287

<400> 53
cggggtacct caactaaatg accgtggtg

<210> 54
<211> 43
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_288

<400> 54
gttaaagctt ttcgaatcta gactcgageg tggegaactg gte
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<210> 55
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_387

<400> 55
cgtatctaga atggactgtg aggtcaacaa

<210> 56
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_391

<400> 56

cgtatctaga ggcaaccgea gca

<210> 57
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_389

30

23
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<400> 57
gttaaagctt tcagtccate ccatttctg 29

<210> 58
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_436

<400> 58

cgtatctaga atgcceegece cc 22

<210> 59
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_437

<400> 59

gttaaagctt ctacccaccg tactcgtcaa t 31

<210> 60
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Num. de cebador : Si_438

<400> 60
cgtatctaga atgtctgaca cgtccagaga g

<210> 61
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_439

<400> 61
gttaaagctt tcatcttctt cgcaggaaaa ag

<210> 62
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_463

<400> 62
cagtctcgag gaaagcttgt ttaaggggc

117
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32
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<210> 63
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_464

<400> 63
cagtttcgaa ttagcgacgg cgacg 25

<210> 64
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_476

<400> 64
gttaaagctt ttacttgtac agctcgteca t 31

<210> 65
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_494
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<400> 65
cgtatctaga atggccgage cttg 24

<210> 66
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_495

<400> 66
gttaaagctt ttattgaaga tttgtggctc ¢ 31

<210> 67
<211> 64
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_504

<400> 67
cgtatctaga gaaaatctgt attttcaaag tgaaaatctg tattttcaaa gtatgccccg 60

ccee 64

<210> 68
<211> 30

119



10

15

20

25

30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_505

<400> 68
gttaaagctt cccaccgtac tcgtcaatte 30

<210> 69
<211> 66
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_508

<400> 69
cgtatctaga gaaaatctgt attttcaaag tgaaaatctg tattttcaaa gtatggccga

geettg 66
<210> 70

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_509

120
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<400> 70
gttaaagctt ttgaagattt gtggctcec 29

<210> 71
<211> 67
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_511

<400> 71
cgtatctaga gaaaatctgt attttcaaag tgaaaatctg tattttcaaa gtgtgagcaa

gggcegag 67

<210> 72
<211> 91
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_512

<400> 72
cgtatctaga gaaaatctgt attttcaaag tgaaaatctg tattttcaaa gtccgecgaa

aaaaaaacgt aaagttgtga gcaagggega g 91

121

60

60
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<210> 73
<211> 55
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_513

<400> 73
gttaaagctt ttaaacttta cgtttttttt tcggcggctt gtacagetcg tccat

<210> 74
<211> 90
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_515

<400> 74
cgtatctaga gaaaatctgt attttcaaag tgaaaatctg tattttcaaa gtgattataa

agatgatgat gataaaatgg ccgagccttg 90

<210> 75
<211> 82
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
122

55
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<223> Num. de cebador : Si_677

<400> 75
ttactattcg aagaaattat tcataatatt gcccgecate tggeccaaat tggtgatgaa 60

atggatcatt aagcttggag ta 82

<210> 76
<211> 82
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_678

<400> 76
tactccaagc ttaatgatcc atttcatcac caatttgggce cagatggegg geaatattat 60

gaataatttc ttcgaatagt aa 82

<210> 77
<211> 73
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_682

<400> 77
ttactactcg agaaaaaact gagcgaatgt ctgcgecgea ttggtgatga actggatage 60
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taagcttgga gta 73

<210> 78
<211> 73
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_683

<400> 78

tactccaagc ttagctatcc agttcatcac caatgeggeg cagacattcg ctcagttttt

tctcgagtag taa 73

<210> 79
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_580

<400> 79
catgccatgg atttatggtc atagatatga cctc 34

<210> 80
<211> 35

124
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_612

<400> 80
cggggtacca tgaggtagct tatttcctga taaag

<210> 81
<211> 35
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_613

<400> 81
cggggtacca taattgtcca aatagttatg gtage

<210> 82
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_614

<400> 82
catgccatgg cggcaaggct cctc

125
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<210> 83
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_615

<400> 83
cggggtacct ttatttgtca acactgece

<210> 84
<211> 26
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_616

<400> 84
cggggtacct geggggtctt tactcg

<210> 85
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
126

29

26
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<223> Num. de cebador : Si_585

<400> 85
cagtctcgag atgcagatct tcgtcaagac 30

<210> 86
<211> 43
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_586

<400> 86
gttaaagctt getagettcg aaaccaccac gtagacgtaa gac 43

<210> 87
<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Num. de cebador : Si_588

<400> 87
cagtttcgaa gattataaag atgatgatga taaaatggcc gagcecttg 48

<210> 88
<211> 53
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> num. de cebador 733

<400> 88
ttactactcg agggtgccat cgatgccgaa gaaattattc ataatattge ccg 53

<210> 89
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> num. de cebador 735

<400> 89

tactccttcg aattaatgat ccatttcatc accaatttg 39

<210> 90
<211> 50
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> num. de cebador 736

<400> 90
ttactactcg agggtgccat cgatgccaaa aaactgageg aatgtetgeg 50
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<210> 91
<211> 37
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> num. de cebador 738

<400> 91

tactccttcg aattagctat ccagttcatc accaatg

<210> 92
<211> 43
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> nam. de cebador 734

<400> 92

tactccttcg aaggcaccat gatccatttc atcaccaatt tgg

<210> 93
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

129
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<223> nam. de cebador 725

<400> 93

ttactattcg aagaaattat tcataatatt gcc

<210> 94
<211> 50
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> nam. de cebador 726

<400> 94
tactccaagc ttacggttga atattatgat ccatttcatc accaatttgg

<210> 95
<211> 49
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> num. de cebador 727

<400> 95
ttactattcg aagccggtgg tgccgaagaa attattcata atattgece

<210> 96
<211> 29
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> nam. de cebador 728

<400> 96

tactccaagc ttaatgatcc atttcatca

<210> 97
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> num. de cebador 737

<400> 97

tactccttcg aaggcaccgc tatccagtte atcaccaatg

<210> 98
<211> 394
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> YopE1-138 2xsitio de TEV - EGFP

<400> 98

131
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Met

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln
120

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

132

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Pro

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Asp
125

Pro

Ser

30

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr
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Leu

Leu

145

Glu

Asp

Ala

Leu

Gln

225

Lys

Gln

130

Tyr

Glu

Val

Thr

Pro

210

Cys

Ser

Lys

Phe

Leu

Asn

Tyr

195

Val

Phe

Ala

Asn

Gln

Phe

Gly

180

Gly

Pro

Ser

Met

His

Ser

Thr

165

His

Lys

Trp

Arg

Pro

245

Asp

Glu

150

Gly

Lys

Leu

Pro

Tyr

230

Glu

Gln

135

Asn

Val

Phe

Thr

Thr

215

Pro

Gly

Phe

Leu

Val

Ser

Leu

200

Leu

Asp

Tyr

Ala

Tyr

Pro

Val

185

Lys

Val

His

Val

133

Thr

Phe

Ile

170

Ser

Phe

Thr

Met

Gln
250

Leu

Gln

155

Leu

Ile

Thr

Lys

235

Glu

Glu

140

Ser

Val

Glu

Cys

Leu

220

Gln

Arg

Ser

Val

Glu

Gly

Thr

205

Thr

His

Thr

Arg

Ser

Leu

Glu

190

Thr

Tyr

Asp

Ile

Glu

Lys

175

Gly

Gly

Gly

Phe

Phe
255

Asn

Gly

160

Gly

Asp

Lys

Val

Phe

240

Phe



10

15

20

25

30

Lys

Asp

Asn

305

Phe

His

Asp

Glu

Asp

Thr

Gly

290

Val

Lys

Tyr

Asn

Lys
370

Asp

Leu

275

Asn

Tyr

Ile

Gln

His

355

Arg

Gly

260

Val

Ile

Ile

Arg

Gln

340

Tyr

Asp

Asn

Asn

Leu

Met

His

325

Asn

Leu

His

Tyr

Arg

Gly

Ala

310

Asn

Thr

Ser

Met

Lys

Ile

His

295

Asp

Ile

Pro

Thr

Val
375

Thr

Glu

280

Lys

Lys

Glu

Ile

Gln

360

Leu

Arg

265

Leu

Leu

Gln

Asp

Gly

345

Ser

Leu

134

Ala

Lys

Glu

Lys

Gly

330

Asp

Ala
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Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Leu

Leu

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Met

Phe

Asp
175

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr

Ser

Phe

160

His
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Leu

Asn

Glu

Leu

225

Leu

Leu

Ile

Glu

Ile

Thr

Gln

210

Glu

Thr

His

Asn

Asp
290

Phe

Cys

195

His

Leu

Asp
275

Arg

Leu

180

Gly

Gln

Ser

Leu

Leu

260

Val

Asn

Ser

Asn

Trp

Gly

Pro

245

Thr

Leu

Arg

Ala

Thr

Pro

Asn

230

Ser

Leu

Asp

Ile

Glu

Ser

Leu

215

Pro

Pro

Leu

Thr

Ser

295

Thr

Ala

200

Leu

Ser

Gln

Cys

280

Ala

Lys

185

Ala

Trp

Ala

Ser

Pro

265

Phe

Ala

154

Glu

Glu

Thr

Ala

Glu

250

Thr

Glu

Gly

Gln

Leu

Gln

Arg

235

Thr

Leu

Lys

Asn

Ile

Leu

Met

220

Tyr

Ala

Val

Gly

Ser

300

Leu

Leu

205

Phe

Val

His

Leu

285

Gly

Lys

190

Ser

Val

Lys

Lys
270

Leu

Asn

Lys

Thr

Glu

Pro

Glu

255

Leu

Thr

Glu

Ile

Leu

Ala

Thr

240

Cys

Leu

Val

Ser
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30

Gly
305

Ser

Gln

Asn

Ala

Ile

385

Asp

Gly

Val

Thr

Glu

Ser

Val

370

Leu

Thr

His

Arg

Phe

Leu

Ser

355

Pro

Ser

Asn

Glu

Leu

Thr

340

His

Glu

Glu

Leu

Ser

420

Leu

325

Gly

Arg

Ser

Ala

Ala

405

Asn

Leu

310

Val

Gly

Asp

Ser

Ser

390

Glu

Met

Arg

Leu

Gly

Gly

Leu

375

Cys

Gly

Gly

Arg

Arg

Cys

Pro

360

Glu

Thr

Ser

Arg

Ile

Gln

Pro

345

Ala

Thr

Asp

Val

Asp
425

155

Val

Thr

330

Glu

Ala

Glu

Ser

Ser

410

Ser

Gln

315

Gly

Asp

Asn

Ala

Ser

395

Cys

Gly

Lys

Asn

Asn

Glu

Trp

380

Val

Phe

Thr

Glu

Thr

Cys

365

Asn

Thr

Asp

Met

Asn

Ala

Asp

350

Leu

Val

Thr

Glu

Gly
430

Trp

Leu

335

Leu

Leu

Glu

Ser

415

Ser

Phe

320

Phe

Ala

Pro

Ser

400

Leu

Asp
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15

20

25

30

Ser Asp Glu Ser
435

<210> 113
<211> 373
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> YopE1-138 - MADS murina optimizada en codones de Y. enterocolitica (Aa.

1-231)

<400> 113

Met Lys Ile Ser
1

Val Ser Gly Ser
20

Gln Gln Lys Ser
35

Ser Pro Gln Gly
50

Ser

Ser

Asp

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Thr

Glu

25

Asn

Ser

156

Ser Leu

10

Met Ser

Asn Leu

Arg Ile

Pro

Gly

Ala

Ile
60

Leu Pro

Arg Ser
30

Gly Arg
45

Glu Arg

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Ser

Glu

Ser
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20
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30

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Ile

145

Arg

Leu

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

130

Val

Pro

Ile

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Cys

Arg

Phe

His

Lys

Thr

100

Lys

Asn

Ser

Leu

Leu

180

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Ala

Lys

165

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Asp

Glu

150

Met

Ala

Ile

Val

Ser

Gln

Gln

135

Asp

Tyr

Glu

Gly

Thr

Gln

120

Phe

Ser

Ile

Thr

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

Phe

Gln

Lys
185

157

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Arg

Val

170

Glu

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Leu

Asn

155

Glu

Gln

Arg

Thr

Gln

Leu

Glu

140

Leu

Pro

Ile

Met

Pro

Leu

Asp

125

Ser

Ile

Val

Leu

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Arg

Leu

Leu

Lys
190

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Met

Phe

Asp

175

Lys

Glu

80

Met

Glu

Thr

Ser

Phe

160

His

Ile
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30

Asn

Glu

Leu

225

Leu

Leu

Ile

Glu

Gly
305

Thr

Gln

210

Glu

Thr

His

Asn

Asp

290

Val

Cys

195

Gly

His

Asp

Leu

Asp

275

Arg

Arg

Gly

Gln

Ser

Leu

Leu

260

Val

Asn

Glu

Asn

Trp

Gly

Pro

245

Thr

Leu

Arg

Leu

Thr

Pro

Asn

230

Ser

Leu

Asp

Ile

Leu

310

Ser

Leu

215

Pro

Pro

Leu

Thr

Ser

295

Arg

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Gln

Cys

280

Ala

Arg

Ala

Trp

Ala

Ser

Pro

265

Phe

Ala

Ile

158

Glu

Thr

Ala

Glu

250

Thr

Glu

Val

Leu

Gln

Arg

235

Thr

Leu

Lys

Asn

Gln
315

Leu

Met

220

Tyr

Ala

Val

Gly

Ser

300

Lys

Leu

205

Phe

Val

His

Asp

Leu

285

Glu

Ser

Val

Lys

Asp

Lys

270

Leu

Asn

Asn

Thr

Glu

Pro

Glu

255

Leu

Thr

Glu

Trp

Leu

Ala

Thr

240

Cys

Leu

Val

Ser

Phe
320
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30

Ser

Gln

Asn

Ala

Thr

Glu

Ser

Val
370

<210> 114
<211> 349

<212>
<213>

<220>

<223>

Phe

Leu

Ser

355

Asp

PRT

Leu

Thr
340

His

Glu

Asp Val Leu Arg Gln Thr Gly Asn Asp Ala
325 330

Gly Gly Gly Cys Pro Glu Asp Asn Thr Asp
345 350

Arg Asp Gly Pro Ala Ala Asn Glu Cys Leu
360 365

Ser

Secuencia Artificial

codones de Y. enterocolitica

<400> 114

Leu

335

Leu

Leu

Phe

Ala

Pro

YopE1-138- version activa constitutiva de CdaS L44F de B. subtilis optimizada en

Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro Ala Ser

1

5 10

15

Val Ser Gly Ser Ser Ser Val Gly Glu Met Ser Gly Arg Ser Val Ser

159
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Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Ala

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

130

Met

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Arg

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr

100

Lys

Asn

Tyr

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Glu

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Asp

Gln

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Gln

135

Ile

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Ser

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

Glu

160

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Asn

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Leu

Ala

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Glu

140

Phe

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Asp

125

Ser

Lys

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Arg

Gly

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Met

Lys

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr

Lys

Ile
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145

Gln

Thr

Gly

Gln

Ala

225

Glu

His

Asn

Val

Leu

His

Ser

210

Ile

Arg

Ala

Pro

Tyr

His

Val

195

Tyr

Lys

Ala

Glu

Leu

Leu

Glu

180

Phe

Ile

Ala

Asp

Ile

260

His

Glu

165

Lys

Gln

Glu

Leu

Pro

245

Ser

Asp

150

Gln

Asp

Glu

Ser

230

Val

Ser

Gly

Ile

Gln

Met

Phe

215

Glu

Glu

Ser

Ala

Leu

Cys

Gln

200

Thr

His

Arg

Leu

Leu

Gly

Leu

185

Gly

Pro

Lys

Phe

Ile

265

Leu

161

Asp

170

Phe

Ile

Ala

His

Ile

250

Glu

Val

155

Ala

Cys

Ala

Phe

Gly

235

Gln

Ser

Arg

Ser

Glu

Ser

Ile

220

Ala

Lys

Ile

Glu

Leu

Leu

Ser

205

Glu

Leu

Gly

Phe

Asn

Ile

Asp

190

Phe

Leu

Ile

Thr

Phe

270

Lys

Leu

175

Asp

Tyr

Ala

Val

Ser

255

Pro

Leu

160

Lys

Leu

Leu

Lys

Ile

240

Leu

Gly

Val
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20
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30

275

Ser Ala Ala Asn

290

Leu Gly Thr Arg

305

Ala Leu Val Leu

Lys Asp Gly Val

<210> 115
<211> 504
<212> PRT

340

Val

His

Val

325

Leu

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Arg

310

Val

Tyr

Pro

295

Ala

Ser

Pro

280

Leu

Ala

Glu

Leu

Thr

Leu

Glu

Ile
345

Thr

Gly

Thr

330

Ser

Lys Glu
300

Met Ser
315

Gly Lys

Pro Arg

285

Val Asp Ile His

Gly Tyr Thr Asp
320

Met Ser Phe Ala
335

Thr

<223> YopE1-138- cGAS humana optimizada en codones de Y. enterocolitica (Aa.

161-522)

<400> 115

Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro Ala Ser

1

5

162

10

15
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Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Gln
130

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Lys

Asn

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Gln
135

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Glu
25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

163

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Leu

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Glu
140

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Asp

125

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Arg

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Gly

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr

Ala
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Ser

145

Ile

Leu

Thr

Asp

Ser

225

Glu

Lys

Lys

Ser

Arg

Gly

Val

210

Asn

Asn

Met

Leu

Thr

Leu

Ser

195

Met

Thr

Pro

Leu

Arg

Ala

Lys

180

Tyr

Phe

Arg

Leu

Ser

260

Ala

Ala

165

Cys

Tyr

Lys

Ala

Ser

245

Lys

Val

150

Gly

Asp

Glu

Leu

Tyr

230

Gln

Phe

Leu

Met

Ser

His

Glu

215

Tyr

Phe

Arg

Glu

Val

Ala

Val

200

Val

Phe

Leu

Lys

Lys

Lys

Phe

185

Lys

Pro

Val

Glu

Ile
265

164

Leu

Gly
170

Arg

Ile

Lys

Gly
250

Ile

Lys

155

Val

Gly

Ser

Ile

Phe

235

Glu

Lys

Leu

Val

Val

Ala

Gln

220

Lys

Ile

Glu

Ser

Asp

Gly

Pro

205

Leu

Arg

Leu

Glu

Arg

His

Leu

190

Asn

Glu

Asn

Ser

Ile
270

Asp

Leu

175

Leu

Glu

Glu

Pro

Ala

255

Asn

Asp

160

Leu

Asn

Phe

Tyr

Lys

240

Ser
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Ile

Ala

Ala

305

Arg

Lys

Gln

Leu

Lys
385

Lys

Val
290

Leu

Ile

Pro

Glu

Asn

370

Cys

Asp

275

Thr

Glu

Gln

Phe

Glu

355

Asn

Cys

Thr

Leu

Ser

Asn

Tyr

340

Thr

His

Arg

Asp

Leu

Lys

Trp

325

Leu

Trp

Gly

Lys

Val

Ile

Ser

310

Leu

Val

Arg

Lys

390

Ile

Ser

295

Ser

Ser

Pro

Leu

Ser

375

Cys

Met

280

Glu

Trp

Ala

Lys

Ser

360

Lys

Leu

Lys

Lys

Pro

Lys

His

345

Phe

Thr

Lys

165

Arg

Ile

Ala

Val

330

Ala

Ser

Cys

Leu

Lys

Ser

Ser

315

Lys

His

Cys

Met
395

Arg

Val

300

Thr

Lys

Glu

Ile

Glu

380

Lys

Gly

285

Asp

Gln

Gln

Gly

Glu

365

Asn

Tyr

Gly

Ile

Glu

Leu

Asn

350

Lys

Lys

Leu

Ser

Thr

Gly

Arg

335

Gly

Glu

Glu

Leu

Pro

Leu

Leu

320

Leu

Phe

Ile

Glu

Glu
400
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Gln

Ser

Gln

Cys

Tyr

465

Arg

Glu

<210> 116
<211> 242

Leu

Tyr

Asp

Val

450

Phe

Ser

Phe

Lys

His

Ser

435

Thr

Ile

Lys

Pro

Glu

Val

420

Gln

Tyr

Pro

Glu

Val
500

Arg

405

Lys

Trp

Phe

Glu

Phe

485

Phe

Phe

Thr

Asp

Leu

Phe

470

Leu

Asp

Lys

Ala

Arg

Gln

455

Asn

Thr

Glu

Asp

Phe

Lys

440

Cys

Leu

Lys

Phe

Lys

Phe

425

Asp

Leu

Phe

Gln

166

Lys

410

His

Leu

Ser

Ile
490

His

Val

Gly

Thr

Ser

475

Glu

Leu

Cys

Leu

Glu

460

Asn

Tyr

Thr

Cys

445

Lys

Leu

Glu

Lys

Gln

430

Phe

Leu

Ile

Arg

Phe

415

Asn

Asp

Glu

Asp

Asn

495

Ser

Pro

Asn

Asn

Lys

480

Asn
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15

20

25

30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> YopE1-138- CARD de MAVS humana optimizada en codones de Y. enterocolitica (Aa.
1-100)

<400> 116

Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro Ala Ser

1 5 10 15

Val Ser Gly Ser Ser Ser Val Gly Glu Met Ser Gly Arg Ser Val Ser
20 25 30

Gln Gln Lys Ser Asp Gln Tyr Ala Asn Asn Leu Ala Gly Arg Thr Glu
35 40 45

Ser Pro Gln Gly Ser Ser Leu Ala Ser Arg Ile Ile Glu Arg Leu Ser
50 55 60

Ser Met Ala His Ser Val Ile Gly Phe Ile Gln Arg Met Phe Ser Glu
65 70 75 80

Gly Ser His Lys Pro Val Val Thr Pro Ala Leu Thr Pro Ala Gln Met
85 90 95

167
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Pro

Thr

Leu

Phe

145

Phe

Thr

Asn

Gly

Ser

Leu

Gln

130

Ala

Cys

Ala

Arg

Trp
210

Pro

Pro

115

Lys

Glu

Asn

Arg

Asp

195

Val

Thr

100

Lys

Asn

Asp

Val

Asp

180

Thr

Glu

Ser

Tyr

His

Lys

165

Gln

Leu

Tyr

Phe

Met

Asp

Thr

150

Val

Asp

Trp

Phe

Ser

Gln

Gln

135

Tyr

Val

Arg

His

Ile
215

Asp

Gln

120

Phe

Lys

Glu

Leu

Leu

200

Ala

Ser

105

Leu

Ala

Tyr

Ile

Arg

185

Phe

Ala

168

Ile

Ser

Thr

Ile

Leu

170

Ala

Asn

Leu

Lys

Ser

Leu

Cys

155

Pro

Thr

Thr

Arg

Gln

Leu

Glu

140

Arg

Tyr

Cys

Leu

Gly
220

Leu

125

Ser

Asn

Leu

Thr

Gln

205

Cys

Ala

110

Ala

Arg

Phe

Pro

Leu

190

Arg

Glu

Ala

Glu

Met

Ser

Cys

175

Ser

Arg

Leu

Glu

Thr

Pro

Asn

160

Leu

Gly

Pro

Val



10

15

20

25

30

Asp Leu Ala Asp Glu Val Ala Ser Val Tyr Glu Ser Tyr Gln Pro Arg

225 230

Thr Ser

<210> 117
<211> 505
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> YopE1-138- cGAS de anémona (N. vectensis) optimizada en codones de Y.

(Aa. 60-422) (Ensembl: A7SFB5.1)

<400> 117

Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro

1 5

Val Ser Gly Ser Ser Ser Val Gly Glu Met Ser Gly Arg Ser

20

Gln Gln Lys Ser Asp Gln Tyr Ala Asn Asn Leu Ala Gly Arg

35 40

25

169

235

240

enterolitica

Ala Ser
15

Val Ser

Thr Glu
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Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Phe

145

Val

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

130

Pro

Lys

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Lys

Ile

Gly

His

Lys

Thr

100

Lys

Asn

Gly

Ser

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Asp

Lys
165

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Asp

Leu

150

Gln

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Gln

135

Glu

Ser

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Thr

Thr

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

Leu

Lys

170

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Trp
170

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Leu

Arg

155

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Glu

140

Phe

Lys

Glu

Met

Pro

Leu

Asp

125

Ser

Ser

Lys

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Arg

Val

Met

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Gln

Thr

Ala
175

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr

Pro

160

Asp
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Lys

Leu

Thr

Met

225

Lys

Ile

Trp

Ile

His

Phe

Ile

210

Asp

Leu

Ala

Phe

Pro

290

Leu

Asn

195

Glu

Arg

Asp

Phe

275

Gln

Glu

180

His

Ala

Leu

Asp

Asn

260

Ser

Thr

Ile

Phe

Glu

Thr

245

Tyr

Leu

Glu

Ile

Glu

Glu

Val

230

Pro

Gly

Val

Val

Arg

Tyr

Leu

215

Glu

Ser

Arg

Gln

Lys
295

Lys

Thr

200

Gln

Asn

Tyr

Lys

280

Leu

His

185

Gly

Ile

Val

Arg

Leu

265

Ala

Thr

171

Cys

Ser

Met

Thr

Asn

250

Ser

Val

Asp

Lys

Phe

Val

Pro

235

Lys

Pro

Asn

Asn

Thr

Tyr

Ala

220

Tyr

Glu

Thr

Gly
300

Asn

Glu

205

Leu

Tyr

Asn

Lys

Tyr

285

Pro

Ser

190

His

Ser

Ala

Asp

Val

270

Lys

Ala

Ile

Leu

Ile

Gly

Leu

255

Ser

Asp

Thr

Lys

Lys

Lys

Leu

240

Thr

Arg

Glu

Thr
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Leu

305

Arg

Lys

Ile

Leu

Lys

385

Val

Tyr

Val

Leu

Pro

Pro

Leu

370

Leu

Lys

His

Ile

Ser

Ala

Lys

355

Trp

Asp

Thr

Ile

Thr

Ile

Gly

340

Gly

Arg

Lys

Ile

Lys
420

Tyr

Asp

325

Ala

Gln

Asp

Val

405

Thr

Arg
310

Leu

Arg

Ser

Asp

390

Lys

Ala

Glu

Val

Leu

Leu

Phe

375

Asn

Lys

Phe

Gly

Pro

Arg

Lys

360

Ser

Gly

Asp

Leu

Asp

Ala

Ala

345

Glu

Leu

Cys

Pro

Gln
425

172

Lys

Leu

330

Trp

Pro

Lys

Arg

Thr

410

Tyr

Pro

315

Leu

His

Leu

Glu

Arg

395

Leu

Asn

Gln

Phe

Tyr

Pro

Lys

380

Glu

Ala

Phe

Glu

Lys

Val

Phe

365

His

Met

Gln

Ser

Lys

Asp

Ala

350

Arg

Leu

Val

Leu

Asp
430

Asn

Lys

335

Lys

Ser

Met

Arg

Ser

415

Val

Arg

320

Thr

Thr

Glu

Asp

Ile

400

Ser

Lys
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Leu

Glu

Ile

465

Asn

Ala

Asp

Phe

450

Thr

Ile

Lys

<210> 118
<211> 315

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 118

Trp
435

Leu

Ala

Ile

PRT

Glu

Arg

Leu

Asn

Phe
500

Gly

Asp

Asn

Arg

485

Thr

Secuencia Artificial

Lys

Arg

Leu

470

Leu

Thr

Lys

Val

455

Leu

Asp

Gln

Leu

440

Lys

Lys

Arg

Ala

Asp

Asp

Ile

Gln
505

Glu

Lys

Leu

Ile
490

Arg

Thr

Asn

475

Gln

Phe

Leu

460

Asn

Leu

445

Asn

Ser

Glu

His

Asn

Asn

Thr

Phe

Tyr

Ile

Glu
495

YopE1-138- CdaA de Listeria optimizada en codones de Y. enterocolitica(Aa.
101-273)

Leu

Phe

Asp

480

Arg

Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro Ala Ser

173



10

15

20

25

30

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Lys

Asn

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Asp

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Gln

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Glu
25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

174

10

Met

Asn

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Leu

Gly

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Glu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

125

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Arg

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Tyr

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr

Gly
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Ser

145

Ser

Ala

Asn

Thr

Ser

225

Glu

Asp

130

Arg

Thr

Arg

Ala

Pro

210

Ala

Leu

Ser

Ile

Gln

Lys

195

Leu

Ala

Gly

Ile

Glu

Tyr

Thr

180

Ile

His

Ser

Thr

Thr

Arg

Met

165

Gly

Ser

Asp

Tyr

Arg

245

Ile

Glu

150

Ala

Met

Ser

Gly

Leu

230

His

Val

135

Gln

Lys

Gln

Ala

215

Pro

Arg

Val

His

Arg

Leu

200

Val

Leu

Ala

Ser

His

Arg

Tyr

185

Leu

Ile

Ser

Ala

Glu

175

Leu

Ile

170

Ile

Ile

Ile

Asp

Leu

250

Glu

Ile

155

Gly

Glu

Asn

Lys

Ser

235

Thr

140

Glu

Ala

Thr

Ile

Gly

220

Pro

Ile

Gly

Ser

Leu

Gly

Phe

205

Asn

Phe

Ser

Ile

Ile

Ile

190

Ile

Glu

Leu

Glu

Ile

Glu

Ser

175

Pro

Pro

Ile

Ser

Val

255

Ser

Lys

160

Val

Leu

Asn

Ala

Lys

240

Thr

Leu
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260

Thr Lys Gly Gly Glu Leu Phe Arg Asp Val Ser Glu Glu Glu Leu His

275

Lys Ile Leu Leu Lys Glu Leu Val Thr Val Thr Ala Lys Lys Pro Ser

290 295

280

265

Ile Phe Ser Lys Trp Lys Gly Gly Lys

305 310

<210> 119
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> num. de cebador 1010

<400> 119

cacatgtcta gacaaccgtt tccgaaaggt gatctg

<210> 120
<211> 37
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

176

Ser Glu
315

36

300

285

270
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15

20

25

30

<220>
<223> nam. de cebador 1012

<400> 120
atcccaagct tattggegtt gggtootaaa aattttg 37

<210> 121
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> nam. de cebador 1021

<400> 121

cacatgtcta gaatgaccge cgaacaacgc 30

<210> 122
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> nam. de cebador 1022

<400> 122

catgaagctt acggacccgg attttggctc 30

<210> 123
177
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<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> nam. de cebador 1023

<400> 123
catgaagctt acggttcttc ttgaataaaa atttgaatg

<210> 124
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> nam. de cebador 1024

<400> 124
catgaagctt attgcagcac tttcggccaa ttt

<210> 125
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> nam. de cebador 1025

<400> 125

178

39

33
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cacatgtcta gaatgagcat tgtgtgtage gc

<210> 126
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> nam. de cebador 1026

<400> 126
catgaagctt agctttcatc cacggeegg

<210> 127
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> nam. de cebador 1027

<400> 127
catgaagctt aattaccggt ttggcgcagce

<210> 128
<211> 370
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

179

32

29

30
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<220>
<223> YopE1-138 - dominios CARD de RIG1 humana optimizada en codones de Y.
enterocolitica (Aa. 1-228)

<400> 128

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr
100

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

180

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Pro

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala
110

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu
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Thr

Leu

Thr

145

Thr

Glu

Met

Glu

Ser

225

Leu

Gln

130

Glu

Leu

Glu

Glu

Gly

210

Gly

Pro

115

Lys

Gln

Glu

Ala

195

Trp

Leu

Lys

Asn

Arg

Pro

Val

180

Ala

Phe

Tyr

Tyr

His

Arg

Thr

165

Gln

Thr

Arg

Glu

Met

Asp

Ser

150

Tyr

Tyr

Leu

Gly

Ala
230

Gln

Gln

135

Leu

Ile

Ile

Phe

Phe

215

Ile

Gln

120

Phe

Gln

Leu

Gln

Leu

200

Leu

Glu

Leu

Ala

Ala

Ser

Ala

185

Lys

Asp

Ser

181

Ser

Thr

Phe

Tyr

170

Glu

Phe

Ala

Trp

Ser

Leu

Gln

155

Met

Lys

Leu

Leu

Asp
235

Leu

Glu

140

Asp

Ala

Asn

Leu

Asp

220

Phe

125

Ser

Tyr

Pro

Asn

Glu

205

His

Lys

Ala

Arg

Ile

Trp

Lys

190

Leu

Ala

Lys

Glu

Met

Arg

Phe

175

Gly

Gln

Gly

Ile

Thr

Thr

Lys

160

Arg

Pro

Glu

Tyr

Glu
240
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Lys

Lys

Leu

Gly

Asp

305

Arg

Val

Ile

Leu

Thr

Ile

Met

290

Lys

Asn

Glu

Phe

Glu

Arg

Asn

275

Met

Glu

Lys

Thr

Tyr
355

Glu

Ile

260

Gln

Ala

Asn

Phe

Glu

340

Gln

Tyr

245

Ile

Glu

Gly

Trp

Ser

325

Asp

Glu

Arg

Pro

Cys

Ala

Pro

310

Glu

Leu

Leu

Thr

Glu

Glu

295

Lys

Leu

Glu

Pro

Leu

Asp

Glu

280

Lys

Thr

Trp

Asp

Glu
360

Leu

Ile
265

Ile

Leu

Leu

Ile

Lys

345

Cys

182

Lys

250

Ile

Leu

Val

Lys

Val

330

Met

Gln

Arg

Ser

Gln

Glu

Leu

315

Glu

Glu

Asn

Leu

Asp

Ile

Cys

300

Ala

Lys

Thr

Leu

Gln

Leu

Cys

285

Leu

Leu

Gly

Ser

Ser

365

Pro

Ser

270

Ser

Leu

Glu

Ile

Asp

350

Glu

Glu

255

Glu

Thr

Arg

Lys

Lys

335

Ile

Asn

Phe

Cys

Lys

Ser

Glu

320

Asp

Gln

Ser
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Cys

Pro

370

<210> 129
<211> 358
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> YopE1-138 - dominios CARD de RIG1 humana optimizada en codones de Y.
enterocolitica (Aa. 1-217)

<400> 129

Lys

Ser

Gln

Pro

Ile Ser

Gly Ser

Lys Ser
35

Gln Gly
50

Ser Phe Ile
5

Ser Ser Val
20

Asp Gln Tyr

Ser Ser Leu

Ser Thr

Gly Glu

Ala Asn
40

Ala Ser
55

Ser

Met
25

Asn

Arg

183

Leu Pro Leu Pro

10

Ser Gly Arg Ser

Leu Ala Gly Arg
45

Ile Ile Glu Arg
60

Ala

Val

30

Thr

Leu

Ser Val

15

Ser Gln

Glu Ser

Ser Ser
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Met

65

Ser

Ser

Leu

Gln

Glu

145

Leu

Glu

Ala

His

Pro

Pro

Lys

130

Gln

Asp

Glu

His

Lys

Thr

Lys

115

Asn

Arg

Pro

Val

Ser

Pro

Ser

100

Tyr

His

Arg

Thr

Gln
180

Val

Val

85

Phe

Met

Ser

Tyr
165

Tyr

Ile

70

Val

Ser

Gln

Gln

Leu

150

Ile

Ile

Gly

Thr

Asp

Gln

Phe

135

Gln

Leu

Gln

Phe

Pro

Ser

Leu

120

Ala

Ala

Ser

Ala

Ile

Ala

Ile

105

Ser

Thr

Phe

Tyr

Glu
185

184

Gln

Leu

90

Lys

Ser

Leu

Gln

Met

170

Lys

Arg

75

Thr

Gln

Leu

Glu

Asp

155

Ala

Asn

Met

Pro

Leu

Asp

Ser

140

Tyr

Pro

Asn

Phe

Ala

Ala

Ala

125

Ile

Trp

Lys

Ser

Gln

Ala

110

Glu

Met

Arg

Phe

Gly
190

Glu

Met

95

Glu

Thr

Thr

Lys

Arg

175

Pro

Gly

80

Pro

Thr

Leu

Thr

Thr

160

Glu

Met
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Glu

Gly

Gly

225

Leu

Thr

Ile

Met

Lys
305

Ala

Trp

210

Leu

Glu

Arg

Asn

Met

290

Glu

Ala

195

Phe

Tyr

Glu

Ile

Gln

275

Ala

Asn

Thr

Arg

Glu

Tyr

Ile

260

Glu

Gly

Trp

Leu

Gly

Ala

Arg

245

Pro

Cys

Ala

Pro

Phe

Phe

Ile

230

Leu

Thr

Glu

Glu

Lys
310

Leu

Leu

215

Glu

Leu

Glu

Lys
295

Thr

Lys

200

Ser

Leu

Ile

Ile

280

Leu

Leu

Phe

Ala

Trp

Lys

Ile

265

Leu

Val

Lys

185

Leu

Leu

Asp

Arg

250

Ser

Gln

Glu

Leu

Leu

Phe
235

Leu

Ile

Cys

Ala
315

Glu

His

220

Lys

Gln

Leu

Cys

Leu

300

Leu

Leu

205

Ala

Lys

Pro

Ser

Ser

285

Leu

Glu

Gln

Gly

Ile

Glu

Glu

270

Thr

Arg

Lys

Glu

Tyr

Glu

Phe

255

Cys

Lys

Ser

Glu

Glu

Ser

Lys

240

Lys

Leu

Gly

Asp

Arg
320
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Asn Lys Phe Ser Glu Leu Trp Ile Val Glu Lys Gly Ile Lys Asp Val
325 330 335

Glu Thr Glu Asp Leu Glu Asp Lys Met Glu Thr Ser Asp Ile Gln Ile
340 345 350

Phe Tyr Gln Glu Asp Pro
355

<210> 130
<211> 243
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> YopE1-138 - dominio CARD de MAVS murina optimizada en codones de Y.
enterocolitica (Aa. 1-101)

<400> 130

Met Lys Ile Ser Ser Phe Ile Ser Thr Ser Leu Pro Leu Pro Ala Ser

1 5 10 15

Val Ser Gly Ser Ser Ser Val Gly Glu Met Ser Gly Arg Ser Val Ser
20 25 30

186
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Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Leu

Phe
145

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Gln

130

Ala

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

115

Lys

Glu

Ser

Gly

His

Lys

Thr

100

Lys

Asn

Asp

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

His

Lys

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Asp

Thr
150

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Gln

135

Tyr

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln

120

Phe

Lys

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

Ala

Tyr

187

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Thr

Ile

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Leu

Arg
155

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Glu

140

Asp

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Asp

125

Ser

Asn

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Arg

His

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Met

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr

Thr

Lys
160
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Phe

Thr

Asn

Gly

Gly

225

Gly

Cys

Ala

Arg

Trp

210

Leu

Thr

<210> 131
<211> 504

<212>
<213>

<220>

<223>

Cys

Ser

195

Val

Ala

Ser

PRT

146-507)

Val

Asp

180

Thr

Glu

Asp

Asp

165

Gln

Leu

Val

Gln

Secuencia Artificial

Val

Asp

Trp

Phe

Val
230

Leu

Arg

Gly

Ile

215

Thr

Glu

Leu

Leu

200

Arg

Arg

Ile

Arg

185

Phe

Ala

Val

188

Leu

170

Ala

Asn

Leu

Tyr

Pro

Ser

Asn

Gln

Gln
235

Tyr

Tyr

Leu

Ile

220

Ser

Leu

Arg

Gln

205

Cys

Tyr

Ser

Gln

190

Arg

Glu

Leu

YopE1-138- cGAS murina optimizada en codones de Y. enterocolitica (Aa.

Cys
175

Ile

Leu

Pro

Leu

Gly

Pro

Pro

Pro

240
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<400> 131

Met

1

Val

Gln

Ser

Ser

65

Gly

Pro

Thr

Lys

Ser

Gln

Pro

50

Met

Ser

Ser

Leu

Ile

Gly

Lys

35

Gln

Ala

His

Pro

Pro

Ser

Ser

20

Ser

Gly

His

Lys

Thr

100

Lys

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

85

Ser

Tyr

Phe

Ser

Gln

Ser

Val

70

Val

Phe

Met

Ile

Val

Tyr

Leu

55

Ile

Val

Ser

Gln

Ser

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Thr

Asp

Gln

Thr

Glu

25

Asn

Ser

Phe

Pro

Ser

105

Leu

189

Ser

10

Met

Asn

Arg

Ile

Ala

90

Ile

Ser

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

75

Leu

Lys

Ser

Pro

Ala

Ile

60

Arg

Thr

Gln

Leu

Leu

Arg

Gly

45

Glu

Met

Pro

Leu

Asp

Pro

Ser

30

Arg

Arg

Phe

Ala

Ala

110

Ala

Ala

15

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

95

Ala

Glu

Ser

Ser

Glu

Ser

Glu

80

Met

Glu

Thr
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Leu

Asp

145

Ile

Arg

Asn

Phe

Tyr

225

Arg

Gln

130

Lys

Ser

Arg

Thr

Asp
210

Tyr

Gly

115

Lys

Leu

Glu

Met

Gly

195
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SUMINISTRO DE PROTEINAS BASADO EN BACTERIAS CON VIRULENCIA
ATENUADA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a cepas bacterianas gramnegativas con virulencia atenuada

recombinantes y su uso en un metodo para tratar el cAncer en un sujeto.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las bacterias han desarrollado diferentes mecanismos para inyectar proteinas directamente en

células diana *. El sistema de secrecion tipo 111 (T3SS) usado por bacterias como Yersinia, Shigella
y Salmonella ® funciona como una nanojeringa que inyecta las llamadas proteinas efectoras
bacterianas en las células huésped.

El T3S se ha explotado para suministrar péptidos y proteinas hibridos a células diana. Se han
suministrado efectores heter6logos del T3SS bacteriano en caso en que la bacteria en estudio es de
dificil acceso por métodos genéticos (como Chlamydia trachomatis). Frecuentemente se
fusionaron proteinas reporteras a posibles sefiales de secrecion de T3SS para estudiar los
requerimientos del suministro de proteinas dependiente de T3SS, tales como la adenilato ciclasa de
Bordetella pertussis, la DHFR murina o una etiqueta fosforilable. El suministro de péptidos se
realizd principalmente con el objetivo de la vacunacion. Esto incluye epitopos virales, epitopos
bacterianos (listeriolisina O) asi como péptidos que representan epitopos de células cancerosas
humanas. En algunos casos se han suministrado proteinas eucariotas funcionales para modular la
célula huésped, como se hizo con nanocuerpos ®, proteinas nucleares (recombinasa Cre, MyoD) **
o 1120 e IL1ra ° Ninguno de los sistemas mencionados anteriormente permite el suministro de
proteinas individuales dado que en cada caso aun se codifican una o multiples proteinas efectoras
enddgenas. Ademas, los vectores usados no se han disefiado de manera que permita la clonacion
simple de otros fragmentos de ADN que codifican proteinas de eleccion, lo que impide la
aplicacion amplia del sistema.

Los enfoques que permiten el suministro dirigido de farmacos son de gran interés. Por ejemplo, se
usan anticuerpos que reconocen estructuras de la superficie de células tumorales y, en un caso
optimo, que se unen selectivamente a células tumorales. Para mejorar el mecanismo de tales
anticuerpos estos pueden conjugarse a agentes terapéuticos o a vesiculas lipidicas empacadas con

farmacos. Una de las dificultades con tales vesiculas es la liberacion correcta del reactante activo.
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Aun mas complejo es el suministro de proteinas o péptidos terapéuticos, especialmente cuando se
dirige a mecanismos intracelulares. Se han intentado muchas maneras alternativas para solucionar
el problema del suministro de proteinas terapeuticas a células eucariotas, entre las cuales estan los
“péptidos de penetracion celular” (CPP) o tecnologias similares asi como varias metodologias
basadas en nanoparticulas. Todas estas tecnologias tienen el inconveniente de su baja eficacia y
que la carga captada por la célula por medio de la endocitosis probablemente termine
degradandose en los lisosomas. Ademas, el conflicto entre la necesidad de estabilidad del portador
de la carga en el cuerpo humano y el requerimiento de desestabilizacion y liberacion dentro de la
célula diana constituye un problema intrinseco de tales tecnologias.

Varias bacterias han demostrado su replicacion dentro de tumores solidos malignos cuando se
administran desde un sitio distal, que incluyen Escherichia coli, Vibrio cholerae, Salmonella
enterica, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa y Bifidobacteria. Actualmente, solo se
usa el bacilo Calmette-Guérin (BCG, derivado de Mycobacterium bovis) en la préctica clinica. El
BCG se administra para tratar el cancer de vejiga superficial, aunque el mecanismo molecular
subyacente aln se desconoce en gran medida. El desarrollo de cepas bacterianas que son capaces
por ejemplo de suministrar la carga producida dentro de las bacterias a su sitio de accion dentro de
células como las células cancerosas, es decir fuera de las bacterias, sigue siendo una dificultad

importante.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a cepas bacterianas gramnegativas con virulencia atenuada

recombinantes y su uso en un método para tratar el cancer en un sujeto. En algunas modalidades la
presente invencion proporciona cepas bacterianas gramnegativas con virulencia atenuada
recombinantes y el uso de estas para tratar el cancer en un sujeto en donde las cepas bacterianas
gramnegativas con virulencia atenuada recombinantes permiten la translocacién de varios efectores
tipo 11, pero también de efectores tipo 1V, de proteinas virales y lo que es mas importante de
proteinas eucariotas funcionales a células cancerosas por ejemplo a células de un tumor sdlido
maligno.

La presente invencidén proporciona una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante con aumento de la expresion de proteina heteréloga y propiedades de secrecion y
que sorprendentemente es capaz de codificar la proteina heter6loga de manera estable durante

varios dias, o incluso semanas, in vivo.
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En un primer aspecto la presente invencion se refiere a una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante que comprende una molécula de nucleotidos que comprende una
secuencia de nucle6tidos que codifica una proteina heterdloga fusionada en marco al extremo 3’ de
una secuencia de nucledtidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana, en donde la secuencia de nucleotidos que codifica la sefial de suministro de una
proteina efectora bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante comprende ademas una delecién de un gen
cromosomico que codifica una proteina endogena esencial para el crecimiento y un plasmido de
virulencia endégeno que comprende una secuencia de nucledtidos que comprende un gen que
codifica dicha proteina enddgena esencial para el crecimiento unida operativamente a un promotor.
En un aspecto adicional la presente invencion se refiere a una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante que comprende una molécula de nucle6tidos que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina heteréloga fusionada en marco al extremo 3’ de
una secuencia de nucleétidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana, en donde la secuencia de nucleétidos que codifica la sefial de suministro de una
proteina efectora bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante comprende ademéas una modulacion dentro de
una region termosensora de ARN corriente arriba de un gen que codifica una proteina de unién al
ADN del tipo AraC enddgena.

En un aspecto adicional la presente invencion se refiere a una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante que comprende una molécula de nucledtidos que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina heteréloga fusionada en marco al extremo 3’ de
una secuencia de nucleétidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana, en donde la secuencia de nucledtidos que codifica la sefial de suministro de una
proteina efectora bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la proteina
heterdloga es una proteina involucrada en la induccién o regulacion de una respuesta de interferon
(IFN).

En un aspecto adicional la presente invencion se refiere a una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante que comprende una molécula de nucle6tidos que comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica una proteina heterologa fusionada en marco al extremo 3’ de
una secuencia de nucledtidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora

bacteriana, en donde la secuencia de nucleétidos que codifica la sefial de suministro de una
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proteina efectora bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante comprende ademas una delecion de un gen
cromosomico que codifica una proteina endogena esencial para el crecimiento y un plasmido de
virulencia enddgeno que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende un gen que
codifica dicha proteina enddgena esencial para el crecimiento unida operativamente a un promotor
para el uso en un método para tratar el cancer en un sujeto, el método comprende administrar al
sujeto dicha cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante, en donde la cepa
bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante se administra en una cantidad que
es suficiente para tratar al sujeto.

Del mismo modo la presente invencion se refiere a un método para tratar el cancer en un sujeto,
que comprende administrar al sujeto una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante que comprende una molécula de nucledtidos que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina heter6loga fusionada en marco al extremo 3’ de una
secuencia de nucleotidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana,
en donde la secuencia de nucledtidos que codifica la sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante comprende ademds una delecion de un gen cromosémico que
codifica una proteina enddgena esencial para el crecimiento y un plasmido de virulencia endégeno
que comprende una secuencia de nucledtidos que comprende un gen que codifica dicha proteina
enddgena esencial para el crecimiento unida operativamente a un promotor, en donde la cepa
bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante se administra en una cantidad que
es suficiente para tratar al sujeto.

Del mismo modo la presente invencidn se refiere al uso de una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante que comprende una molécula de nucle6tidos que comprende una
secuencia de nucle6tidos que codifica una proteina heterdloga fusionada en marco al extremo 3’ de
una secuencia de nucledtidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana, en donde la secuencia de nucledtidos que codifica la sefial de suministro de una
proteina efectora bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante comprende ademas una delecién de un gen
cromosomico que codifica una proteina endogena esencial para el crecimiento y un plasmido de

virulencia enddgeno que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende un gen que
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codifica dicha proteina enddgena esencial para el crecimiento unida operativamente a un promotor
para la fabricacion de un medicamento para tratar el cAncer en un sujeto

En un aspecto adicional la presente invencion se refiere a una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante que comprende una molécula de nucleo6tidos que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina heteréloga fusionada en marco al extremo 3’ de
una secuencia de nucleétidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana, en donde la secuencia de nucleétidos que codifica la sefial de suministro de una
proteina efectora bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante comprende ademas una modulacion dentro de
una region termosensora de ARN corriente arriba de un gen que codifica una proteina de unién al
ADN del tipo AraC endogena para el uso en un método para tratar el cancer en un sujeto, el
método comprende administrar al sujeto dicha cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante, en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante se administra en una cantidad que es suficiente para tratar al sujeto.

Del mismo modo la presente invencion se refiere a un método para tratar el cancer en un sujeto,
que comprende administrar al sujeto una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante que comprende una molécula de nucledtidos que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina heterdloga fusionada en marco al extremo 3’ de una
secuencia de nucledtidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana,
en donde la secuencia de nucledtidos que codifica la sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante comprende ademas una modulacion dentro de una region
termosensora de ARN corriente arriba de un gen que codifica una proteina de unién al ADN del
tipo AraC endogena, en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante se administra en una cantidad que es suficiente para tratar al sujeto.

Del mismo modo la presente invencion se refiere al uso de una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante que comprende una molécula de nucleotidos que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina heteréloga fusionada en marco al extremo 3’ de
una secuencia de nucleétidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana, en donde la secuencia de nucledtidos que codifica la sefial de suministro de una
proteina efectora bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la cepa bacteriana

gramnegativa con virulencia atenuada recombinante comprende ademas una modulacién dentro de
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una region termosensora de ARN corriente arriba de un gen que codifica una proteina de unién al
ADN del tipo AraC enddgena para la fabricacion de un medicamento para tratar el cancer en un
sujeto.

En un aspecto adicional la presente invencion se refiere a una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante que comprende una molécula de nucleotidos que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina heteréloga fusionada en marco al extremo 3’ de
una secuencia de nucledtidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana, en donde la secuencia de nucledtidos que codifica la sefial de suministro de una
proteina efectora bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la proteina
heterdloga es una proteina involucrada en la induccidn o regulacion de una respuesta de interferon
(IFN) para el uso en un meétodo para tratar el cancer en un sujeto, el método comprende administrar
al sujeto dicha cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante, en donde la
cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante se administra en una cantidad
que es suficiente para tratar al sujeto.

Del mismo modo la presente invencion se refiere a un método para tratar el cancer en un sujeto,
que comprende administrar al sujeto una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante que comprende una molécula de nucledtidos que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina heterdloga fusionada en marco al extremo 3’ de una
secuencia de nucledtidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana,
en donde la secuencia de nucledtidos que codifica la sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la proteina heteréloga es una proteina
involucrada en la induccién o regulacion de una respuesta de interferén (IFN), en donde la cepa
bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante se administra en una cantidad que
es suficiente para tratar al sujeto.

Del mismo modo la presente invencidn se refiere al uso de una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante que comprende una molécula de nucleotidos que comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica una proteina heterologa fusionada en marco al extremo 3’ de
una secuencia de nucleétidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana, en donde la secuencia de nucleétidos que codifica la sefial de suministro de una
proteina efectora bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la proteina
heterdloga es una proteina involucrada en la induccidn o regulacion de una respuesta de interferon

(IFN) para la fabricacion de un medicamento para tratar el cancer en un sujeto.
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En un aspecto adicional la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante y un portador
farmacéuticamente aceptable, en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante comprende una molécula de nucledtidos que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina heterdloga fusionada en marco al extremo 3’ de una
secuencia de nucleotidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana,
en donde la secuencia de nucledtidos que codifica la sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante comprende ademas una delecién de un gen cromosémico que
codifica una proteina enddgena esencial para el crecimiento y un plasmido de virulencia endégeno
que comprende una secuencia de nucledtidos que comprende un gen que codifica dicha proteina
enddgena esencial para el crecimiento unida operativamente a un promotor.

En un aspecto adicional la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante y un portador
farmacéuticamente aceptable, en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante comprende una molécula de nucleétidos que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina heter6loga fusionada en marco al extremo 3’ de una
secuencia de nucleotidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana,
en donde la secuencia de nucledtidos que codifica la sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante comprende ademas una modulacion dentro de una region
termosensora de ARN corriente arriba de un gen que codifica una proteina de unién al ADN del
tipo AraC enddgena.

En un aspecto adicional la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante y un portador
farmacéuticamente aceptable, en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante comprende una molécula de nucledtidos que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina heterdloga fusionada en marco al extremo 3’ de una
secuencia de nucleétidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana,
en donde la secuencia de nucleotidos que codifica la sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la proteina heter6loga es una proteina

involucrada en la induccion o regulacion de una respuesta de interferon (IFN).
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Caracterizacion del suministro de proteinas por T3SS. Representacion esquematica de la

secrecion de proteinas dependiente de T3SS al medio circundante (secrecién in vitro)(lado
izquierdo) o a células eucariotas (lado derecho). I: muestra el sistema de secrecion tipo 3. Il indica
las proteinas secretadas al medio circundante, Il proteinas translocadas a través de la membrana al
citosol de células eucariotas (VI1I). VI muestra un segmento de las dos membranas bacterianas en
las que se inserta el T3SS y el citosol bacteriano debajo. IV es una proteina de fusién unida al
fragmento N-terminal YopEj.13s (V)

Figura 2: Descripcion de las herramientas del suministro basado en la secrecién tipo I11. (A) Mapas
de vectores de los plasmidos de clonacién pBad _Sil y pBad_Si2 usados para generar los
constructos de fusion con YopE;.13s. La chaperona SycE y la fusién con YopE;.133 Se encuentran
bajo el promotor nativo de Y. enterocolitica. Los dos plasmidos solo difieren en la presencia de una
EGFP inducible por arabinosa presente en pBad_Sil (B) Sitio de clonacion multiple directamente a
continuacion del fragmento yopEj.13s en los plasmidos pBad_Sil y pBad_Si2.

Las Figuras 3A a Q: Cepas de Y. enterocolitica usadas en este estudio. Lista de cepas de Y.
enterocolitica usadas en este estudio que proporciona informacion sobre las cepas de fondo, los
plasmidos y las proteinas para el suministro dependiente de T3SS codificadas en los plasmidos
correspondientes. Ademas, se proporciona informacion sobre los oligonucleétidos usados para la
construccién del plasmido correspondiente, la cadena principal del plasmido y las resistencias a
antibidticos.

Figura 4: El plasmido de virulencia de Yersinia enterocolitica W227, pYV. El plasmido de 69,673
pb de virulencia de Yersinia (pYV) de la cepa W227 dibujado a escala. Se indican las proteinas
efectoras del T3SS, el origen de replicacion y la resistencia a arsénico (codificada por los genes
arsC, B, Ry H):

I: origen de replicacion, I1: yopO, IlI: yopP, IV: yopQ, V: yopT, VI: sycT,

VII: yopM, VIII: yopD, IX: yopB, X: sycD, XIllI: yopH, XIII: sycH, XIV: sycE,

XV:yopE, XVI: yadA, XVII-XVXX: arsC, B, Ry H.

Figura 5: Suministro de proteinas proapoptoéticas sintéticas aumentadas. El suministro de proteinas
sintéticas individuales que consisten en repeticiones unicas o en tandem de dominios BH3 que se
originan de proteinas proapoptoticas t-BID o BAX conduce al aumento de la induccion de la
apoptosis en células cancerosas 4T1 y B16F10. Las células 4T1 (1) o B16F10 (11) se infectaron con
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Y. enterocolitica AyopHOPEMT que codifica en pBad-MycHisA IV: Y0opE;.i3s-dominio BH3 de
tBID extendido, V: YopEj.i3s-enlazador-BH3 de tBID, VI: YopE;.133-BH3 de tBID, VII: YopE;.
138-(BH3 de tBID),, VIII: YopE;.133-BH3 de tBID - BH3 de BAX 0 IX: YopE;.13s-BH3 de BAX -
BH3 de tBID. Se realiz6 una titulacion de las bacterias afiadidas a las células (MOI) para cada
cepa, se determinaron los recuentos de células y se calcul6 la IC50 con el uso de regresion no-

lineal. Se indica MOI de IC50 (I11).

Figura 6: Induccidn de la apoptosis por proteinas proapoptéticas sintéticas codificadas por pYV. El
suministro de una repeticion unica o en tandem del dominio BH3 de BID codificado en el pYV
conduce a la induccion de la apoptosis en células cancerosas 4T1 y B16F10. Las células 4T1 (I) o
B16F10 (I1) se infectaron con Y. enterocolitica AHOPEMT + IV: pYV-Y0pE;.13s-BH3-Bid, 0 V: +
PYV-Y0opE;.133-(BH3-Bid), o VI: con Y. enterocolitica AHOPEMT pBad-MycHisA-YO0pE;.13s-
(BH3-Bid), durante 3 horas. Se realizé una titulacion de las bacterias afiadidas a las células (MOI)
para cada cepa, se determinaron los recuentos de células y se calculd la IC50 (I11) con el uso de
regresion no- lineal.

Figura 7: Colonizacion del tumor de Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T inyectada por via i.v. en
el modelo de aloinjerto de cancer de mama 4T1. Los recuentos bacterianos en los tumores se
indican como unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de tejido (I11). Los recuentos se
evaluaron en los tumores en el dia 8 (I) y 14 (I1) después de la infeccion. Cada punto representa un
raton individual. La linea discontinua horizontal indica el limite de deteccion.

Figura 8: Biodistribucion de Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T inyectada por via i.v. en el
modelo de aloinjerto de cancer de mama 4T1. Los recuentos bacterianos en sangre (1), bazo (Il),
higado (111), pulmon (1V) y tumor (V) se indican como unidades formadoras de colonias (UFC) por
gramo de tejido o por ml de sangre (VI). Los recuentos se evaluaron en el dia 14 después de la
infeccion. Cada punto representa un raton individual. La linea discontinua horizontal indica el
limite de deteccion. * indica un ratén con metastasis grandes encontradas en pulman.

Figura 9: Retardo de la progresion del tumor en ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c.
de células de cancer de mama 4T1. Los ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de
células de cancer de mama 4T1 se inyectaron por via i.v. con I: PBS o II: 1*10 Y. enterocolitica
dHOPEMT AHairpinlI-VirF + pYV-Yo0pE;.133(BH3-Bid),, una vez que el tumor habia alcanzado un
tamafo de 150-250 mm3. El dia de la inyeccion i.v. de bacterias se definio como el dia 0. El
volumen tumoral se midi6 en los siguientes dias (l1I; dia O a dia 9 después de la inyeccion i.v. de

bacterias) con calibres. EI volumen tumoral relativo, normalizado respecto al volumen tumoral en
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el dia 0, se indica (IV) como mm?® La media se indica con simbolos, las barras de error
representadas muestran el error estandar de la media. La significacion estadistica se mide con un
ANOVA de 2 vias, * indica un valor p <0.05, ** un valor p < 0.005.

Figura 10: Progresion del tumor en ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de
cancer de mama 4T1. Los ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de cancer
de mama 4T1 se inyectaron por via i.v. con I: PBS o II: 1*10" Y. enterocolitica dHOPEMT, una
vez que el tumor habia alcanzado un tamafio de 150-250 mma3. El dia de la inyeccion i.v. de
bacterias se definio como el dia 0. EI volumen tumoral se midié en los siguientes dias (I1l; dia 0 a
dia 9 después de la inyeccion i.v. de bacterias) con calibres. EI volumen tumoral relativo,
normalizado respecto al volumen tumoral en el dia 0, se indica (IV) como mm?. La media se indica
con simbolos, las barras de error representadas muestran el error estandar de la media

Figura 11: Regulacion de la secrecion basada en T3SS mediante el control de la expresion del
regulador maestro VirF. A: Ensayo de secrecion in vitro (realizado a 37 °C) con cepas de Y.
enterocolitica AHOPEMT que suministran YopE;.13s-(BH3 de tBID),. La expresion de VirF se
encuentra bajo el control de su promotor natural (I + I1), un promotor inducible por arabinosa (111 +
IV) o su promotor natural con una delecion de su region de horquilla | que controla la expresion
dependiente de la temperatura (V). El ensayo de secreciéon se realizd ya sea en ausencia de
arabinosa (I, 111 y V) o en presencia de arabinosa al 0.2 % (Il y 1V). La YopEj.13s-(BH3 de tBID);
secretada se detect6 con el uso de transferencia Western con un anticuerpo que reconoce la region
YopE;.133. B: Ensayo de secrecion in vitro (realizado a 37 °C) con cepas de Y. enterocolitica
AHOPEMT que suministran YopE;.;3s- dominios Card de RIG1 murina. La expresion de VirF se
encuentra bajo el control de su promotor natural (I + 11), o su promotor natural con una delecién de
su regién de horquilla I que controla la expresion dependiente de la temperatura (I11). EI ensayo de
secrecion se realizo ya sea en ausencia de arabinosa (I, y 111) o en presencia de arabinosa al 0.2 %
(I1). La secrecién de YopEj.izg-dominios Card de RIG1 murina se detecté con el uso de
transferencia Western con un anticuerpo que reconoce la region YopE;.jss.

Figura 12: Comparacion del crecimiento in vitro: Comparacion del crecimiento in vitro para Il: Y.
enterocolitica  AHOPEMT, IlI: Y. enterocolitica AHOPEMT Aasd, IV: Y. enterocolitica
AHOPEMT Aasd + pBAD-MycHisA-asd, V: Y. enterocolitica AHOPEMT Aasd + pBAD-
MycHisA-asd (orientacion inversa), VI: Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica YOopE;-13s-(BH3
de tBID), en el pYV y VII. Y. enterocolitica AHOPEMT Aasd + pYV-asd-YopE;.13s-(BH3 de
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tBID),. Las bacterias se inocularon en cultivo liquido y se cultivaron durante 3 horas.
Posteriormente, se determind la OD600 (I) para todas las cepas.

Figura 13: Colonizacion del tumor con Y. enterocolitica AHOPEMT Aasd + pBad-MycHisA-asd y
estabilidad de pBad-MycHisA-asd: Ratones C57BL/6 de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células
de melanoma B16F10 se inyectaron por via i.v. con 1*10° Y. enterocolitica AHOPEMT Aasd +
pBad-MycHisA-asd. En el dia 1 (1) o el dia 4 (I1) después de la inyeccion i.v. de bacterias, sangre
(V), bazo (VI), higado (VII), pulmén (VI y tumor (IX) se aislaron, se homogeneizaron, se
diluyeron en serie y se sembraron en placas de LB-agar que contienen &cido nalidixico (y sin
ampicilina, -1V) o en placas de LB-agar con ampicilina (+1V), con seleccion para pBad-MycHisA-
asd. Los recuentos bacterianos en las muestras respectivas se indican como unidades formadoras
de colonias (UFC) por gramo de tejido o ml de sangre (llI). Cada punto representa un raton
individual. La linea discontinua horizontal indica el limite de deteccion.

Figura 14: Colonizacion del tumor con Y. enterocolitica AHOPEMT Aasd + pBad-MycHisA-asd:
Ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de cancer de mama 4T1 se
inyectaron por via i.v. con 1*10° Y. enterocolitica AHOPEMT Aasd + pBad-MycHisA-asd. En los
dias indicados después de la inyeccion i.v. de bacterias (1), los tumores se aislaron, se
homogeneizaron, se diluyeron en serie y se sembraron en placas de LB-agar que contienen acido
nalidixico. Los recuentos bacterianos en los tumores se indican como unidades formadoras de
colonias (UFC) por gramo de tejido (Il). Cada punto representa un ratdn individual. La linea
discontinua horizontal indica el limite de deteccion.

Figura 15: Estabilidad genética del pYV: Estabilidad de pYV nativo o pYV-asd en tumores sélidos
in vivo. Ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de cancer de mama 4T1 se
inyectaron por via i.v. con 1*10’ II: Y. enterocolitica AHOPEMT + pYV-Yo0pEy.135-(BH3 de
tBID),, I11Y. enterocolitica AHOPEMT Ahairpinl-virF + pYV-YopE;.135-(BH3 de tBID), 0 IV: Y.
enterocolitica AHOPEMT Aasd + pYV-asd-YopE;.13s-(BH3 de tBID),. En el dia 9 después de la
inyeccion i.v. de bacterias, los tumores se aislaron, se homogeneizaron, se diluyeron en serie y se
sembraron en placas de LB-agar que contienen acido nalidixico. Después del crecimiento en estas
placas, se volvieron a escoger colonias individuales de ratones individuales en las placas de LB-
agar con y sin arsenito de sodio, con seleccion para el pYV. Para cada raton, se indica el porcentaje
de colonias que crecen en las placas de agar que contienen arsenito con relacion al nimero de
colonias que crecen en las placas que no contienen arsenito (I: como %). 100 % indica, que todas

las colonias aisladas de un tumor sélido aun contienen el plasmido pYV.
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Figura 16: Colonizacion del tumor: Ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células
de cancer de mama 4T1 se inyectaron por via i.v. con 1*10’ II: Y. enterocolitica AHOPEMT +
PYV-YO0pE;.133-(BH3 de tBID),, I11:Y. enterocolitica AHOPEMT Ahairpinl-virF + pYV-YO0pE;.13s-
(BH3 de tBID), o IV: Y. enterocolitica AHOPEMT Aasd + pYV-asd-YopE;.13s-(BH3 de tBID)s,.
En el dia 9 después de la inyeccidn i.v. de bacterias, los tumores se aislaron, se homogeneizaron, se
diluyeron en serie y se sembraron en placas de LB-agar que contienen acido nalidixico. Los
recuentos bacterianos en los tumores se indican como unidades formadoras de colonias (UFC) por
gramo de tejido (I). Cada punto representa un raton individual. La linea discontinua horizontal
indica el limite de deteccion.

Figura 17: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferdn tipo | por medio del T3SS
bacteriano — ruta de Rigl. El suministro de dominios Card de Rigl humana y murina conduce a la
induccién de IFN tipo I en una linea celular reportera de IFN B16F10. Las células reporteras
B16F10 se infectaron con I: Y. enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que
codifica en un plasmido derivado de pBadMycHisA I1: YopE;-13s-dominios Card de Rigl humana,
I11: YopE;.13s- dominios Card de Rigl murina. Se realizé una titulacion de las bacterias afiadidas a
las células (IV: indicada como MOI) para cada cepa, y la estimulacion de IFN se evaluo en base a
la actividad de la fosfatasa alcalina secretada (V: OD650) que se encuentra bajo el control del
promotor 1-ISG54 que comprende el promotor 1SG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE
multimérico.

Figura 18: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferon tipo | por medio del T3SS
bacteriano — ruta de Rigl. El suministro de dominios Card de Rigl humana conduce a la induccion
de IFN tipo | en una linea celular reportera de IFN B16F10. Las células reporteras B16F10 se
infectaron con I: Y. enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en un
plasmido derivado de pBadMycHisA IlI: YopE;.13s-MycHis, I11: YopE;.13s- dominios Card de Rigl
humana. Se realizé una titulacion de las bacterias afiadidas a las células (IV: indicada como MOI)
para cada cepa, Yy la estimulacion de IFN se evaluo en base a la actividad de la fosfatasa alcalina
secretada (V: OD650) que se encuentra bajo el control del promotor 1-ISG54 que comprende el
promotor ISG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.

Figura 19: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferon tipo | por medio del T3SS
bacteriano — ruta de Rigl: control positivo. El control positivo en el mismo experimento de la
Figura 18 que usa IFN gamma para estimular la linea celular reportera de IFN B16F10. Las células

reporteras B16F10 se estimularon con IFN gamma murino. Se afiadié una titulacion de IFN gamma
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a las células (I: indicada como U/ml), y la estimulacion de IFN se evalué en base a la actividad de
la fosfatasa alcalina secretada (11: OD650) que se encuentra bajo el control del promotor I-1SG54
que comprende el promotor 1SG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.

Figura 20: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferon tipo | por medio del T3SS
bacteriano — ruta de Rigl. El suministro de dominios Card de Rigl murina codificados por pYV
conduce a la induccién de IFN tipo | en la linea de células cancerosas B16F10. Las células B16F10
se infectaron con I: Y. enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en el
pYV Il: YopE;.13s-dominios Card de Rigl murina. Se realizd una titulacion de las bacterias
afiadidas a las células (111: indicada como MOI) para cada cepa, y la estimulacién de IFN se evalu6
mediante la adicién de sobrenadante celular a una linea celular reportera de IFN en base a la
actividad de la fosfatasa alcalina secretada (IV: OD650) que se encuentra bajo el control del
promotor I-ISG54 que comprende el promotor 1SG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE
multimérico.

Figura 21: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferdn tipo | por medio del T3SS
bacteriano — ruta de Rigl. El suministro de dominios Card de Rigl murina codificados por pYV
conduce a la induccion de IFN tipo | en la linea de células cancerosas 4T1. Las células 4T1 se
infectaron con I: Y. enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en el
pYV II: YopE;.13s-dominios Card de Rigl murina. Se realiz6 una titulacion de las bacterias
afiadidas a las células (111: indicada como MOI) para cada cepa, Y la estimulacién de IFN se evalud
mediante la adicion de sobrenadante celular a una linea celular reportera de IFN en base a la
actividad de la fosfatasa alcalina secretada (IV: OD650) que se encuentra bajo el control del
promotor 1-ISG54 que comprende el promotor 1SG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE
multimérico.

Figura 22: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferon tipo | por medio del T3SS
bacteriano — ruta de STING. El suministro de enzimas que generan dinucledtidos ciclicos conduce
a la induccion de IFN tipo | en una linea celular reportera de IFN B16F10. Las células reporteras
B16F10 se infectaron con I: Y. enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que
codifica en un plasmido derivado de pBadMycHisA IlI: YopE;.13s- WspR de P. aeruginosa (con
dominio de apilamiento adaptado). Se realizé una titulacién de las bacterias afiadidas a las células
(11: indicada como MOI) para cada cepa, y la estimulacion de IFN se evalu6 en base a la actividad
de la fosfatasa alcalina secretada (IV: OD650) que se encuentra bajo el control del promotor I-

ISG54 que comprende el promotor ISG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.
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Figura 23: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferdn tipo | por medio del T3SS
bacteriano — ruta de STING. EIl suministro de enzimas que generan dinucleotidos ciclicos conduce
a la induccion de IFN tipo | en una linea celular reportera de IFN B16F10. Las células reporteras
B16F10 no se trataron (I), o se infectaron con II: Y. enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica
AHOPEMT que codifica en un plasmido derivado de pBadMycHisA Ill: YopE;.13s- DncV de V.
cholerae, IV: YOpE;.13s- proteina similar a DisA de B. cereus, V: YOpE;.13s- CGAS de anémona o
VI: YopE;.133- MycHis. Se realizd una titulacion de las bacterias afiadidas a las células (VII:
indicada como MOI) para cada cepa, Yy la estimulacion de IFN se evalud en base a la actividad de
la fosfatasa alcalina secretada (VIIl: OD650) que se encuentra bajo el control del promotor I-
ISG54 que comprende el promotor ISG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.
Figura 24: Secrecion de IRF3 dependiente de T3SS al sobrenadante de cultivo. Experimento de
secrecion in vitro de I: Y. enterocolitica AHOPEMT + YopE;.;3s- BH3 de tBID murina y II: Y.
enterocolitica AHOPEMT + YOpE;.13s- IRF3 Ser397Asp murina. El contenido de proteinas de los
lisados bacterianos totales (“A“) y los sobrenadantes de cultivo precipitados (“B*) se analizo por
transferencia Western con el uso de un anticuerpo anti-YopE. Los numeros escritos indican el peso
molecular en kDa a la altura correspondiente.

Figura 25: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferdn tipo | por medio del T3SS
bacteriano a células inmunitarias — ruta de Rigl y STING. El suministro de dominios Card de Rigl
murina y enzimas que generan dinucledtidos ciclicos conduce a la induccién de IFN tipo | en una
linea celular reportera de IFN RAW264.7. Las células reporteras RAW?264.7 se infectaron con I: Y.
enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en un plasmido derivado
de pBadMycHisA 1I: YopE;.133- DncV de V. cholerae, Ill: YopE;.13s- proteina similar a DisA de
B. cereus, 1V: YOpE;.133- CGAS de anémona o0 V: YOpE;.133- dominios Card de Rigl murina. Se
realiz6 una titulacion de las bacterias afiadidas a las células (VI: indicada como MOI) para cada
cepa, y la estimulacion de IFN se evalud en base a la actividad de la fosfatasa alcalina secretada
(VI1I: OD650) que se encuentra bajo el control del promotor 1-1ISG54 que comprende el promotor
ISG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.

Figura 26: Colonizacion del tumor de cepas de Y. enterocolitica inyectadas por via i.v. en el
modelo de aloinjerto de cancer de mama B16F10. Ratones C57BL/6 de tipo silvestre con aloinjerto
s.c. de células cancerosas de melanoma B16F10 se inyectaron por via i.v. con I: PBS, 1I: 1*10" Y.
enterocolitica dHOPEMT, IlI: Y. enterocolitica dHOPEMT + pYV-YopE;.133 — CARD de RIG1
murina 12460 IV: Y. enterocolitica dHOPEMT AHairpinl-VirF + pYV-Yo0pE;.133- CARD de RIG1
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murina;os Una vez que el tumor habia alcanzado un tamafio de 100-315 mm?®. Los recuentos
bacterianos en los tumores se indican como unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de
tejido (V). Los recuentos se evaluaron en los tumores en el dia 5 u 8 después de la infeccion. Cada
punto representa un raton individual. La linea discontinua horizontal indica el limite de deteccion.
Figura 27: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferdn tipo | por medio del T3SS
bacteriano — RIG1. El suministro de dominios CARD de RIG1 humana y murina conduce a la
induccién de IFN tipo | en una linea celular reportera de IFN B16F10. Las células B16F10 se
infectaron con I: Y. enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en un
plasmido derivado de pBadMycHisA IlI: YopE;.i3s-dominios CARD de RIG1 humanaj-pss, llI:
YopE;.13s-dominios CARD de RIG1 murinas-pss, 1V: YOpEj.13s-dominios CARD de RIG1 murina;-
229, V: YOpE1.133-dominios CARD de RIG1 murinas.o1g. Se realizd una titulacion de las bacterias
afiadidas a las células (VI: indicada como MOI) para cada cepa, y la estimulacion de IFN se evalud
en base a la actividad de la fosfatasa alcalina secretada (VII: OD650) que se encuentra bajo el
control del promotor I-1SG54 que comprende el promotor ISG54 inducible por IFN potenciado por
un ISRE multimérico.

Figura 28: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferon tipo | por medio del T3SS
bacteriano — RIG1. El suministro de dominios CARD de RIG1 humana y murina conduce a la
induccion de IFN tipo | en una linea celular reportera de IFN RAW. Las células reporteras RAW
se infectaron con I: Y. enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en
un plasmido derivado de pBadMycHisA Il: YopE;.13s-dominios CARD de RIG1 humanajass, Il1:
YO0pE;.13s-dominios CARD de RIG1 murina;-pss, 1V: YOpEj.13s-dominios CARD de RIG1 murina;-
229, V: YOpE1.133-dominios CARD de RIG1 murina;.21. Se realizé una titulacion de las bacterias
afiadidas a las células (VI: indicada como MOI) para cada cepa, y la estimulacién de IFN se evalud
en base a la actividad de la fosfatasa alcalina secretada (VII: OD650) que se encuentra bajo el
control del promotor I-1SG54 que comprende el promotor ISG54 inducible por IFN potenciado por
un ISRE multimérico.

Figura 29: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferon tipo | por medio del T3SS
bacteriano —ruta de MDAJS. EI suministro de MDAS murina conduce a la induccion de IFN tipo |
en una linea celular reportera de IFN B16F10. Las células reporteras B16F10 se infectaron con I:
Y. enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en un plasmido derivado
de pBadMycHisA 11: YOpE;j.13s-MDAS murinaygs, 11l: YOPE;.13s-MDAbS murinas.pz;. Se realizo

una titulacién de las bacterias afiadidas a las células (IV: indicada como MOI) para cada cepa, y la
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estimulacién de IFN se evalu6 en base a la actividad de la fosfatasa alcalina secretada (V: OD650)
que se encuentra bajo el control del promotor I-ISG54 que comprende el promotor 1SG54
inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.

Figura 30: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferon tipo | por medio del T3SS
bacteriano — MAVS. El suministro de CARD de MAVS conduce a la induccion de IFN tipo | en
una linea celular reportera de IFN B16F10. Las células reporteras B16F10 se infectaron con I: Y.
enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en un plasmido derivado
de pBadMycHisA Il: YopEj.izs-dominios CARD de RIG1 murinay.pss, Il YOPEj.133-CGAS
humanaieisz, 1V: YOpEi13s-CARD de MAVS humana;.ijgo. Se realizd una titulacion de las
bacterias afiadidas a las células (V: indicada como MOI) para cada cepa, y la estimulacién de IFN
se evalud en base a la actividad de la fosfatasa alcalina secretada (V1. OD650) que se encuentra
bajo el control del promotor 1-1ISG54 que comprende el promotor ISG54 inducible por IFN
potenciado por un ISRE multimérico.

Figura 31: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferdn tipo | por medio del T3SS
bacteriano — MAVS. El suministro de CARD de MAVS conduce a la induccién de IFN tipo | en
una linea celular reportera de IFN de macrofagos RAW. Las células reporteras macréfagas RAW
se infectaron con I: Y. enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en
un plasmido derivado de pBadMycHisA IlI: YOpE;.13s-dominios CARD de RIG1 murina-ps, IlI:
YOpE1-133-CGAS humanasei-sz2, IV: YOpE;133-CARD de MAVS humanasjo. Se realizd una
titulacion de las bacterias afiadidas a las células (V: indicada como MOI) para cada cepa, y la
estimulacion de IFN se evalu6 en base a la actividad de la fosfatasa alcalina secretada (\V1: OD650)
que se encuentra bajo el control del promotor I-ISG54 que comprende el promotor 1SG54
inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.

Figura 32: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferon tipo | por medio del T3SS
bacteriano — ruta de STING. El suministro de enzimas que generan dinucledtidos ciclicos conduce
a la induccion de IFN tipo | en una linea celular reportera de IFN B16F10. Las células reporteras
B16F10 se infectaron con I: Y. enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que
codifica en un plasmido derivado de pBadMycHisA 1l: YOpE;.133-CGAS de anémona, Il1: YopE;-
138-CGAS de anémonagp-422, 1V: YOPE;1.133-CGAS humanass; sz, V: YOPE1.13s- CdaA de Listeriagg;-
273, VI: YOpE1.133- DncV de V. cholerae, VII: YopE;.13s- proteina similar a DisA de B. cereus. Se
realizo una titulacion de las bacterias afiadidas a las células (VIII: indicada como MOI) para cada

cepa, Yy la estimulacién de IFN se evalud en base a la actividad de la fosfatasa alcalina secretada
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(1X: OD650) que se encuentra bajo el control del promotor 1-1ISG54 que comprende el promotor
ISG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.

Figura 33: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferon tipo | por medio del T3SS
bacteriano — ruta de STING. El suministro de enzimas que generan dinucledtidos ciclicos conduce
a la induccion de IFN tipo I en una linea celular reportera de IFN de macréfagos RAW. Las células
reporteras macrofagas RAW se infectaron con I: Y. enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica
AHOPEMT que codifica en un plasmido derivado de pBadMycHisA I1l: YOpE;.13s-CGAS de
anémona, I11: YOopE;.13g-CGAS de anémonagp.422, IV: YOpE1.133-CGAS humanasgi-s22, V: YOPE-138-
CdaA de Listeriaigi-o73, VI: YOpEi.13s- DncV de V. cholerae, VII: YopE;.i3s- proteina similar a
DisA de B. cereus. Se realiz6 una titulacion de las bacterias afiadidas a las células (VIII: indicada
como MOI) para cada cepa, y la estimulacion de IFN se evalud en base a la actividad de la
fosfatasa alcalina secretada (IX: OD650) gque se encuentra bajo el control del promotor 1-1SG54
que comprende el promotor ISG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.

Figura 34: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferdn tipo | por medio del T3SS
bacteriano y comparacion con agonistas moleculares pequefios de STING. El suministro de
enzimas que generan dinucleétidos ciclicos conduce a la induccién de IFN tipo | en una linea
celular reportera de IFN B16F10. Las células reporteras B16F10 se infectaron con I Y.
enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en un plasmido derivado
de pBadMycHisA I1: YopE;.13s-CGAS de anémona, I1l: YOpE;.133-CGAS humanases-sz2, 1V: YOpE;-
13s-dominios CARD de RIG1 murina;.»1g. Se realizé una titulacion de las bacterias afiadidas a las
células (V: indicada como MOI), y la estimulacion de IFN se evalu6 en base a la actividad de la
fosfatasa alcalina secretada (VI: OD650) que se encuentra bajo el control del promotor 1-1SG54
que comprende el promotor 1SG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.

Figura 35: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferon tipo | por medio del T3SS
bacteriano y comparacion con agonistas moleculares pequefios de STING. El suministro de un
dinucleotido ciclico conduce a la induccion de IFN tipo | en una linea celular reportera de IFN
B16F10. Las células reporteras B16F10 se trataron con el agonista molecular pequefio de STING
2°3’-c-di-AM(PS)2 (Rp,Rp). Se realizd una titulacion del compuesto (I: indicada como
micromolar), y la estimulacion de IFN se evalud en base a la actividad de la fosfatasa alcalina
secretada (11: OD650) que se encuentra bajo el control del promotor 1-1SG54 que comprende el
promotor ISG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.
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Figura 36: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferén tipo | por medio del T3SS
bacteriano y comparacion con agonistas moleculares pequefios de STING. El suministro de
enzimas que generan dinucleétidos ciclicos conduce a la induccién de IFN tipo | en una linea
celular reportera de IFN RAW. Las ceélulas reporteras RAW se infectaron con I: Y. enterocolitica
AHOPEMT, o Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en un plasmido derivado de
pBadMycHisA 1l: YOpE;.133-CGAS de anémona, Ill: YOpE;.133-CGAS humanasei-sz2, 1V: YOpE;-
13s-dominios CARD de RIG1 murina;-21g). Se realizo una titulacion de las bacterias afiadidas a las
células (V: indicada como MOI), y la estimulacion de IFN se evalud en base a la actividad de la
fosfatasa alcalina secretada (VI: OD650) que se encuentra bajo el control del promotor 1-1SG54
que comprende el promotor ISG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.

Figura 37: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferon tipo | por medio del T3SS
bacteriano y comparacion con agonistas moleculares pequefios de STING. El suministro de un
dinucledtido ciclico conduce a la induccion de IFN tipo | en una linea celular reportera de IFN
RAW. Las células reporteras RAW se trataron con el agonista molecular pequefio de STING 2°3°-
c-di-AM(PS)2 (Rp,Rp). Se realiz6 una titulacién del compuesto (I: indicada como micromolar), y
la estimulacion de IFN se evalud en base a la actividad de la fosfatasa alcalina secretada (l1:
OD650) que se encuentra bajo el control del promotor I-1ISG54 que comprende el promotor 1SG54
inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.

Figura 38: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferon tipo | por medio del T3SS
bacteriano y prueba de dependencia de T3SS — RIG1 y MAVS. EI suministro de dominios CARD
de RIG1 o CARD de MAVS fusionados a YopE;.13s conduce a la induccion de IFN tipo | en una
linea celular reportera de IFN RAW, que es estrictamente dependiente de T3SS. Las células
reporteras RAW se infectaron con 1. Y. enterocolitica AHOPEMT, o II: Y. enterocolitica
AHOPEMT-yopB, o Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en un plasmido derivado de
pBadMycHisA 11l YopEj.izs-dominios CARD de RIG1 murinasose, V: YOpE1.13-CARD de
MAYVS humana.ig0 0 Y. enterocolitica AHOPEMT-yopB que codifica en un plasmido derivado de
pBadMycHisA 1V: YopE;.1sg-dominios CARD de RIG1 murina;246, VI: YOPE;.133-CARD de
MAVS humana.igo. Se realiz6 una titulacion de las bacterias afiadidas a las células (VII: indicada
como MOI) para cada cepa, y la estimulacién de IFN se evalud en base a la actividad de la
luciferasa lucia secretada (V111: OD650) que se encuentra bajo el control del promotor I-1ISG54 que
comprende el promotor ISG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.
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Figura 39: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferdn tipo | por medio del T3SS
bacteriano en mezcla celular cruda de aislado de tumor — RIG1. El suministro de dominios CARD
de RIG1 fusionados a YopEj.13s conduce a la induccion de IFN tipo | en aislado de tumor crudo.
Los ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de cancer de mama EMT6 se
sacrificaron cuando el tumor habia alcanzado un volumen de >200 mm?®. Los tumores se
maceraron, se digirieron y se sembraron como suspensiones de células individuales en placas de 24
pocillos. Tales células de dos tumores diferentes se infectaron con I y Ill: Y. enterocolitica
AHOPEMT, o Il y IV: Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en un plasmido derivado de
pBadMycHisA Yo0pE;.i3s-dominios CARD de RIG1 murinas.2s6. Se realizd una titulacion de las
bacterias afiadidas a las células (V: indicada como MOI) para cada cepa, y la estimulacién de IFN
se evalué con el uso de un ELISA de interferén beta (VI: picogramo/mililitro). Las lineas
discontinuas indicaban los tumores correspondientes no tratados, I/11 y 111/1V son cada uno células
derivadas del mismo tumor.

Figura 40: Progresion del tumor en ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de
cancer de mama EMT®6. Ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de cancer de
mama EMT6 se inyectaron por via intratumoral con PBS una vez que el tumor habia alcanzado un
tamarfio de 60-130 mma3. El dia de la primera inyeccion intratumoral de PBS se definié como el dia
0, los tratamientos se realizaron en d0, d1, d5, d6, d10 y d11. El volumen tumoral se midi6 en los
siguientes dias (I: dia -11 al dia 80 después de la primera inyeccion de bacterias) con calibres. El
volumen tumoral relativo (volumen tumoral en el dia correspondiente dividido por el volumen
tumoral en el d0) como mm?®, se indica transformado a log-2 (I1) para cada ratén.

Figura 41: Progresion del tumor en ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de
cancer de mama EMT®6. Ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de cancer de
mama EMT6 se inyectaron por via intratumoral con 7.5*10" Y. enterocolitica dHOPEMT una vez
que el tumor habia alcanzado un tamafio de 60-130 mm3. El dia de la primera inyeccion
intratumoral de bacterias se definié como el dia 0, los tratamientos se realizaron en dO, d1, d5, d6,
d10 y d11. El volumen tumoral se midio en los siguientes dias (I: dia -11 al dia 80 después de la
primera inyeccion de bacterias) con calibres. El volumen tumoral relativo (volumen tumoral en el
dia correspondiente dividido por el volumen tumoral en el d0) como mm?, se indica transformado a
log-2 (1) para cada raton.

Figura 42: Progresion del tumor en ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de

cancer de mama EMT®6. Ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de cancer de
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mama EMT6 se inyectaron por via intratumoral con 7.5*10" Y. enterocolitica dHOPEMT que
codifica en un plasmido derivado de pBadMycHisA Yo0pE;.izs-dominios CARD de RIG1 murina;.
246 Una vez que el tumor habia alcanzado un tamafio de 60-130 mm3. El dia de la primera
inyeccion intratumoral de bacterias se definié como el dia 0, los tratamientos se realizaron en dO,
d1, d5, d6, d10 y d11. El volumen tumoral se midio en los siguientes dias (I: dia -11 al dia 80
después de la primera inyeccion de bacterias) con calibres. EI volumen tumoral relativo (volumen
tumoral en el dia correspondiente dividido por el volumen tumoral en d0) como mm?®, se indica
transformado a log-2 (I1) para cada raton.

Figura 43: Progresion del tumor en ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de
cancer de mama EMT6. Ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de cancer de
mama EMT6 se inyectaron por via intratumoral con 7.5%10" Y. enterocolitica d(HOPEMT que
codifica en un plasmido derivado de pBadMycHisA YO0pE;.13s-CGAS humanasg;-s22 una vez que el
tumor habia alcanzado un tamarfio de 60-130 mm3. El dia de la primera inyeccion intratumoral de
bacterias se definié como el dia O, los tratamientos se realizaron en d0, d1, d5, d6, d10 y d11. El
volumen tumoral se midié en los siguientes dias (I: dia -11 al dia 80 después de la primera
inyeccion de bacterias) con calibres. EI volumen tumoral relativo (volumen tumoral en el dia
correspondiente dividido por el volumen tumoral en d0) como mm?, se indica transformado a log-2
(1) para cada raton.

Figura 44: Progresion del tumor en ratones Balb/C de tipo silvestre reestimulados por via s.c. en el
costado contralateral con células de cancer de mama EMT6 después de una primera remision
completa. Ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de cancer de mama EMT6
se trataron como se describié anteriormente (Figura 40-43) por via intratumoral con 7.5%107 I1: Y.
enterocolitica dHOPEMT que codifica en un plasmido derivado de pBadMycHisA YOpE;.1zs-
dominios CARD de RIG1 murinasp46, Ill: Y. enterocolitica dHOPEMT que codifica en un
plasmido derivado de pBadMycHisA YopE;.133-CGAS humanasei-s22, Una vez que el tumor habia
alcanzado un tamarfio de 60-130 mma3. El dia de la inyeccion intratumoral de bacterias se definid
como el dia 0. Los ratones con una regresion tumoral completa (o I: ratones virgenes como control)
recibieron un aloinjerto s.c. de células de cancer de mama EMT®6 en el costado contralateral. El
volumen tumoral se midi6é en los siguientes dias (IV: hasta el dia 80 después de la primera
inyeccion de bacterias) con calibres. El volumen tumoral absoluto se indica (V) como mm?® para

cada raton.
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Figura 45: Progresion del tumor en ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de
cancer de mama EMT6. Ratones Balb/C de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de cancer de
mama EMT6 se inyectaron por via i.v. con I: PBS, 0 5*10° II: Y. enterocolitica dHOPEMT, 11I: Y.
enterocolitica dHOPEMT pYV-YopE;.135-(BH3 de tBID),, IV: Y. enterocolitica dHOPEMT
AHairpinl-VirF pYV-YopE;.13s-(BH3 de tBID),, V: Y. enterocolitica dAHOPEMT AHairpinl-VirF
Aasd pYV-asd-YopE;.13s-(BH3 de tBID), una vez que el tumor habia alcanzado un tamafio de 80-
250 mma3. El dia de la inyeccion i.v. de bacterias se definié como el dia 0, todos los ratones se
trataron por via i.p con Desferal en d-1. EI volumen tumoral se midi6 en los siguientes dias (VI:
dia 0 a dia 15 después de la primera inyeccion de bacterias) con calibres. El volumen tumoral
medio se indica (VI1) como mm®.

Figura 46: Progresion del tumor en ratones C57BL/6 de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células
de melanoma B16F10. Ratones C57BL/6 de tipo silvestre con aloinjerto s.c. de células de
melanoma B16F10 se inyectaron por via intratumoral con I: PBS, o 7.5*10 II: Y. enterocolitica
dHOPEMT, III: que codifica en un plasmido derivado de pBadMycHisA YopE;.isg-dominios
CARD de RIG1 murinai.p, 1V: Y. enterocolitica dHOPEMT que codifica en un plasmido
derivado de pBadMycHisA YopE;.133-CGAS humanases-s2; Una vez que el tumor habia alcanzado
un tamafo de 60-130 mma3. El dia de la primera inyeccion intratumoral de bacterias se definid
como el dia 0, los tratamientos se realizaron en d0, d1, d2, d3, d6 y d9. El volumen tumoral se
midié en los siguientes dias (V: dias) con calibres. EI volumen tumoral medio se indica (V1) como
mm®.

Figura 47: Biodistribucion de Y. enterocolitica subsp. palearctica en el modelo de aloinjerto de
raton de melanoma B16F10: puntuacion de la apariencia fisica. I: Dias, Il: fraccion de ratones con
una puntuacion, 1ll: Y. enterocolitica MRS40 de tipo silvestre, IV: Y. enterocolitica
AyopH,O,P,E,M,T. La flecha indica el dia de inyeccion i.v. de 2x10° bacterias.

Figura 48: Biodistribucion de Y. enterocolitica subsp. palearctica en el modelo de aloinjerto de
raton de melanoma B16F10: puntuacion de conducta. I: Dias, Il: fraccion de ratones con una
puntuacion, Ill: Y. enterocolitica MRS40 de tipo silvestre, [V: Y. enterocolitica
AyopH,O,P,E,M,T. La flecha indica el dia de infeccién i.v. con 2x10° bacterias.

Figura 49: Biodistribucion de Y. enterocolitica subsp. palearctica en el modelo de aloinjerto de
raton de melanoma B16F10: pesos de los ratones. El peso de los ratones se evalud diariamente
después de la infeccidn i.v. con bacterias. I: Dias, I1: peso corporal en gramos, Il1: Y. enterocolitica

21



10

15

20

25

30

MRS40 de tipo silvestre, 1V: Y. enterocolitica AyopH,O,P,E.M,T. La flecha indica el dia de
infeccion i.v. con 2x10° bacterias.

Figura 50: Biodistribucion de Y. enterocolitica subsp. palearctica en el modelo de aloinjerto de
raton de melanoma B16F10: biodistribucion de Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T. Los recuentos
en los drganos en el tiempo indicado se evaluaron mediante la homogeneizacion de los 6rganos, la
dilucion en serie y el recuento de las unidades formadoras de colonias (UFC) resultantes. El dia de
la inyeccidn i.v. de bacterias se definié como el dia 0, todos los ratones se trataron i.p con Desferal
en d-1. I: Y. enterocolitica AyopH,O,P.E,M, T, II:

UFC por gramo de tejido o ml de sangre, IlI: dia 1, IV: dia 4, V: sangre, VI: bazo, VII: higado,
VIII: pulmon, IX: tumor. * indica un ratén sin tumor visible.

Figura 51: Biodistribucion de Y. enterocolitica subsp. palearctica en el modelo de aloinjerto de
raton de melanoma B16F10: biodistribucion de Y. enterocolitica MRS40 de tipo silvestre. Los
recuentos en los drganos en el tiempo indicado se evaluaron mediante la homogeneizacion de los
organos, la dilucion en serie y el recuento de las unidades formadoras de colonias (UFC)
resultantes. El dia de la inyeccidn i.v. de bacterias se definid como el dia 0, todos los ratones se
trataron i.p con Desferal en d-1. I: Y. enterocolitica MRS40 de tipo silvestre, Il: UFC por gramo de
tejido o ml de sangre, IllI: dia 1, IV: dia 4, V: sangre, VI: bazo, VII: higado, VIII: pulmon, IX:
tumor.

Figura 52: Suministro de proteinas que inducen respuesta de interferon tipo | por medio del T3SS
bacteriano — la MAVS suministrada por T3SS bacteriano funciona independiente de la MAVS
endogena. El suministro de CARD de MAVS por medio de T3SS conduce a la induccién de IFN
tipo | en una linea celular reportera (luciferasa) de IFN de macréfagos RAW MAVS*®. Las células

SX© se infectaron con I: Y. enterocolitica AHOPEMT, o II: Y.

reporteras macréfagas RAW MAV
enterocolitica AHOPEMT-yopB, IlI: Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en un plasmido
derivado de pBadMycHisA YopEi.133-CARD de MAVS humanas.ig0 0 IV: Y. enterocolitica
AHOPEMT-yopB que codifica en un plasmido derivado de pBadMycHisA YOpE;.13s-CARD de
MAYVS humana;-100. Se realizé una titulacion de las bacterias afiadidas a las células (V: indicada
como MOI) para cada cepa, y la estimulacion de IFN se evalud en base a la actividad de luciferasa
(VI: RLU — unidades de luminiscencia relativa) que se encuentra bajo el control del promotor I-

ISG54 que comprende el promotor ISG54 inducible por IFN potenciado por un ISRE multimérico.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
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La presente invencion se refiere a cepas bacterianas gramnegativas con virulencia atenuada
recombinantes y su uso en un método para tratar el cancer por ejemplo un tumor sélido maligno en
un sujeto.

Con el propésito de interpretar esta descripcion, se aplicaran las siguientes definiciones y, cuando
sea apropiado, los términos usados en el singular incluirdn, ademas, el plural y viceversa. Debe
entenderse que la terminologia que se usa en la presente descripcion es con el sélo propdsito de
describir las modalidades particulares y no pretende ser limitante.

El término “cepa bacteriana gramnegativa® como se usa en la presente descripcion incluye las
siguientes bacterias: Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophila, Aeromonas veronii,
Anaeromyxobacter dehalogenans, Bordetella bronchiseptica, Bordetella parapertussis, Bordetella
pertussis, Bradyrhizobium japonicum, Burkholderia cenocepacia, Burkholderia cepacia,
Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei, Chlamydia muridarum, Chlamydia trachmoatis,
Chlamydophila abortus, Chlamydophila pneumoniae, Chromobacterium violaceum, Citrobacter
rodentium, Desulfovibrio vulgaris, Edwardsiella tarda, Endozoicomonas elysicola, Erwinia
amylovora, Escherichia albertii, Escherichia coli, Lawsonia intracellularis, Mesorhizobium loti,
Myxococcus xanthus, Pantoea agglomerans, Photobacterium damselae, Photorhabdus
luminescens, Photorabdus temperate, Pseudoalteromonas spongiae, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas plecoglossicida, Pseudomonas syringae, Ralstonia solanacearum, Rhizobium sp,
Salmonella enterica y otras Salmonella sp, Shigella flexneri y otras Shigella sp, Sodalis
glossinidius, Vibrio alginolyticus, Vibrio azureus, Vibrio campellii, Vibrio caribbenthicus, Vibrio
harvey, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio tasmaniensis, Vibrio tubiashii, Xanthomonas axonopodis,
Xanthomonas campestris, Xanthomonas oryzae, Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis, Yersinia
pseudotuberculosis. Las cepas bacterianas gramnegativas preferidas de la invenciéon son cepas
bacterianas gramnegativas comprendidas en la familia de Enterobacteriaceae vy
Pseudomonadaceae. La cepa bacteriana gramnegativa de la presente invencién se usa
normalmente para el suministro de proteinas heterologas por el T3SS bacteriano a células
eucariotas in vitro y/o in vivo, preferentemente in vivo.

El término "cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante™ como se usa en
la presente descripcion se refiere a una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante transformada genéticamente con una molécula de nucle6tidos como un vector. La
virulencia de una cepa bacteriana gramnegativa recombinante de este tipo usualmente se atenta

mediante la delecion de proteinas efectoras bacterianas que tienen actividad de virulencia que se
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transportan por una o mas proteinas bacterianas, las que son parte de una maquinaria del sistema de
secrecion. Tales proteinas efectoras se suministran mediante una maquinaria del sistema de
secrecion a unas células huésped donde ejercen su actividad de virulencia hacia varias proteinas
del huésped y maquinarias celulares. Se conocen muchas proteinas efectoras diferentes,
transportadas por varios tipos de sistemas de secrecion y que muestran un gran repertorio de
actividades bioquimicas que modulan las funciones de moléculas reguladoras del huésped. La
virulencia de la cepa bacteriana gramnegativa recombinante usada en la presente descripcion puede
atenuarse ademas por la carencia de un sider6foro producido normalmente u ocasionalmente por la
cepa bacteriana gramnegativa de manera que la cepa no produce el sider6foro por ejemplo es
deficiente en la produccion del sider6foro. Por lo tanto en una modalidad preferida se usa una cepa
bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante que carece de un siderdéforo
producido normalmente u ocasionalmente por la cepa bacteriana gramnegativa de manera que la
cepa no produce el sider6foro por ejemplo es deficiente en la produccion de un sideréforo, con
mayor preferencia se usa una cepa de Yersinia, en particular Y. enterocolitica MRS40
AyopH,O,P.E,M,T, Y. enterocolitica MRS40 AyopH,O,P,E,M,T AHairpinl-virF o Y. enterocolitica
MRS40 AyopH,O,P,E.M,T Aasd pYV-asd que carece de un sider6foro producido normalmente u
ocasionalmente por la cepa bacteriana gramnegativa de manera que la cepa no produce el
siderdforo por ejemplo es deficiente en la produccion de un sider6foro, en particular es deficiente
en la produccion de Yersiniabactina. La Y. enterocolitica MRS40 AyopH,O,P,E.M,T que es
deficiente en la produccién de Yersiniabactina se ha descrito en el documento WO02077249 y se
depositd el 24 de septiembre de 2001, de acuerdo con el Tratado de Budapest sobre el
Reconocimiento Internacional del Depdésito de Microorganismos a los Propdsitos del
Procedimiento en materia de Patentes con las Colecciones Coordinadas de Microorganismos de
Bélgica (BCCM) y se le proporcion6 el numero de acceso LMG P-21013. La cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante preferentemente no produce al menos uno,
preferentemente al menos dos siderdforos por ejemplo es deficiente en la produccion de al menos
uno, preferentemente al menos dos sideréforos, con mayor preferencia la cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante no produce ningun sideroforo.

Los términos “sideroforo”, “sideréforo de hierro” 0 “quelante de hierro” que se usan
indistintamente en la presente descripcion se refieren a compuestos con alta afinidad por el hierro

por ejemplo compuestos pequefios con alta afinidad por el hierro.
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Los sideréforos de bacterias gramnegativas son por ejemplo Enterobactina y
dihidroxibenzoilserina sintetizadas por Salmonella, Escherichia, Klebsiella, Shigella, Serratia
(pero usadas por todas las enterobacterias), Pioverdinas sintetizadas por Pseudomonas,
Vibriobactina sintetizada por Vibrio, Acinetobactina y Acinetoferrina por Acinetobacter,
Yersiniabactina y Aerobactina sintetizadas por Yersinia, Ornibactina sintetizada por Burkholderia,
Salmoquelina sintetizada por Salmonella, Aerobactina sintetizada por Escherichia, Shigella,
Salmonella, y Yersinia, Alcaligina sintetizada por Bordetella, Bisucaberina sintetizada por Vibrio.
Los siderdforos incluyen hidroxamato, catecolato y sideroforos con ligandos mixtos. Varios
siderdforos se han aprobado hasta la fecha para el uso en seres humanos, principalmente con el
objetivo de tratar la sobrecarga de hierro. Los sider6foros preferidos son Deferoxamina (también
conocida como desferrioxamina B, desferoxamina B, DFO-B, DFOA, DFB o desferal),
Desferrioxamina E, Deferasirox (Exjade, Desirox, Defrijet, Desifer) y Deferiprona (Ferriprox).

El término “una proteina enddgena esencial para el crecimiento” usado en la presente descripcion
se refiere a proteinas de la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante sin
las que la cepa bacteriana gramnegativa no puede crecer. Las proteinas enddgenas esenciales para
el crecimiento son por ejemplo una enzima esencial para la produccion de aminoacidos, una
enzima involucrada en la biosintesis de péptidoglicanos, una enzima involucrada en la biosintesis
de LPS, una enzima involucrada en la sintesis de nucledtidos o un factor de iniciacion de la
traduccion.

El término “una enzima esencial para la produccion de aminoacidos” usado en la presente
descripcion se refiere a enzimas que se relacionan con la produccion de aminoacidos de la cepa
bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante y sin las que la cepa bacteriana
gramnegativa no puede crecer. Las enzimas esenciales para la produccion de aminoacidos, son por
ejemplo aspartato-beta-semialdehido deshidrogenasa (asd), glutamina sintetasa (gInA), triptofanil
ARNt sintetasa (trpS) o serina hidroximetil transferasa (glyA), o Transcetolasa 1 (tktA),
Transcetolasa 2 (tktB), Ribulosa-fosfato 3-epimerasa (rpe), Ribosa-5-fosfato isomerasa A (rpiA),
Transaldolasa A (talA), Transaldolasa B (talB), fosforribosilpirofosfato sintasa (prs), ATP
fosforribosiltransferasa (hisG), Proteina bifuncional HislE de la biosintesis de histidina (hisl), 1-(5-
fosforribosil)-5-[(5-fosforribosilamino)metilidenamino] imidazol-4-carboxamida isomerasa (hisA),
Subunidad HisH de imidazol glicerol fosfato sintasa (hisH), Subunidad HisF de imidazol glicerol
fosfato sintasa (hisF), Proteina bifuncional HisB de la biosintesis de histidina (hisB), Histidinol-

fosfato aminotransferasa (hisC), Histidinol deshidrogenasa (hisD), 3-deshidroquinato sintasa
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(aroB), 3-deshidroquinato deshidratasa (aroD), Shikimato deshidrogenasa (NADP(+)) (aroE),
Shikimato quinasa 2 (aroL), Shikimato quinasa 1 (aroK), 3-fosfoshikimato 1-
carboxiviniltransferasa (aroA), Corismato sintasa (aroC), Proteina P (pheA), Proteina T (tyrA),
Aminotransferasa de aminoacidos aromaticos (tyrB), Fosfo-2-deshidro-3-desoxiheptonato aldolasa
(aroG), Fosfo-2-deshidro-3-desoxiheptonato aldolasa (aroH), Fosfo-2-deshidro-3-desoxiheptonato
aldolasa (aroF), Quinato/shikimato deshidrogenasa (ydiB), 6-fosfofructoquinasa dependiente de
ATP isozima 1 (pfkA), 6-fosfofructoquinasa dependiente de ATP isozima 2 (pfkB), Fructosa-
bisfosfato aldolasa clase 2 (fbaA), Fructosa-bisfosfato aldolasa clase 1 (fbaB), Triosafosfato
isomerasa (tpiA), Piruvato quinasa | (pykF), Piruvato quinasa Il (pykA), Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa A (gapA), Fosfoglicerato quinasa (pgk), Fosfoglicerato mutasa dependiente de 2,3-
bisfosfoglicerato (gpmA), Fosfoglicerato mutasa independiente de 2,3-bisfosfoglicerato
(gpmM/yib0O), Fosfoglicerato mutasa probable (ytjC/gpmB), Enolasa (eno), D-3-fosfoglicerato
deshidrogenasa (serA), Fosfoserina aminotransferasa (serC), Fosfoserina fosfatasa (serB), L-serina
deshidratasa 1 (sdaA), L-serina deshidratasa 2 (sdaB), L-treonina deshidratasa catabdlica (tdcB),
L-treonina deshidratasa biosintética (ilvA), L-serina deshidratasa (tdcG), Serina acetiltransferasa
(cysE), Cisteina sintasa A (cysK), Cisteina sintasa B (cysM), beta-cistationasa (malY), Cistationina
beta-liasa (metC), 5-metiltetrahidropteroiltriglutamato-homocisteina metiltransferasa (metE),
Metionina sintasa (metH), S-adenosilmetionina sintasa (metK), Cistationina gamma-sintasa
(metB), Homoserina O-succiniltransferasa (metA), 5'-metiltioadenosina/S-adenosilhomocisteina
nucleosidasa (mtnN), S-ribosilhomocisteina liasa (luxS), Cistation beta liasa, Cistation gamma
liasa, Serina hidroximetiltransferasa (glyA), Glicina hidroximetiltransferasa (itaE), Subunidad
pequefia de 3-isopropilmalato deshidratasa (leuD), Subunidad grande de 3-isopropilmalato
deshidratasa (leuC), 3-isopropilmalato deshidrogenasa (leuB), L-treonina deshidratasa biosintética
(ilvA), Subunidad grande de acetolactato sintasa isozima 3 (ilvl), Subunidad pequefia de
acetolactato sintasa isozima 3 (ilvH), Subunidad pequefia de acetolactato sintasa isozima 1 (ilvN),
Subunidad pequefia de acetolactato sintasa isozima 2 (ilvM), Cetoacido reductoisomerasa
(NADP(+)) (ilvC), Dihidroxiacido deshidratasa (ilvD), Aminotransferasa de aminoacidos de
cadena ramificada (ilvE), Aspartoquinasa/homoserina deshidrogenasa 1 bifuncional (thrA),
Aspartoquinasa/lhomoserina deshidrogenasa 2 bifuncional (metL), 2-isopropilmalato sintasa
(leuA), Glutamato-piruvato aminotransferasa (alaA), Aspartato aminotransferasa (aspC),
Aspartoquinasa/homoserina deshidrogenasa 1 bifuncional (thrA), Aspartoquinasa’lhomoserina

deshidrogenasa 2 bifuncional (metL), Aspartoquinasa 3 sensible a lisina (lysC), aspartato-
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semialdehido deshidrogenasa (asd), 2-ceto-3-desoxi-galactonato aldolasa (yagE), 4-hidroxi-
tetrahidrodipicolinato sintasa (dapA), 4-hidroxi-tetrahidrodipicolinato reductasa (dapB), 2,3,4,5-
tetrahidropiridina-2,6-dicarboxilato  N-succiniltransferasa (dapD), Succinil-diaminopimelato
desuccinilasa  (dapE), Diaminopimelato epimerasa (dapF), Liasa putativa (yjhH),
Acetilornitina/succinildiaminopimelato aminotransferasa (argD), Citrato sintasa (gltA), Aconitato
hidratasa B (acnB), Aconitato hidratasa A (acnA), Aconitato hidratasa putativa no caracterizada
(ybhJ), Isocitrato deshidrogenasa (icd), Aspartato aminotransferasa (aspC), Glutamato-piruvato
aminotransferasa (alaA), Glutamato sintasa [NADPH] cadena grande (gltB), Glutamato sintasa
[NADPH] cadena pequefia (gItD), Glutamina sintetasa (gInA), Acetiltransferasa de aminoacidos
(argA), Acetilglutamato quinasa (argB), N-acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa (argC),
Acetilornitina/succinildiaminopimelato aminotransferasa (argD), Acetilornitina desacetilasa
(arge), Ornitina carbamoiltransferasa cadena F (argF), Ornitina carbamoiltransferasa cadena |
(argl), Argininosuccinato sintasa (argG), Argininosuccinato liasa (argH), Glutamato 5-quinasa
(proB), Gamma-glutamil fosfato reductasa (proA), Pirrolino-5-carboxilato reductasa (proC),
Ornitina ciclodesaminasa, Leucina-ARNt ligasa (leuS), Glutamina-ARNt ligasa (gInS), Serina-
ARNt ligasa (serS), Subunidad beta de glicina-ARNt ligasa (glyS), Subunidad alfa de glicina-
ARNIt ligasa (glyQ), Tirosina-ARNt ligasa (tyrS), Treonina-ARNIL ligasa (thrS), Subunidad alfa de
fenilalanina-ARNt ligasa (pheS), Subunidad beta de fenilalanina-ARNTt ligasa (pheT), Arginina-
ARNt ligasa (argS), Histidina-ARNt ligasa (hisS), Valina-ARNt ligasa (valS), Alanina-ARNt
ligasa (alaS), Isoleucina-ARNt ligasa (ileS), Prolina-ARNt ligasa (proS), Cisteina-ARNt ligasa
(cysS), Asparagina-ARNt ligasa (asnS), Aspartato-ARNt ligasa (aspS), Glutamato-ARNt ligasa
(gltX), Triptofano-ARNIL ligasa (trpS), Subunidad beta de glicina-ARNt ligasa (glyS), Metionina-
ARNt ligasa (metG), Lisina-ARNt ligasa (lysS). Las enzimas esenciales preferidas para la
produccidn de aminodacidos son tktA, rpe, prs, aroK, tyrB, aroH, fbaA, gapA, pgk, eno, tdcG, cysE,
metK, glyA, asd, dapA/B/D/E/F, argC, proC, leuS, gInS, serS, glyS/Q, tyrS, thrS, pheS/T, args,
hisS, valS, alaS, ileS, proS, cysS, asnS, aspS, gltX, trpS, glyS, metG, lysS, las de mayor
preferencia son asd, glyA, leuS, gInS, serS, glyS/Q, tyrS, thrS, pheS/T, argsS, hisS, valS, alas, ileS,
proS, cysS, asnsS, aspsS, gltX, trpS, glyS, metG, lysS, la de maxima preferencia es asd.

Los términos “cepa bacteriana gramnegativa deficiente en la produccién de un amino&cido esencial
para el crecimiento” y “mutante auxotrofico” se usan indistintamente en la presente descripcion y
se refieren a cepas bacterianas gramnegativas que no pueden crecer en ausencia de al menos un

aminoacido esencial proporcionado de manera exdgena o un precursor de este. EI aminoacido que

27



10

15

20

25

30

la cepa es deficiente en producir es por ejemplo aspartato, acido meso-2,6-diaminopimélico,
aminodcidos aromaticos o leucina-arginina. Una cepa de este tipo puede generarse por ejemplo
mediante la delecion del gen de la aspartato-beta-semialdehido deshidrogenasa (Aasd). Un mutante
auxotrofico de este tipo no puede crecer en ausencia de acido meso-2,6-diaminopimélico exdgeno.
La mutacion, por ejemplo la delecion del gen de la aspartato-beta-semialdehido deshidrogenasa se
prefiere en la presente descripcion para una cepa bacteriana gramnegativa deficiente en la
produccidn de un aminoacido esencial para el crecimiento de la presente invencion.
El término “cepa bacteriana gramnegativa deficiente en la produccion de proteinas de adhesion que
se unen a la superficie celular o a la matriz extracelular eucariota” se refiere a cepas bacterianas
gramnegativas mutantes que no expresan al menos una proteina de adhesion en comparacién con
las proteinas de adhesion expresadas por la cepa de tipo silvestre correspondiente. Las proteinas de
adhesion pueden incluir por ejemplo moléculas de adhesion poliméricas extendidas como
pili/fimbrias o adhesinas no fimbriales. Las adhesinas fimbriales incluyen pili tipo-1 (tal como
Fim-pili de E. coli con la adhesina FimH), P-pili (tal como Pap-pili con la adhesina PapG de E.
coli), pili tipo 4 (como la proteina pilina de por ejemplo P. aeruginosa) o curli (proteinas Csg con
la adhesina CsgA de S. enterica). Las adhesiones no fimbriales incluyen adhesinas
autotransportadoras triméricas tales como YadA de Y. enterocolitica, BpaA (B. pseudomallei), Hia
(H. influenzae), BadA (B. henselae), NadA (N. meningitidis) o UspAl (M. catarrhalis) asi como
otras adhesinas autotransportadoras tales como AIDA-1 (E. coli) asi como otras
adhesinas/invasinas tales como InvA de Y. enterocolitica o Intimina (E. coli) o miembros de la
familia Dr o la familia Afa (E. coli). Los términos YadA e InvA como se usa en la presente
descripcion se refieren a proteinas de Y. enterocolitica. El autotransportador YadA ' se une a
diferentes formas de colageno asi como a fibronectina, mientras que la invasina InvA ® se une a p-
integrinas en la membrana celular eucariota. Si la cepa bacteriana gramnegativa es una cepa de Y.
enterocolitica la cepa es preferentemente deficiente en InvA y/o YadA.
Como se usa en la presente descripcién, el término “familia de Enterobacteriaceae” comprende
una familia de bacterias gramnegativas, en forma de bastoncillo, anaerobias facultativas que se
encuentran en suelo, agua, plantas, y animales, que frecuentemente aparecen como patdgenos en
vertebrados. Las bacterias de esta familia comparten una fisiologia similar y demuestran una
conservacion dentro de elementos funcionales y genes de los genomas respectivos. Asi como son
oxidasa negativos, todos los miembros de esta familia son fermentadores de glucosa y la mayoria
reducen nitratos.
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Las bacterias Enterobacteriaceae de la invencion pueden ser cualquiera de las bacterias de esa
familia, e incluye especificamente, pero no se limita a, bacterias de los siguientes géneros:
Escherichia, Shigella, Edwardsiella, Salmonella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Proteus, Erwinia, Morganella, Providencia, o Yersinia. En modalidades més especificas, la
bacteria es de la especie Escherichia coli, Escherichia blattae, Escherichia fergusonii, Escherichia
hermanii, Escherichia vuneris, Salmonella enterica, Salmonella bongori, Shigella dysenteriae,
Shigella flexneri, Shigella boydii, Shigella sonnei, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
gergoviae, Enterobacter sakazakii, Enterobacter cloacae, Enterobacter agglomerans, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Serratia marcescens, Yersinia pseudotuberculosis, Yersinia
pestis, Yersinia enterocolitica, Erwinia amylovora, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Proteus
penneri, Proteus hauseri, Providencia alcalifaciens, o Morganella morganii.

Preferentemente la cepa bacteriana gramnegativa se selecciona del grupo que consiste en los
géneros Yersinia, Escherichia, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Chlamydia, Erwinia, Pantoea,
Vibrio, Burkholderia, Ralstonia, Xanthomonas, Chromobacterium, Sodalis, Citrobacter,
Edwardsiella, Rhizobiae, Aeromonas, Photorhabdus, Bordetella y Desulfovibrio, con mayor
preferencia del grupo que consiste en los géneros Yersinia, Escherichia, Salmonella, y
Pseudomonas, con la méxima preferencia del grupo que consiste en los géneros Yersinia y
Salmonella, en particular Yersinia.

El término "Yersinia" como se usa en la presente descripcidn incluye todas las especies de
Yersinia, que incluyen Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis y Yersinia pestis. Se
prefiere la Yersinia enterocolitica.

El término "Salmonella™ como se usa en la presente descripcion incluye todas las especies de
Salmonella, que incluyen Salmonella enterica y S. bongori. Se prefiere la Salmonella enterica.
”Promotor” como se usa en la presente descripcion se refiere a una secuencia de 4cido nucleico
que regula la expresion de una unidad transcripcional. Una “region promotora” es una region
reguladora capaz de unirse a la ARN polimerasa en una célula e iniciar la transcripcion de una
secuencia codificante corriente abajo (direccion 3'). Dentro de la region promotora se encontrara
un sitio de iniciacion de la transcripcion (definido convenientemente mediante el mapeo con
nucleasa S1), asi como dominios de union a proteinas (secuencias consenso) responsables de la
unién de la ARN polimerasa tal como la region -35 putativa y la caja Pribnow. El término “unido
operativamente” cuando describe la relacion entre dos regiones de nucleotidos por ejemplo ADN

significa simplemente que estan relacionadas funcionalmente entre si y que se ubican en el mismo
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fragmento de acido nucleico. Un promotor estd unido operativamente a un gen estructural si
controla la transcripcion del gen y se ubica en el mismo fragmento de acido nucleico que el gen.
Usualmente el promotor es funcional en dicha cepa bacteriana gramnegativa, es decir el promotor
es capaz de expresar la proteina de fusion de la presente invencion, es decir el promotor es capaz
de expresar la proteina de fusion de la presente invencion sin modificacion genética adicional o
expresion de proteinas adicionales. Ademas, un promotor funcional no debe regularse naturalmente
de manera opuesta al T3SS bacteriano.

El término “elemento genético extracromosdémico” usado en la presente descripcion se refiere a un
elemento genético distinto a un cromosoma que se alberga de manera enddgena en la cepa
bacteriana gramnegativa de la presente invencién tal como un plasmido de virulencia o que es un
elemento genético exdgeno con el que se transforma la cepa bacteriana gramnegativa y que se
integra de manera transitoria o de manera estable en el cromosoma o en un elemento genético
distinto a un cromosoma que se alberga de manera endégena tal como un plasmido de virulencia.
Un elemento genético extracromosdmico de este tipo puede ser un vector como un vector de
expresion, un vector para la recombinacion homéloga u otra integracion en el cromosoma o en un
elemento genético distinto a un cromosoma que se alberga de manera enddgena tal como un
plasmido de virulencia, fragmentos de ADN para la recombinacién homdloga u otra integracion en
el cromosoma 0 en un elemento genético distinto a un cromosoma que se alberga de manera
enddgena tal como un plasmido de virulencia o un elemento de ARN que guia la insercion
especifica en el cromosoma o en un elemento genético distinto a un cromosoma que se alberga de
manera enddgena tal como un plasmido de virulencia, tal como CRISPR/Cas9 y ARN guias
relacionados.

El término "region termosensora de ARN™ usado en la presente descripciéon se refiere a una
secuencia de ARN no codificante sensible a la temperatura, que regula la expresion génica de
genes relacionados. Usualmente las regiones termosensoras de ARN funcionan mediante la
formacion de una estructura secundaria como una horquilla y lazo de ARN, que se forma de
manera estable a una temperatura de represion e inestable a una temperatura permisiva, y que
enmascara una secuencia de ARN esencial para la traduccién tal como un sitio de union al
ribosoma, lo que regula de este modo la expresion de un gen relacionado con dicha secuencia de
ARN esencial para la traduccion.

El término "estructura en horquilla de ARN o partes de esta” usado en la presente descripcion se

refiere a una estructura secundaria del ARN formada por apareamiento intramolecular de bases que
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conduce a una estructura de tallo y lazo. El apareamiento intramolecular de bases, generalmente
dentro de la misma cadena de ARN, se forma debido a secuencias de nucleétidos complementarias
0 partes de estas.

El término "proteina de union al ADN del tipo AraC", también referida como familia AraC/XylS,
usado en la presente descripcion se refiere a proteinas de regulacion de la transcripcion bacteriana
que se unen al ADN a través de un motivo hélice-giro-hélice. La mayoria de los miembros de las
proteinas de union al ADN del tipo AraC son reguladores transcripcionales positivos, y pueden
caracterizarse por un dominio minimo de unién al ADN que se extiende en un segmento de 100
residuos que contiene dos subdominios hélice-giro-hélice. Las proteinas de union al ADN del tipo
AraC incluyen especificamente, pero no se limitan a: VirF, LcrF, YbtA, Rns, MxiE, AraC, XylS,
ExsA, PerA, MmsR, RhaS, TcpN, HrpX, HrpB, GadX, HilC, HilD, MarA, CafR, FapR e InvF. Se
prefieren las proteinas de unién al ADN del tipo AraC involucradas en la regulacion de
mecanismos relevantes de virulencia, tales como VirF, LcrF, YbtA, Rns, MXIE, EXsA, PerA,
HrpX, HrpB, GadX, HilC, HilD, TcpN, CafR, FapR e InvF. Las de mayor preferencia son las
proteinas de union al ADN del tipo AraC involucradas en la regulacion de la actividad del sistema
de secrecidn tipo tres como VirF, LcrF, MXIE, ExSA, PerA, HrpX, HrpB, GadX, HilC, HilD e
InvF, las de mé&xima preferencia son VirF y/o LcrF.

El término "suministro" usado en la presente descripcion se refiere a la transportacion de una
proteina de una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante a una célula
eucariota, que incluye las etapas de expresar la proteina heter6loga en la cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante, secretar la(s) proteina(s) expresada(s) desde
tal cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante y translocar la(s)
proteina(s) secretada(s) por dicha cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante al citosol de la célula eucariota. En consecuencia, los términos "sefial de suministro”
0 “sefal de secrecion” que se usan indistintamente en la presente descripcion se refieren a una
secuencia polipeptidica que puede ser reconocida por el sistema de secrecion y translocacion de la
cepa bacteriana gramnegativa y dirige el suministro de una proteina de la cepa bacteriana
gramnegativa a células eucariotas.

El término "sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana” usado en la presente
descripcion se refiere a una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana funcional en la
cepa bacteriana gramnegativa recombinante, es decir que permite la secrecion de una proteina

heter6loga expresada en la cepa bacteriana gramnegativa recombinante desde dicha cepa
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bacteriana gramnegativa recombinante mediante un sistema de secrecion tal como el sistema de
secrecion tipo I, tipo 1V o tipo VI o la translocacién por dicha cepa bacteriana gramnegativa
recombinante al citosol de una célula eucariota mediante un sistema de secrecion tal como el
sistema de secrecion tipo Ill, tipo IV o tipo VI. El término "sefial de suministro de una proteina
efectora bacteriana” usado en la presente descripcion comprende ademas un fragmento de una
sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana es decir versiones mas cortas de una sefial
de suministro por ejemplo una sefial de suministro que comprende hasta 10, preferentemente hasta
20, con mayor preferencia hasta 50, aun con mayor preferencia hasta 100, en particular hasta 140
aminoacidos de una sefial de suministro por ejemplo de una sefial de suministro de origen natural.
Por lo tanto una secuencia de nucle6tidos tal como por ejemplo una secuencia de ADN que
codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana puede codificar una sefial de
suministro de longitud completa o un fragmento de esta en donde el fragmento usualmente
comprende usualmente hasta 30, preferentemente hasta 60, con mayor preferencia hasta 150, aun
con mayor preferencia hasta 300, en particular hasta 420 acidos nucleicos.

Como se usa en la presente descripcidn, la "secrecion™ de una proteina se refiere a la transportacion
de una proteina heter6loga al exterior a través de la membrana celular de una cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante. La "translocacion™ de una proteina se refiere
a la transportacion de una proteina heter6loga desde una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante a través de la membrana plasmatica de una célula eucariota al
citosol de dicha célula eucariota.

El término “proteina bacteriana, que es parte de una maquinaria del sistema de secrecién” como se
usa en la presente descripcién se refiere a proteinas bacterianas que constituyen componentes
esenciales del sistema de secrecidn tipo 3 (T3SS), el sistema de secrecion tipo 4 (T4SS) vy el
sistema de secrecion tipo 6 (T6SS) bacterianos, preferentemente T3SS. Sin tales proteinas, el
sistema de secrecion respectivo no es funcional en la translocacion de proteinas a células huésped,
incluso si el resto de los componentes del sistema de secrecion y la proteina efectora bacteriana a
translocar se codifican y producen.

El término "proteina efectora bacteriana” como se usa en la presente descripcion se refiere a
proteinas bacterianas transportadas por sistemas de secrecién por ejemplo por proteinas
bacterianas, las que son parte de una maquinaria del sistema de secrecion a células huésped. Tales
proteinas efectoras se suministran mediante un sistema de secrecion a una célula huésped donde

ejercen por ejemplo actividad de virulencia hacia varias proteinas y maquinarias celulares del
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huésped. Se conocen muchas proteinas efectoras diferentes, transportadas por varios tipos de
sistemas de secrecion y que muestran un gran repertorio de actividades bioquimicas que modulan
las funciones de moléculas reguladoras del huésped. Los sistemas de secrecidn incluyen el sistema
de secrecion tipo 3 (T3SS), el sistema de secrecion tipo 4 (T4SS) y el sistema de secrecion tipo 6
(T6SS). Algunas proteinas efectoras (como IpaC de Shigella flexneri) también pertenecen a la
clase de proteina bacteriana, las que son parte de una maquinaria del sistema de secrecion y
permiten la translocacion de proteinas. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante usada en la presente descripcion usualmente comprende proteinas bacterianas que
constituyen componentes esenciales del sistema de secrecion tipo 3 (T3SS), el sistema de secrecion
tipo 4 (T4SS) ylo el sistema de secrecion tipo 6 (T6SS) bacterianos, preferentemente del sistema
de secrecion tipo 3 (T3SS). El término “proteinas bacterianas que constituyen componentes
esenciales del T3SS bacteriano” como se usa en la presente descripcion se refiere a proteinas, que
forman naturalmente el inyectisoma por ejemplo la aguja de inyeccion o de cualquier otra manera
son esenciales para su funcion en la translocacion de proteinas a células eucariotas. Las proteinas
que forman el inyectisoma o de cualquier otra manera son esenciales para su funcion en la
translocacion de proteinas a células eucariotas incluyen, pero no se limitan a:

SctC, YscC, MxiD, InvG, SsaC, EscC, HrcC, HrcC (Secretina), SctD, YscD, MxiG, Prg, SsaD,
EscD, HrpQ, HrpW, FIiG (Proteina del anillo de MS exterior), SctJ, YscJ, MxiJ, PrgK, SsaJ, EscJ,
HrcJ, Hrcld, FliF (Proteina del anillo de MS interior), SctR, YscR, Spa24, SpaP, SpaP, SsaR, EscR,
HrcR, HrcR, FliP (Proteina del aparato de exportacion menor), SctS, YscS, Spa9 (SpaQ), SpaQ,
SsaS, EscS, HrcS, HrcS, FliQ (Proteina del aparato de exportacion menor), SctT, YscT, Spa29
(SpaR), SpaR, SsaT, EscT, HrcT, HrcT, FliR (Proteina del aparato de exportacion menor), SctU,
YscU, Spad0, SpaS, SpaS, SsaU, EscU, HrcU, HrcU, FIhB (Proteina de intercambio del aparato de
exportacion), SctV, YscV, MxiA, InvA, SsaV, EscV, HrcV, HrcV, FIhA (Proteina del aparato de
exportacion mayor), SctK, YscK, MxiK, OrgA, HrpD (Proteina citosélica auxiliar), SctQ, YscQ,
Spa33, SpaO, SpaO, SsaQ, EscQ, HrcQA+B, HrcQ, FliM + FIiN (Proteina del anillo C), SctL,
YscL, MxiN, OrgB, SsaK, EscL, Orf5, HrpE, HrpF, FliH (Stator), SctN, YscN, Spa47, Spal,
InvC, SsaN, EscN, HrcN, HrcN, Flil (ATPasa), SctO, YscO, Spal3, SpaM, Invl, SsaO, Orfl5,
HrpO, HrpD, FliJ (Apilamiento), SctF, YscF, MxiH, Prgl, SsaG, EscF, HrpA, HrpY (Proteina de
filamento de la aguja), Sctl, Yscl, Mxil, PrgJ, Ssal, Escl, rOrf8, HrpB, HrpJ, (Proteina de tallo
interno), SctP, YscP, Spa32, SpaN, InvJ, SsaP, EscP, Orf16, HrpP, HpaP, FliK (Regulador de la
longitud de la aguja), LcrV, IpaD, SipD (Translocador hidrofilico, proteina de la punta de la
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aguja), YopB, IpaB, SipB, SseC, EspD, HrpK, PopF1, PopF2 (Translocador hidrofébico, proteina
del poro), YopD, IpaC, SipC, SseD, EspB (Translocador hidrofébico, proteina del poro), YscW,
MxiM, InvH (Pilotina), SctW, YopN, MxiC, InvE, SsaL, SepL, HrpJ, HpaA (Guardiana).

El término "proteina efectora del T6SS" o "proteina efectora del T6SS bacteriano™ como se usa en
la presente descripcion se refiere a proteinas que se inyectan naturalmente mediante sistemas T6S
al citosol de células eucariotas o bacterias y a proteinas secretadas naturalmente por sistemas T6S
que podrian por ejemplo formar poros de translocacién a la membrana eucariota. El término
"proteina efectora del T4SS" o "proteina efectora del T4SS bacteriano” como se usa en la presente
descripcion se refiere a proteinas que se inyectan naturalmente mediante sistemas T4S al citosol de
células eucariotas y a proteinas secretadas naturalmente por sistemas T4S que podrian por ejemplo
formar el poro de translocacion a la membrana eucariota.

El término "proteina efectora del T3SS" o "proteina efectora del T3SS bacteriano” como se usa en
la presente descripcion se refiere a proteinas que se inyectan naturalmente mediante sistemas T3S
al citosol de células eucariotas y a proteinas secretadas naturalmente por sistemas T3S que podrian
por ejemplo formar el poro de translocacion a la membrana eucariota (que incluyen translocadores
formadores de poros (como YopB y YopD de Yersinia) y proteinas de la punta como LcrV de
Yersinia). Preferentemente se usan proteinas que se inyectan naturalmente mediante sistemas T3S
al citosol de células eucariotas. Estos factores de virulencia paralizaran o reprogramaran la célula
eucariota para el beneficio del patdgeno. Los efectores del T3S muestran un gran repertorio de
actividades bioquimicas y modulan la funcién de moléculas reguladoras del huésped cruciales e
incluyen AvrA, AvrB, AvrBs2, AvrBS3, AvrBsT, AvrD, AvrD1, AvrPphB, AvrPphC,
AvrPphEPto, AvrPpiBPto, AvrPto, AvrPtoB, AvrRpm1, AvrRpt2, AvrXv3, CigR, EspF, EspG,
EspH, EspZ, ExoS, ExoT, GogB, GtgA, GtgE, la familia de proteinas GALA, HopAB2, HopAO1,
Hopll, HopM1, HopN1, HopPtoD2, HopPtoE, HopPtoF, HopPtoN, HopU1, HsvB, IcsB, IpaA,
IpaB, IpaC, IpaH, IpaH7.8, 1paH9.8, IpgB1, IpgB2, IpgD, LcrV, Map, OspCl, OspE2, OspF,
OspG, Ospl, PipB, PipB2, PopB, PopP2, PthXo1, PthXo6, PthXo7, SifA, SifB, SipA/SspA, SipB,
SipC/SspC, SipD/SspD, SIrP, SopA, SopB/SigD, SopD, SopE, SopE2, SpiC/SsaB, SptP, SpvB,
SpvC, SrfH, Srf), Sse, SseB, SseC, SseD, SseF, SseG, Ssel/SrfH, Ssel, SseK1, SseK2, SseK3,
SseL, SspH1, SspH2, SteA, SteB, SteC, SteD, SteE, TccP2, Tir, VirA, VirPphA, VopF, XopD,
YopB, YopD YopE, YopH, YopJ, YopM, YopO, YopP, YopT, YpkA.

El término "cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante que se acumula

en un tumor s6lido maligno™ o “la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
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recombinante se acumula en un tumor sélido maligno” como se usa en la presente descripcion se
refiere a una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante que se replica
dentro de un tumor sélido maligno lo que aumenta de este modo el recuento bacteriano de esta
cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante dentro del tumor soélido
maligno. Sorprendentemente se ha descubierto que la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante después de la administracion al sujeto se acumula especificamente en el
tumor solido maligno es decir se acumula especificamente en el 6rgano donde esta presente el
tumor maligno, en donde los recuentos bacterianos de la cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante en los 6rganos donde no esta presente el tumor sélido maligno
son bajos o0 no detectables.

En el caso de bacterias que residen de manera extracelular como Yersinia, la bacteria se acumula
principalmente dentro del espacio intercelular formado entre las células tumorales. Las bacterias de
crecimiento intracelular como Salmonella invadiran principalmente las células tumorales y
residirdn dentro de tales células, si bien ain podrian aparecer acumulaciones extracelulares. Los
recuentos bacterianos de la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante
acumulada dentro del tumor sélido maligno pueden estar por ejemplo en el intervalo de 10* a 10°
bacterias por gramo de tejido tumoral.

El término “cancer” usado en la presente descripcion se refiere a una enfermedad en la que células
anormales se dividen sin control y pueden invadir los tejidos vecinos. Las células cancerosas
pueden propagarse ademas a otras partes del cuerpo a través de los sistemas vascular y linfatico.
Existen varios tipos principales de cancer. El carcinoma es un cancer que comienza en la piel o en
tejidos que revisten o cubren a los érganos internos. El sarcoma es un cancer que comienza en el
hueso, cartilago, grasa, musculo, vasos sanguineos, u otro tejido conectivo o de soporte. La
leucemia es un cancer que comienza en tejido formador de sangre, tal como la médula oOsea, y
causa la produccion de grandes cantidades de células sanguineas anormales y su entrada a la
sangre. El linfoma y el mieloma mdltiple son canceres que comienzan en las células del sistema
inmunitario. Los canceres del sistema nervioso central son canceres que comienzan en los tejidos
del cerebro y la médula espinal. El término “cancer” usado en la presente descripcion comprende
tumores solidos es decir tumores sélidos malignos tales como por ejemplo sarcomas, carcinomas, y
linfomas y tumores no sélidos tales como por ejemplo leucemias (canceres de la sangre). Se

prefieren los tumores sdlidos malignos.
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El término "tumor sélido maligno™ o “indicio de tumor solido maligno” usado en la presente
descripcion se refiere a una masa anormal de tejido que usualmente no contiene quistes o areas
liquidas. Los tumores solidos pueden ser benignos (no cancerosos), o malignos (cancer). Los
tumores solidos malignos se tratan con los métodos de la presente invencion. Los diferentes tipos
de tumores solidos malignos se nombran por el tipo de células que los forman. Los ejemplos de
tumores solidos malignos son sarcomas, carcinomas, y linfomas. Las leucemias (canceres de la
sangre) generalmente no forman tumores solidos malignos (definicion de acuerdo con el Instituto
nacional del cancer del NIH). Los tumores solidos malignos incluyen, pero no se limitan a, masa
anormal de células que pueden originarse a partir de diferentes tipos de tejido tales como higado,
colon, colorrectal, piel, mama, pancreas, cuello uterino, cuerpo del Utero, vejiga, vesicula, rifion,
laringe, labio, cavidad oral, esofago, ovario, prostata, estdbmago, testiculo, glandula tiroides o
pulmon y por lo tanto incluyen tumores sélidos malignos de higado, colon, colorrectal, piel, mama,
pancreas, cuello uterino, cuerpo del Gtero, vejiga, vesicula, rifion, laringe, labio, cavidad oral,
es6fago, ovario, prostata, estobmago, testiculo, glandula tiroides o pulmén. Los tumores soélidos
malignos preferidos que pueden tratarse con los métodos de la presente invencion son tumores
solidos malignos que se originan a partir de piel, mama, higado, pancreas, vejiga, préstata y colon
y por lo tanto incluyen tumores sélidos malignos de piel, mama, higado, pancreas, vejiga, prostata
y colon. Los tumores sélidos malignos igualmente preferidos que pueden tratarse con los métodos
de la presente invencion son tumores sélidos malignos asociados con cancer de higado, tal como
carcinoma hepatocelular.

El término "proteina efectora bacteriana que es virulenta hacia celulas eucariotas" como se usa en
la presente descripcion se refiere a proteinas efectoras bacterianas, que se transportan mediante
sistemas de secrecion a células huésped donde ejercen su actividad de virulencia hacia varias
proteinas y maquinarias celulares del huésped. Se conocen muchas proteinas efectoras diferentes,
transportadas por varios tipos de sistemas de secrecion y que muestran un gran repertorio de
actividades bioguimicas que modulan las funciones de moléculas reguladoras del huésped. Los
sistemas de secrecion incluyen el sistema de secrecion tipo 3 (T3SS), el sistema de secrecion tipo 4
(T4SS) vy el sistema de secrecion tipo 6 (T6SS). Lo que es mas importante, algunas proteinas
efectoras que son virulentas hacia células eucariotas (como IpaC de Shigella flexneri) también
pertenecen a la clase de proteinas bacterianas, las que son parte de una maquinaria del sistema de
secrecion. En caso que la proteina efectora bacteriana que es virulenta hacia células eucariotas

también sea esencial para la funcion de la maquinaria de secrecion, dicha proteina se excluye de
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esta definicion. Las proteinas efectoras del T3SS que son virulentas hacia células eucariotas se
refieren a proteinas como YopE, YopH, YopJ, YopM, YopO, YopP, YopT de Y. enterocolitica u
OspF, IpgD, IpgBL1 de Shigella flexneri o0 SopE, SopB, SptP de Salmonella enterica 0 ExoS, ExoT,
ExoU, ExoY de P. aeruginosa o Tir, Map, EspF, EspG, EspH, EspZ de E. coli. Las proteinas
efectoras del T4SS que son virulentas hacia células eucariotas se refieren a proteinas como LidA,
SidC, SidG, SidH, SdhA, SidJ, SdjA, SdeA, SdeA, SdeC, LepA, LepB, WipA, WipB, YIfA, YIfB,
VipA, VipF, VipD, VpdA, VpdB, DrrA, LeglL3, LegL5, LegL7, LegLC4, LegLC8, LegC5,
LegG2, Cegl0, Ceg23, Ceg29 de Legionella pneumophila o BepA, BepB, BepC, BepD, BepE,
BepF BepG de Bartonella henselae o VirD2, VirE2, VirE3, VirF de Agrobacterium tumefaciens o
CagA de H. pylori o la toxina pertussis de Bordetella pertussis. Las proteinas efectoras del T6SS
que son virulentas hacia células eucariotas se refieren a proteinas como las proteinas VgrG de
Vibrio cholerae (como VgrG1).

El término "proteina efectora del T3SS que es virulenta hacia células eucariotas" o "proteina
efectora del T3SS bacteriano que es virulenta hacia células eucariotas" como se usa en la presente
descripcion se refiere a proteinas que se inyectan naturalmente mediante sistemas T3S al citosol de
células eucariotas y a proteinas secretadas naturalmente por sistemas T3S que podrian por ejemplo
formar el poro de translocacion a la membrana eucariota, que son factores de virulencia hacia
células eucariotas es decir a proteinas que paralizan o reprograman la célula eucariota para el
beneficio del patdgeno. Los efectores muestran un gran repertorio de actividades bioquimicas y
modulan la funcion de mecanismos de regulacion del huésped cruciales tales como por ejemplo
fagocitosis y el citoesqueleto de actina, la sefializacion de rutas inflamatorias, la apoptosis, la
endocitosis 0 rutas de secrecion®® e incluyen AvrA, AvrB, AvrBs2, AvrBS3, AvrBsT, AvrD,
AvrD1, AvrPphB, AvrPphC, AvrPphEPto, AvrPpiBPto, AvrPto, AvrPtoB, AvrRpml, AvrRpt2,
AvrXv3, CigR, EspF, EspG, EspH, EspZ, ExoS, ExoT, GogB, GtgA, GtgE, familia de proteinas
GALA, HopAB2, HopAO1, Hopll, HopM1, HopN1, HopPtoD2, HopPtoE, HopPtoF, HopPtoN,
HopU1, HsvB, IcsB, IpaA, IpaH, IpaH7.8, IpaH9.8, IpgBl, IpgB2, IpgD, LcrV, Map, OspCl,
OspE2, OspF, OspG, Ospl, PipB, PipB2, PopB, PopP2, PthXol, PthXo06, PthXo7, SifA, SifB,
SipA/SspA,, SIrP, SopA, SopB/SigD, SopD, SopE, SopE2, SpiC/SsaB, SptP, SpvB, SpvC, SrfH,
Srfl, Sse, SseB, SseC, SseD, SseF, SseG, Ssel/SrfH, SseJ, SseK1, SseK2, SseK3, SseL, SspH1,
SspH2, SteA, SteB, SteC, SteD, Stek, TccP2, Tir, VirA, VirPphA, VopF, XopD, YopE, YopH,
YopJ, YopM, YopO, YopP, YopT, YpkA.
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Los genes de efectores del T3SS de Yersinia que son virulentos para una célula eucariota y pueden
eliminarse/mutarse de por ejemplo Y. enterocolitica son YopE, YopH, YopM, YopO, YopP
(también llamado YopJ), y YopT *°. Los genes de efectores respectivos que son virulentos para una
célula eucariota pueden eliminarse/mutarse de Shigella flexneri (por ejemplo OspF, IpgD, IpgB1),
Salmonella enterica (por ejemplo SopE, SopB, SptP), P. aeruginosa (por ejemplo ExoS, ExoT,
ExoU, ExoY) o E. coli (por ejemplo Tir, Map, EspF, EspG, EspH, EspZ). Las secuencias de acidos
nucleicos de estos genes estan a disposicion de los expertos en la técnica, por ejemplo, en la base
de datos Genebank (yopH, yopO, yopE, yopP, yopM, yopT de NC_ 002120 GI:10955536;
proteinas efectoras de S. flexneri de AF386526.1 GI:18462515; efectores de S. enterica de
NC_016810.1 GI:378697983 o FQ312003.1 GI:301156631; efectores de P. aeruginosa de
AEQ004091.2 GI:110227054 o CP000438.1 GI:115583796 y proteinas efectoras de E. coli de
NC_011601.1 GI:215485161).

Para el proposito de la presente invencion, los genes se denotan con letras en minusculas y cursiva
para distinguirlos de las proteinas. En caso que los genes (denotados con letras en minusculas y
cursiva) aparezcan a continuacion del nombre de una especie bacteriana (como E. coli), estos se
refieren a una mutacion del gen correspondiente en la especie bacteriana correspondiente. Por
ejemplo, YopE se refiere a la proteina efectora codificada por el gen yopE. Y. enterocolitica yopE
representa una Y. enterocolitica que tiene una mutacion en el gen yopE.

Como se usa en la presente descripcion, los términos “polipéptido”, “péptido”, “proteina”,
“polipeptidico” y “peptidico” se usan indistintamente para designar una serie de residuos de
aminoacidos conectados entre si por enlaces peptidicos entre los grupos alfa-amino y carboxilo de
residuos adyacentes. Se prefieren las proteinas que tienen una secuencia de aminoécidos que
comprende al menos 10 aminoacidos, con mayor preferencia al menos 20 aminoacidos.

De acuerdo con la presente invencién, "una proteina heterdloga” incluye proteinas de origen
natural o una parte estas y también incluye proteinas producidas de manera artificial o una parte de
estas. Como se usa en la presente descripcion, el término “proteina heteréloga” se refiere a una
proteina o una parte de esta distinta a la proteina efectora del T3SS o fragmento N-terminal de esta
al que puede fusionarse. En particular la proteina heteréloga como se usa en la presente
descripcion se refiere a una proteina o una parte de esta, que no pertenece al proteoma, es decir el
complemento completo de proteinas naturales de la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante especifica proporcionada y usada por la invencion, por ejemplo que no

pertenece al proteoma, es decir el complemento completo de proteinas naturales de una cepa
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bacteriana especifica de los géneros Yersinia, Escherichia, Salmonella o Pseudomonas.
Usualmente la proteina heter6loga es de origen animal que incluye de origen humano.
Preferentemente la proteina heteréloga es una proteina humana o una parte de esta. Con mayor
preferencia la proteina heterdloga se selecciona del grupo que consiste en proteinas involucradas
en la induccién o regulacién de una respuesta de interferén (IFN), proteinas involucradas en la
apoptosis o la regulacion de la apoptosis, reguladores del ciclo celular, proteinas con repeticiones
de anquirina, proteinas de sefializacion celular, proteinas reporteras, factores de transcripcion,
proteasas, GTPasas pequefias, proteinas asociadas a GPCR, constructos de fusion de nanocuerpos y
nanocuerpos, efectores del T3SS bacteriano, efectores del T4SS bacteriano y proteinas virales.
Preferentemente en particular la proteina heterdloga se selecciona del grupo que consiste en
proteinas involucradas en la induccion o regulacion de una respuesta de interferon (IFN), proteinas
involucradas en la apoptosis o la regulacion de la apoptosis, reguladores del ciclo celular, proteinas
con repeticiones de anquirina, proteinas reporteras, GTPasas pequefias, proteinas asociadas a
GPCR, constructos de fusién de nanocuerpos, efectores del T3SS bacteriano, efectores del T4SS
bacteriano y proteinas virales. Aun mas particularmente se prefieren las proteinas heter6logas
seleccionadas del grupo gue consiste en proteinas involucradas en la induccion o regulacién de una
respuesta de interferon (IFN), proteinas involucradas en la apoptosis o la regulacion de la
apoptosis, reguladores del ciclo celular, y proteinas con repeticiones de anquirina. Las de méxima
preferencia son las proteinas involucradas en la apoptosis o la regulacion de la apoptosis o las
proteinas involucradas en la induccién o regulacién de una respuesta de interferon (IFN), en
particular las proteinas involucradas en la induccién o regulacion de una respuesta de interferon
(IFN), como proteinas heterologas de origen animal, preferentemente humanas involucradas en la
apoptosis o la regulacion de la apoptosis 0 proteinas humanas involucradas en la induccion o
regulacién de una respuesta de interferén (IFN). Las proteinas involucradas en la induccién o
regulacién de una respuesta de interferén (IFN) son preferentemente proteinas, involucradas en la
induccidn o regulacién de una respuesta de interferén (IFN) tipo 1, con mayor preferencia proteinas
humanas involucradas en la induccion o regulacion de una respuesta de interferon (IFN) tipo I.

En algunas modalidades la cepa bacteriana gramnegativa de la presente invencion comprende dos
secuencias de nucledtidos que codifican las proteinas heter6logas idénticas o dos diferentes
fusionadas independientemente entre si en marco al extremo 3’ de una secuencia de nucleotidos

que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana.
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En algunas modalidades la cepa bacteriana gramnegativa de la presente invencion comprende tres
secuencias de nucleétidos que codifican las proteinas heterologas idénticas o tres diferentes
fusionadas independientemente entre si en marco al extremo 3’ de una secuencia de nucledtidos
que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana.

La proteina heter6loga expresada por la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante tiene usualmente un peso molecular de entre 1 y 150 kD, preferentemente entre 1 y
120 kD, con mayor preferencia entre 1 y 100 kDa, con la maxima preferencia entre 10 y 80 kDa.
En algunas modalidades una parte de una proteina heterdloga comprende un dominio de una
proteina heteréloga. Por lo tanto en algunas modalidades la cepa bacteriana gramnegativa de la
presente invencion comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio de una
proteina heterdloga. Preferentemente la cepa bacteriana gramnegativa de la presente invencion
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica uno o dos dominios de una proteina
heter6loga, con mayor preferencia dos dominios de una proteina heter6loga.

En algunas modalidades la cepa bacteriana gramnegativa de la presente invencién comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica dominios repetidos de una proteina heteréloga o dos o mas
dominios de proteinas heterélogas diferentes fusionados en marco al extremo 3’ de una secuencia
de nucledtidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana.

El término “proteinas heterdlogas que pertenecen a la misma clase funcional de proteinas” como se
usa en la presente descripcion se refiere a proteinas heter6logas que tienen la misma funcién por
ejemplo proteinas heter6logas que tienen actividad enzimatica, proteinas heter6logas que actlian en
la misma ruta tal como por ejemplo la regulacion del ciclo celular, o comparten una caracteristica
especifica comun por ejemplo pertenecen a la misma clase de proteinas efectoras bacterianas. Las
clases funcionales de proteinas son por ejemplo proteinas involucradas en la apoptosis o la
regulacién de la apoptosis, proteinas que actian como reguladores del ciclo celular, proteinas con
repeticiones de anquirina, proteinas de sefializacion celular, proteinas involucradas en la induccion
o0 regulacion de una respuesta de interferon (IFN), proteinas reporteras, factores de transcripcion,
proteasas, GTPasas pequefias, proteinas asociadas a GPCR, constructos de fusion de nanocuerpos y
nanocuerpos, efectores del T3SS bacteriano, efectores del T4SS bacteriano o proteinas virales que
actuan en conjunto en el proceso biol6gico de establecimiento de la virulencia a células eucariotas.
De acuerdo con la presente invencion, "un dominio de una proteina heteréloga” incluye dominios
de proteinas de origen natural e incluye ademas dominios de proteinas producidas de manera

artificial. Como se usa en la presente descripcion, el término “dominio de una proteina heter6loga”
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se refiere a un dominio de una proteina heteréloga distinto a un dominio de una proteina efectora
del T3SS o un dominio distinto a un dominio que comprende el fragmento N-terminal de esta al
que puede fusionarse para lograr una proteina de fusién. En particular el dominio de una proteina
heter6loga como se usa en la presente descripcion se refiere a un dominio de una proteina
heter6loga, que no pertenece al proteoma, es decir el complemento completo de proteinas naturales
de la cepa bacteriana gramnegativa recombinante especifica proporcionada y usada por la
invencion, por ejemplo que no pertenece al proteoma, es decir el complemento completo de
proteinas naturales de una cepa bacteriana especifica de los géneros Yersinia, Escherichia,
Salmonella o Pseudomonas. Usualmente el dominio de la proteina heter6loga es de origen animal
que incluye de origen humano. Preferentemente el dominio de la proteina heter6loga es un dominio
de una proteina humana. Con mayor preferencia el dominio de la proteina heter6loga es un
dominio de una proteina seleccionada del grupo que consiste en proteinas involucradas en la
apoptosis o la regulacion de la apoptosis, proteinas involucradas en la induccion o regulacion de
una respuesta de interferon (IFN), reguladores del ciclo celular, proteinas con repeticiones de
anquirina, proteinas de sefalizacion celular, proteinas reporteras, factores de transcripcion,
proteasas, GTPasas pequefias, proteinas asociadas a GPCR, constructos de fusion de nanocuerpos y
nanocuerpos, efectores del T3SS bacteriano, efectores del T4SS bacteriano y proteinas virales.
Preferentemente en particular el dominio de la proteina heter6loga es un dominio de una proteina
seleccionada del grupo que consiste en proteinas involucradas en la apoptosis o la regulacion de la
apoptosis, proteinas involucradas en la induccidén o regulacion de una respuesta de interferon
(IFN), reguladores del ciclo celular, proteinas con repeticiones de anquirina, proteinas reporteras,
GTPasas pequefias, proteinas asociadas a GPCR, constructos de fusién de nanocuerpos, efectores
del T3SS bacteriano, efectores del T4SS bacteriano y proteinas virales. Aun mas particularmente
se prefieren los dominios de proteinas heterdlogas seleccionadas del grupo que consiste en
proteinas involucradas en la apoptosis o la regulacion de la apoptosis, proteinas involucradas en la
induccién o regulacion de una respuesta de interferon (IFN), reguladores del ciclo celular, y
proteinas con repeticiones de anquirina. Los de méxima preferencia son los dominios de proteinas
involucradas en la induccién o regulacién de una respuesta de interferon (IFN), como proteinas de
origen animal involucradas en la induccién o regulacién de una respuesta de interferon (IFN),
preferentemente dominios de proteinas heterélogas humanas involucradas en la induccion o

regulacion de una respuesta de interferon (IFN).
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El término "dominios repetidos de una proteina heterdloga™ como se usa en la presente descripcién
se refiere a una proteina de fusién que consiste en varias repeticiones de un dominio de una
proteina heter6loga, donde estos dominios podrian fusionarse directamente entre si o donde podria
introducirse un enlazador variable por ejemplo un enlazador entre 1 y 30, preferentemente entre 2
y 15, con mayor preferencia entre 3 y 10 aminoacidos entre los dominios. Preferentemente se usan
dominios idénticos repetidos o dominios repetidos que tienen una identidad de secuencia de
aminoacidos de mas de 80 %, usualmente mas de 85 %, preferentemente mas de 90 %, aun con
mayor preferencia mas de 95 %, en particular mas de 96 %, mas particularmente mas de 97 %, ain
maés particularmente méas de 98 %, lo mas particular mas de 99 %. Se prefieren ademéas dominios
idénticos que tienen una identidad de aminoécidos de 100 %. Preferentemente dos dominios
repetidos, con mayor preferencia dos dominios idénticos repetidos o dos dominios repetidos que
tienen una identidad de secuencia de aminoacidos de mas de 90 %, preferentemente mas de 95 %,
con la maxima preferencia 100 % se encuentran comprendidos en la proteina de fusién como se
refiere en la presente descripcion. En la presente invencion se contemplan ademéas mas de dos, por
ejemplo tres, cuatro, cinco o seis dominios repetidos.

El término "dos o mas dominios de proteinas heterélogas diferentes” como se usa en la presente
descripcion se refiere a una proteina de fusion que consiste en una o varias repeticiones de al
menos dos dominios de proteinas heterélogas diferentes por ejemplo al menos dos dominios de
proteinas heterélogas que tienen una identidad de secuencia de aminoacidos de 80 % 0 menos,
preferentemente 60 % o menos, con mayor preferencia 40 % o menos, donde estos dominios
diferentes podrian fusionarse directamente entre si o donde podria introducirse un enlazador
variable por ejemplo un enlazador entre 1 y 30, preferentemente entre 2 y 15, con mayor
preferencia entre 3 y 10 aminoacidos entre los dominios. Preferentemente dos dominios de
proteinas heterdlogas diferentes se encuentran comprendidos en la proteina de fusion como se
refiere en la presente descripcion. En la presente invencién se contemplan ademas mas de dos, por
ejemplo tres, cuatro, cinco o seis dominios de proteinas heterologas diferentes.

El dominio de una proteina heterologa expresada por la cepa bacteriana gramnegativa
recombinante tiene usualmente un peso molecular de entre 1-50 kDa, preferentemente entre 1-30
kDa, con mayor preferencia entre 1-20 kDa, con la maxima preferencia entre 1-10 kDa.

De acuerdo con la presente invencion las "proteinas involucradas en la induccion o regulacion de
una respuesta de IFN” incluyen, pero no se limitan a, cGAS, STING, TRIF, TBK1, IKKepsilon,
IRF3, TREX1, VPS34, ATG9a, DDX3, LC3, DDX41, IFI16, MRE11l, DNA-PK, RIG1, MDAS,
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LGP2, IPS-1/MAVS/Cardif/VISA, Trim25, Trim32, Trim56, Riplet, TRAF2, TRAF3, TRAF5,
TANK, IRF3, IRF7, IRF9, STAT1, STAT2, PKR, TLR3, TLR7, TLR9, DAI, IFI16, IFIX,
MRE11, DDX41, LSm14A, LRRFIP1, DHX9, DHX36, DHX29, DHX15, Ku70, IFNAR1,
IFNAR2, TYK2, JAKL, ISGF3, IL10R2, IFNLR1, IFNGR1, IFNGR2, JAK2, STAT4, enzimas
que generan dinucleétidos ciclicos (ciclasas de di-AMP ciclico, di-GMP ciclico y di-GAMP
ciclico) como WspR, DncV, DisA y similar a DisA, CdaA, CdaS y cGAS o un fragmento de estas.
De acuerdo con la presente invencion las "proteinas involucradas en la induccion o regulacion de
una respuesta de IFN tipo I” incluyen, pero no se limitan a, cGAS, STING, TRIF, TBK1,
IKKépsilon, IRF3, TREX1, VPS34, ATG9a, DDX3, LC3, DDX41, IFI16, MRE11, DNA-PK,
RIG1, MDAS5, LGP2, IPS-1/MAVS/Cardif/VISA, Trim25, Trim32, Trim56, Riplet, TRAF2,
TRAF3, TRAF5, TANK, IRF3, IRF7, IRF9, STATL1, STAT2, PKR, TLR3, TLR7, TLR9, DAI,
IFI16, IFIX, MRE11l, DDX41, LSm14A, LRRFIP1, DHX9, DHX36, DHX29, DHX15, Ku70,
enzimas que generan dinucleotidos ciclicos (ciclasas de di-AMP ciclico, di-GMP ciclico y di-
GAMP ciclico) como WspR, DncV, DisA y similar a DisA, CdaA, CdaS y cGAS o un fragmento
de estas.

Las proteinas involucradas en la induccion o regulacion de una respuesta de IFN tipo | preferidas
se seleccionan del grupo que consiste en cGAS, STING, TRIF, TBK1, IKKépsilon, IRF3, TREX1,
VPS34, ATG9a, DDX3, LC3, DDX41, IFI16, MRE11, DNA-PK, RIG1, MDA5, LGP2, IPS-
1/MAVS/Cardif/VISA, Trim25, Trim32, Trim56, Riplet, TRAF2, TRAF3, TRAF5, TANK, IRF3,
IRF7, IRF9, STAT1, STAT2, PKR, LSm14A, LRRFIP1, DHX29, DHX15, y enzimas que generan
dinucledtidos ciclicos tales como ciclasas de di-AMP ciclico, di-GMP ciclico y di-GAMP ciclico
seleccionadas del grupo que consiste en WspR, DncV, DisA y similar a DisA, CdaA, CdaS y
cGAS o un fragmento de estas.

Las proteinas involucradas en la induccién o regulacion de una respuesta de IFN tipo I mas
preferidas se seleccionan del grupo que consiste en cGAS (como Uniprot. Q8N884 para la proteina
humana), RIG1 (como Uniprot. 095786 para la proteina humana), MDA5 (como Uniprot.
Q9BY X4 para la proteina humana), IPS-1/MAVS (como Uniprot. Q7Z434 para la proteina
humana), IRF3 (como Uniprot. Q14653 para la proteina humana), IRF7 (como Uniprot. Q92985
para la proteina humana), IRF9 (como Uniprot. Q00978 para la proteina humana) y enzimas que
generan dinucleotidos ciclicos tales como ciclasas de di-AMP ciclico, di-GMP ciclico y di-GAMP
ciclico seleccionadas del grupo que consiste en WspR (como Uniprot. Q9HXT9 para la proteina de
P. aeruginosa), DncV (como Uniprot. QOKVG7 para la proteina de V. cholerae), DisA y similar a
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DisA (como Uniprot. Q812L9 para la proteina de B. cereus), CdaA (como Uniprot. Q8Y5E4 para
la proteina de L. monocytogenes), CdaS (como Uniprot. 031854 o mutacion L44F activa
constitutiva como en la SEQ ID NO.114 para la proteina de B. subtilis) y cGAS (como Uniprot.
Q8N884 para la proteina humana) o un fragmento de estas proteinas.

IPS-1/MAVS/Cardif/VISA se refieren a la proteina de sefializacion antiviral mitocondrial eucariota
que contiene un dominio CARD N-terminal y con el identificador de Uniprot (www.uniprot.org)
para la secuencia humana “Q77434” y “Q8VCF0” para la secuencia murina. Los términos “IPS-
I/MAVS”, “MAVS/IPS-1” y “MAVS” se usan indistintamente en la presente descripcion y se
refieren a la proteina de sefializacion antiviral mitocondrial eucariota que contiene un dominio
CARD N-terminal y con el identificador de Uniprot (www.uniprot.org) para la secuencia humana
“Q77434 y “Q8VCF0* para la secuencia murina.

En algunas modalidades las proteinas heterdlogas involucradas en la induccion o regulacion de una
respuesta de IFN tipo | se seleccionan del grupo que consiste en unas proteinas que contienen un
dominio CARD o un fragmento de estas y enzimas que generan dinucle6tidos ciclicos tales como
ciclasas de di-AMP ciclico, di-GMP ciclico y di-GAMP ciclico o un fragmento de estas.

Un fragmento de una proteina heter6loga involucrada en la induccion o regulacién de una
respuesta de IFN o una respuesta de IFN tipo | contiene usualmente entre 25y 1,000 aminoé&cidos,
preferentemente entre 50 y 600 aminoacidos, con mayor preferencia entre 100 y 400 aminoé&cidos,
aun con mayor preferencia entre 100 y 362 aminoéacidos. En algunas modalidades un fragmento de
una proteina heteréloga involucrada en la induccién o regulacién de una respuesta de IFN o una
respuesta de IFN tipo | comprende un fragmento N-terminal de la proteina heterdloga involucrada
en la induccion o regulacion de una respuesta de IFN o una respuesta de IFN tipo | que contiene
usualmente entre 25 y 1,000 aminoacidos, preferentemente entre 50 y 600 aminoacidos, con mayor
preferencia entre 100 y 400 aminoacidos, aun con mayor preferencia entre 100 y 362 aminoéacidos,
en particular entre 100 y 246 aminoacidos o, comprende un fragmento N-terminal de la proteina
heterdloga involucrada en la induccidn o regulacion de una respuesta de IFN o una respuesta de
IFN tipo | que tiene una delecion de una secuencia de aminoacidos que contiene entre el
aminoacido 1 y el aminoacido 160 de los aminoacidos N-terminales, preferentemente una delecion
de una secuencia de aminoacidos que contiene los aminoacidos N-terminales 1-59 o los
aminoacidos N-terminales 1-160, y en donde el fragmento N-terminal de la proteina heterdloga
involucrada en la induccién o regulacion de una respuesta de IFN o una respuesta de IFN tipo |

contiene usualmente entre 25 y 1,000 aminoacidos, preferentemente entre 50 y 600 aminoacidos,
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con mayor preferencia entre 100 y 400 aminoacidos, aun con mayor preferencia entre 100 y 362
aminocidos.

Un fragmento de una proteina heterdloga que contiene dominio CARD involucrada en la induccién
0 regulacion de una respuesta de IFN o una respuesta de IFN tipo | contiene usualmente una
secuencia de amino&cidos del aminoacido N-terminal 1 a cualquiera del aminoécido N-terminal
100-500, preferentemente una secuencia de aminoacidos del aminoécido N-terminal 1 a cualquiera
del aminoacido N-terminal 100-400, con mayor preferencia una secuencia de aminoacidos del
aminoacido N-terminal 1 a cualquiera del aminoacido N-terminal 100300, con mayor preferencia
una secuencia de aminodcidos del aminodcido N-terminal 1 a cualquiera del aminoécido N-
terminal 100-294, con mayor preferencia una secuencia de aminoacidos del aminoécido N-terminal
1 a cualquiera del aminoacido N-terminal 100-246.

En algunas modalidades un fragmento de una proteina heter6loga que contiene dominio CARD
involucrada en la induccién o regulacién de una respuesta de IFN o una respuesta de IFN tipo |
contiene una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en una secuencia de
aminoacidos que comprende al menos el aminoacido N-terminal 1 y no méas del aminoacido N-
terminal 294, una secuencia de aminoacidos que comprende al menos el aminoacido N-terminal 1
y no mas del aminoacido N-terminal 246, una secuencia de aminoécidos que comprende al menos
el aminodcido N-terminal 1 y no mas del aminoacido N-terminal 245, una secuencia de
aminoacidos que comprende al menos el aminoacido N-terminal 1 y no méas del aminoacido N-
terminal 229, una secuencia de aminoacidos que comprende al menos el aminoacido N-terminal 1
y no mas del aminoacido N-terminal 228, una secuencia de aminoécidos que comprende al menos
el aminodcido N-terminal 1 y no mas del aminoacido N-terminal 218, una secuencia de
aminoacidos que comprende al menos el aminoacido N-terminal 1 y no méas del aminoacido N-
terminal 217, una secuencia de aminoacidos que comprende al menos el aminoacido N-terminal 1
y no mas del aminoacido N-terminal 100 y una secuencia de aminoacidos que comprende al menos
el aminoacido N-terminal 1 y no méas del aminoacido N-terminal 101, méas particularmente una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en una secuencia de aminoacidos
que comprende al menos el aminoacido N-terminal 1 y no mas del aminoacido N-terminal 245,
una secuencia de aminoacidos que comprende al menos el aminoacido N-terminal 1 y no mas del
aminoacido N-terminal 228, una secuencia de aminoacidos que comprende al menos el aminoacido

N-terminal 1 y no mas del aminoacido N-terminal 217 y una secuencia de aminoacidos que
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comprende al menos el aminoacido N-terminal 1 y no més del aminoécido N-terminal 100 de un
dominio CARD humano.

En algunas modalidades preferidas un fragmento de una proteina heteréloga que contiene dominio
CARD involucrada en la induccion o regulacion de una respuesta de IFN o una respuesta de IFN
tipo | contiene una secuencia de amino&cidos seleccionada del grupo que consiste en una secuencia

de aminodacidos del aminoacido N-terminal 1 al aminoacido N-terminal 294, una secuencia de
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aminodcidos del aminoécido N-terminal 1 al aminoécido N-terminal 101, mas particularmente una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en una secuencia de aminoacidos
del aminoécido N-terminal 1 al aminoécido N-terminal 245, una secuencia de aminoacidos del
aminoacido N-terminal 1 al aminoacido N-terminal 228, una secuencia de aminoacidos del
aminoacido N-terminal 1 al aminoacido N-terminal 217 y una secuencia de aminoacidos del
aminoacido N-terminal 1 al aminoacido N-terminal 100 de un dominio CARD humano.

Un fragmento de enzimas que generan dinucleétidos ciclicos tales como ciclasas de di-AMP
ciclico, di-GMP ciclico y di-GAMP ciclico contiene usualmente una secuencia de aminoécidos del
aminodcido N-terminal 1 a cualquiera del aminoédcido N-terminal 100-600, preferentemente una
secuencia de aminoacidos del aminoacido N-terminal 50 a cualquiera del aminoacido N-terminal
100-550, con mayor preferencia una secuencia de aminoacidos del aminoacido N-terminal 60 a
cualquiera del aminoacido N-terminal 100-530, en particular una secuencia de aminoacidos del
aminoacido N-terminal 60 al aminodcido N-terminal 530, una secuencia de aminoacidos del
aminoacido N-terminal 146 al aminoécido N-terminal 507 o una secuencia de aminoacidos del
aminoacido N-terminal 161 al aminodcido N-terminal 530, méas particularmente una secuencia de
aminoacidos del aminoécido N-terminal 161 al aminoécido N-terminal 530 de la cGAS humana.
En algunas modalidades un fragmento de cGAS contiene en particular una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en una secuencia de aminoécidos que comprende

al menos el aminoacido N-terminal 60 y no mas del aminoacido N-terminal aminoacido N-terminal

46



10

15

20

25

30

422, una secuencia de aminoacidos que comprende al menos el aminoacido N-terminal 146 y no
maés del aminoacido N-terminal aminoéacido N-terminal 507, y una secuencia de aminoacidos que
comprende al menos el aminoacido N-terminal 161 y no mas del aminoacido N-terminal
aminoacido N-terminal 522. En algunas modalidades un fragmento de cGAS contiene mas
particularmente una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en una
secuencia de aminodcidos del aminoédcido N-terminal 60 al aminodcido N-terminal 422, una
secuencia de aminoacidos del aminoacido N-terminal 146 al aminoacido N-terminal 507, y una
secuencia de aminoacidos del aminoacido N-terminal 161 al amino&cido N-terminal 522,

En una modalidad més preferida la proteina heter6loga involucrada en la induccion o regulacion de
una respuesta de IFN tipo | se selecciona del grupo que consiste en RIG1, MDAS5, y MAVS/IPS-1
que comprende el dominio CARD o un fragmento de estas y cGAS y un fragmento de esta, en
particular se selecciona del grupo que consiste en RIG1 que comprende el dominio CARD y un
fragmento de esta, MAVS/IPS-1 que comprende el dominio CARD y un fragmento de esta, y
CGAS y un fragmento de esta. Los fragmentos de estas proteinas se prefieren particularmente. En
esta modalidad mas preferida, la RIG1, MDA5, MAVS/IPS-1 que comprende el dominio CARD
comprende el(los) dominio(s) CARD de origen natural y ademas los aminoacidos C-terminales a
continuacion del(de los) dominio(s) CARD de origen natural que comprenden el dominio helicasa
de origen natural en el caso de RIG-1 o un fragmento de este, preferentemente un fragmento que
contienen 1-500, con mayor preferencia 1-250, aun con mayor preferencia 1-150 aminoacidos en
donde el dominio helicasa de origen natural o fragmento de este no es funcional, es decir no se une
a un dominio CARD o, comprende la secuencia C-terminal corriente abajo en el caso de
MAVS/IPS-1 o un fragmento de esta, preferentemente un fragmento que contiene 1-500, con
mayor preferencia 1-250, aun con mayor preferencia 1-150 aminoacidos. En estas modalidades
cGAS y un fragmento de esta comprende usualmente el dominio sintasa de origen natural (nucleo
NTasa y dominio C-terminal; aminoacidos 160-522 de la cGAS humana como se describe en ®y
como Uniprot. Q8N884 para la proteina humana), preferentemente cGAS y un fragmento de esta
comprende el dominio sintasa de origen natural, pero tiene una delecion de una parte o el dominio
N-terminal completo, preferentemente una delecion de la extensidn de hélice N-terminal completa
(extension de hélice N-terminal; aminoacidos 1-160 de la cGAS humana como se describe en ®y
como Uniprot. Q8N884 para la proteina humana). La delecion de una parte o el dominio N-

terminal completo es preferentemente una delecion de los aminoacidos 1-59.
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En algunas modalidades las proteinas heterélogas involucradas en la induccion o regulacion de una
respuesta de IFN tipo I se seleccionan del grupo que consiste en la familia de receptores similares a
RIG-I (RLR) (como RIG1 y MDA5) y un fragmento de estos, otras proteinas que contienen
dominio CARD involucradas en la sefializacion antiviral y la induccién de IFN tipo I (como
MAVS/IPS-1) y un fragmento de estas y enzimas que generan dinucle6tidos ciclicos tales como
ciclasas de di-AMP ciclico, di-GMP ciclico y di-GAMP ciclico seleccionadas del grupo que
consiste en WspR, DncV, DisA y similar a DisA, CdaA, CdaS y cGAS, y un fragmento de estas,
que conducen a la estimulacion de STING.

En algunas modalidades las proteinas heterdlogas involucradas en la induccion o regulacion de una
respuesta de IFN tipo I se seleccionan del grupo que consiste en RIG1, MDA5, LGP2, MAVS/IPS-
1, WspR, DncV, DisA y similar a DisA, CdaA, CdaS y cGAS o un fragmento de estas, con mayor
preferencia se seleccionan del grupo que consiste en RIG1, WspR, DncV, similar a DisA, y cGAS
0 un fragmento de estas.

En una modalidad méas preferida la proteina involucrada en la induccién o regulacion de una
respuesta de IFN tipo | se selecciona del grupo que consiste en RIG1, MDA5, MAVS/IPS-1,
WspR, DncV, DisA y similar a DisA, CdaA, y cGAS o un fragmento de estas, aun con mayor
preferencia se selecciona del grupo que consiste en RIG1, MDA5, MAVS/IPS-1, WspR, DncV,
similar a DisA, CdaA, y cGAS o un fragmento de estas, en particular se selecciona del grupo que
consiste en RIG1, MAVS/IPS-1 y cGAS o un fragmento de estas. Los fragmentos de estas
proteinas se prefieren particularmente.

En esta modalidad mas preferida un fragmento de RIG1, MDA5, MAVS/IPS-1 usualmente
contiene una secuencia de aminoacidos del aminoacido N-terminal 1 a cualquiera del aminoécido
N-terminal 100-500, preferentemente una secuencia de aminoacidos del aminoacido N-terminal 1 a
cualquiera del aminoacido N-terminal 100-400, con mayor preferencia una secuencia de
aminoacidos del aminoacido N-terminal 1 a cualquiera del aminoéacido N-terminal 100-300.

En esta modalidad més preferida un fragmento de RIG1 contiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en una secuencia de aminoacidos que comprende al menos el
aminoacido N-terminal 1 y no mas del aminoacido N-terminal 246, una secuencia de aminoacidos
que comprende al menos el aminoacido N-terminal 1 y no mas del aminoacido N-terminal 245,
una secuencia de aminoacidos que comprende al menos el aminoacido N-terminal 1 y no mas del
aminoacido N-terminal 229, una secuencia de aminoacidos que comprende al menos el aminoacido

N-terminal 1 y no mas del aminoacido N-terminal 228, una secuencia de aminoacidos que
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comprende al menos el aminoécido N-terminal 1 y no mas del aminoécido N-terminal 218, y una
secuencia de aminoacidos que comprende al menos el aminoacido N-terminal 1 y no més del
aminoacido N-terminal 217; y un fragmento de MAVS/IPS-1 contiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en una secuencia de aminoacidos que comprende
al menos el aminoécido N-terminal 1 y no méas del aminoécido N-terminal 100 y una secuencia de
aminoacidos que comprende al menos el aminoécido N-terminal 1 y no més del aminoacido N-
terminal 101.

En esta modalidad mas preferida un fragmento de RIG1 contiene mas particularmente una
secuencia de amino&cidos seleccionada del grupo que consiste en una secuencia de aminoacidos
del aminoécido N-terminal 1 al aminoacido N-terminal 246, una secuencia de aminoacidos del
aminoacido N-terminal 1 al aminoacido N-terminal 245, una secuencia de aminoacidos del
aminoacido N-terminal 1 al aminoacido N-terminal 229, una secuencia de aminoacidos del
aminoacido N-terminal 1 al aminoacido N-terminal 228, una secuencia de aminoacidos del
aminoacido N-terminal 1 al aminodcido N-terminal 218, y una secuencia de aminoacidos del
aminoacido N-terminal 1 al aminoacido N-terminal 217; y un fragmento de MAVS/IPS-1 contiene
mas particularmente una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en una
secuencia de aminoacidos del aminodcido N-terminal 1 al aminodcido N-terminal 100 y una
secuencia de aminoacidos del aminoacido N-terminal 1 al aminoécido N-terminal 101.

En esta modalidad mas preferida un fragmento de cGAS contiene usualmente una secuencia de
aminoacidos del aminoacido N-terminal 1 a cualquiera del aminoacido N-terminal 100-600,
preferentemente una secuencia de aminoacidos del aminoécido N-terminal 50 a cualquiera del
aminoacido N-terminal 100-550, con mayor preferencia una secuencia de aminoécidos del
aminoacido N-terminal 60 a cualquiera del aminoacido N-terminal 100-530, en particular una
secuencia de aminoacidos del aminoacido N-terminal 60 al aminoacido N-terminal 530, una
secuencia de aminoacidos del aminoacido N-terminal 146 al aminoacido N-terminal 507 o una
secuencia de aminoacidos del aminoacido N-terminal 161 al aminoacido N-terminal 530, mas
particularmente una secuencia de aminoacidos del aminodcido N-terminal 60 al aminoacido N-
terminal 530, 0 una secuencia de aminoacidos del aminoacido N-terminal 161 al aminoacido N-
terminal 530 de la cGAS humana.

En esta modalidad més preferida un fragmento de cGAS contiene en particular una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en una secuencia de aminoécidos que comprende

al menos el aminoacido N-terminal 60 y no mas del aminoacido N-terminal aminoacido N-terminal
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422, una secuencia de aminoacidos que comprende al menos el aminoacido N-terminal 146 y no
maés del aminoacido N-terminal aminoéacido N-terminal 507, y una secuencia de aminoacidos que
comprende al menos el aminoacido N-terminal 161 y no mas del aminoacido N-terminal
aminoacido N-terminal 522.

En esta modalidad méas preferida un fragmento de cGAS contiene més particularmente una
secuencia de amino&cidos seleccionada del grupo que consiste en una secuencia de aminoacidos
del aminoacido N-terminal 60 al aminoécido N-terminal 422, una secuencia de amino&cidos del
aminoacido N-terminal 146 al aminoacido N-terminal 507, una secuencia de aminoacidos del
aminoacido N-terminal 161 al amino&cido N-terminal 522.

En una modalidad aun maés preferida la proteina involucrada en la induccion o regulacién de una
respuesta de IFN tipo | se selecciona del grupo que consiste en dominios CARD de RIG1 humana;.
245 (SEQ ID NO: 37), dominios CARD de RIG1 humana;.22s (SEQ ID NO: 128), dominios CARD
de RIG1 humana;-217 (SEQ ID NO: 129), dominios CARD de RIG1 murina;-246 (SEQ ID NO: 38),
dominios CARD de RIG1 murinaz-z29 (SEQ ID NO: 110), dominios CARD de RIG1 murina;-2is
(SEQ ID NO: 111), dominio CARD de MAVS humanas-1g0 (SEQ ID NO: 116), dominio CARD de
MAYVS murinas-101 (SEQ ID NO: 130), cGAS de N. vectensis (SEQ ID NO: 43), cGAS humanaye;-
522 (SEQ ID NO: 115), cGAS murinase-s07 (SEQ ID NO: 131) y cGAS de N. vectensisgo-a22 (SEQ
ID NO: 117).

En una modalidad preferida particular la proteina involucrada en la induccion o regulacion de una
respuesta de IFN tipo | en donde la proteina involucrada en la induccion o regulacién de una
respuesta de IFN tipo | se selecciona del grupo que consiste en dominios CARD de RIG1 humana;.
245, (SEQ ID NO: 37), dominios CARD de RIG1 humanaj-z2s (SEQ ID NO: 128), dominios CARD
de RIG1 humana;»;7 (SEQ ID NO: 129), dominio CARD de MAVS humana.igo (SEQ ID NO:
116), y cGAS humanayei-s22 (SEQ ID NO: 115).

En una modalidad preferida mas particular la proteina involucrada en la induccion o regulacién de
una respuesta de IFN tipo | se selecciona del grupo que consiste en dominios CARD de RIG1
humana;.45, dominios CARD de RIG1 murinas24, dominios CARD de RIG1 murina;-oo,
dominios CARD de RIG1 murinaiois, MAVS humanai.ige, cGAS de N. vectensis, cGAS
humanase;-s22 Y CGAS de N. vectensisgo-g22.

La familia de receptores similares a RIG-1 (RLR) comprende proteinas seleccionadas del grupo
que consiste en RIG1, MDA5S y LGP2. Las proteinas heterélogas involucradas en la induccion o

regulacién de una respuesta de IFN tipo | preferidas son las proteinas que contienen dominio
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CARD RIG1 y MDAS5, en particular la proteina que contiene dominio CARD RIG1. Otras
proteinas que contienen dominio CARD involucradas en la induccion de IFN tipo | comprenden
proteinas seleccionadas del grupo que consiste en MAVS/IPS-1.

En algunas modalidades preferidas las proteinas heterdlogas involucradas en la induccion o
regulacion de una respuesta de IFN tipo | se seleccionan del grupo de proteinas que comprenden
un dominio CARD de RIG1, un dominio CARD de MDAS5, y/o un dominio CARD de MAVS/IPS-
1, y WspR, DncV, DisA y similar a DisA, CdaA, CdaS y cGAS y un fragmento de estas,
preferentemente se seleccionan del grupo de proteinas que comprenden un dominio CARD de
RIG1 y/o un dominio CARD de MAVS/IPS-1, y WspR, DncV, DisA y similar a DisA, CdaA, y
CcGAS o un fragmento de estas.

En algunas modalidades preferidas las proteinas heterdlogas involucradas en la induccion o
regulacién de una respuesta de IFN tipo | se seleccionan del grupo que consiste en un dominio
CARD de RIG1, un dominio CARD de MDAS5, un dominio CARD de MAVS/IPS-1, WspR,
DncV, DisA y similar a DisA, CdaA, CdaS y cGAS, con mayor preferencia se seleccionan del
grupo que consiste en un dominio CARD de RIG1, WspR, DncV, similar a DisA, y cGAS.

En algunas modalidades preferidas las proteinas heter6logas involucradas en la induccion o
regulacion de una respuesta de IFN tipo I comprenden uno o mas (por ejemplo dos, tres o cuatro)
dominios CARD, preferentemente comprenden uno o mas (por ejemplo dos, tres 0 cuatro)
dominios CARD de RIG1, MDAS5, y/o MAVS/IPS-1, preferentemente de RIG1 y/o MAVS/IPS-1.
En una modalidad mas preferida las proteinas heterdlogas involucradas en la induccion o
regulacion de una respuesta de IFN tipo | comprenden ambos dominios CARD de RIG1 0 MDADS,
en particular RIG1.

En algunas modalidades las proteinas heterdlogas involucradas en la induccion o regulacion de una
respuesta de IFN tipo I se seleccionan del grupo que consiste en una proteina que induce respuesta
de IFN tipo I sin funcion enzimatica o una proteina que induce respuesta de IFN tipo I con funcion
enzimatica. Una proteina que induce respuesta de IFN tipo I sin funcion enzimatica abarcada en la
presente invencion comprende usualmente al menos un dominio CARD preferentemente dos
dominios CARD. Un dominio CARD se compone normalmente de un racimo de seis a siete alfa-
hélices, preferentemente una disposicion de seis a siete alfa hélices antiparalelas con un nicleo
hidrofobico y una cara externa compuesta de residuos con carga. Una proteina que induce
respuesta de IFN tipo I con funcion enzimatica abarcada en la presente invencion comprende

usualmente una enzima que genera dinucleétidos ciclicos (ciclasas de di-AMP ciclico, di-GMP
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ciclico y di-GAMP ciclico) o un dominio de esta que conduce a la estimulacion de STING,
preferentemente una diadenilato ciclasa (DAC), diguanilato ciclasa (DGC) o GMP-AMP ciclasa
(GAC) o dominio de estas.

De acuerdo con la presente invencion las "proteinas involucradas en la apoptosis o la regulacion de
la apoptosis” incluyen, pero no se limitan a, Bad, Bcl2, Bak, Bmt, Bax, Puma, Noxa, Bim, Bcl-xL,
Apafl, Caspasa 9, Caspasa 3, Caspasa 6, Caspasa 7, Caspasa 10, DFFA, DFFB, ROCK1, APP,
CAD, ICAD, CAD, EndoG, AIF, HtrA2, Smac/Diablo, Arts, ATM, ATR, Bok/Mtd, Bmf, Mcl-
1(S), familia 1AP, LC8, PP2B, proteinas 14-3-3, PKA, PKC, PI3K, Erk1/2, p90RSK, TRAF2,
TRADD, FADD, Daxx, Caspasa8, Caspasa2, RIP, RAIDD, MKK7, JNK, FLIP, FKHR, GSK3, las
CDK y sus inhibidores como la familia INK4 (p16(Ink4a), p15(Ink4b), p18(Ink4c), p19(Ink4d)), y
la familia Cipl/Wafl/Kipl-2 (p21(Cipl/Wafl), p27(Kipl), p57(Kip2). Preferentemente se usan
Bad, Bmt, Bcl2, Bak, Bax, Puma, Noxa, Bim, Bcl-xL, Caspasa9, Caspasa3, Caspasa6, Caspasa?,
Smac/Diablo, Bok/Mtd, Bmf, Mcl-1(S), LC8, PP2B, TRADD, Daxx, Caspasa8, Caspasa2, RIP,
RAIDD, FKHR, las CDK vy sus inhibidores como la familia INK4 (p16(Ink4a), p15(Ink4b),
p18(Ink4c), p19(Ink4d)), con la maxima preferencia BIM, Bid, Bid truncada, FADD, Caspasa 3 (y
subunidades de esta), Bax, Bad, Akt, las CDK vy sus inhibidores como la familia INK4
(p16(Inkda), p15(Ink4db), p18(Iinkdc), p19(Ink4d)) 2. Otras proteinas involucradas en la
apoptosis o la regulacion de la apoptosis incluyen DIVA, Bcl-Xs, Nbk/Bik, Hrk/Dp5, Bid y tBid,
Egl-1, Bcl-Gs, Citocromo C, Beclina, CED-13, BNIP1, BNIP3, Bcl-B, Bcl-W, Ced-9, Al, NR13,
Bfl-1, Caspasa 1, Caspasa 2, Caspasa 4, Caspasa 5, Caspasa 8.

Las proteinas involucradas en la apoptosis o la regulacién de la apoptosis se seleccionan del grupo
que consiste en proteinas proapoptoticas, proteinas antiapoptoticas, inhibidores de rutas de
prevencion de la apoptosis e inhibidores de sefializacion o rutas prosupervivencia. Las proteinas
proapoptoticas comprenden proteinas seleccionadas del grupo que consiste en Bax, Bak, Diva, Bcl-
Xs, Nbk/Bik, Hrk/Dp5, Bmf, Noxa, Puma, Bim, Bad, Bid y tBid, Bok, Apafl, Smac/Diablo,
BNIP1, BNIP3, Bcl-Gs, Beclina 1, Egl-1 y CED-13, Citocromo C, FADD, la familia de las
caspasas, y las CDK vy sus inhibidores como la familia INK4 (p16(Ink4a), p15(Ink4b), p18(Ink4c),
p19(Ink4d)) o seleccionadas del grupo que consiste en Bax, Bak, Diva, Bcl-Xs, Nbk/Bik, Hrk/Dp5,
Bmf, Noxa, Puma, Bim, Bad, Bid y tBid, Bok, Egl-1, Apafl, Smac/Diablo, BNIP1, BNIP3, Bcl-
Gs, Beclina 1, Egl-1 y CED-13, Citocromo C, FADD, y la familia de las caspasas. Se prefieren
Bax, Bak, Diva, Bcl-Xs, Nbk/Bik, Hrk/Dp5, Bmf, Noxa, Puma, Bim, Bad, Bid y tBid, Bok, Egl-1,
Apafl, BNIP1, BNIP3, Bcl-Gs, Beclina 1, Egl-1 y CED-13, Smac/Diablo, FADD, la familia de las
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caspasas, las CDK y sus inhibidores como la familia INK4 (p16(Ink4a), p15(Ink4b), p18(Ink4c),
p19(Ink4d)). Se prefieren igualmente Bax, Bak, Diva, Bcl-Xs, Nbk/Bik, Hrk/Dp5, Bmf, Noxa,
Puma, Bim, Bad, Bid y tBid, Bok, Apafl, BNIP1, BNIP3, Bcl-Gs, Beclina 1, Egl-1 y CED-13,
Smac/Diablo, FADD, la familia de las caspasas.

Las proteinas antiapoptoticas comprenden proteinas seleccionadas del grupo que consiste en

Bcl-2, Bel-XI, Bel-B, Bel-W, Mcl-1, Ced-9, A1, NR13, la familia de IAP y Bfl-1. Se prefieren Bcl-
2, Bel-Xl, Bcl-B, Bel-W, Mcl-1, Ced-9, A1, NR13 y Bfl-1.

Los inhibidores de rutas de prevencion de la apoptosis comprenden proteinas seleccionadas del
grupo que consiste en Bad, Noxa y Cdc25A. Se prefieren Bad y Noxa.

Los inhibidores de sefializacion o rutas prosupervivencia comprenden proteinas seleccionadas del
grupo que consiste en PTEN, ROCK, PP2A, PHLPP, JNK, p38. Se prefieren PTEN, ROCK, PP2A
y PHLPP.

En algunas modalidades, las proteinas heter6logas involucradas en la apoptosis o la regulacion de
la apoptosis se seleccionan del grupo que consiste en proteinas solo BH3, caspasas y proteinas de
sefializacion intracelular del control de la apoptosis por receptor de muerte. Se prefieren las
proteinas solo BH3.

Las proteinas solo BH3 comprenden proteinas seleccionadas del grupo que consiste en Bad, BIM,
Bid y tBid, Puma, Bik/Nbk, Bod, Hrk/Dp5, BNIP1, BNIP3, Bmf, Noxa, Mcl-1, Bcl-Gs, Beclina 1,
Egl-1 y CED-13. Se prefieren Bad, BIM, Bid y tBid, en particular tBid.

Las caspasas comprenden las proteinas seleccionadas del grupo que consiste en Caspasa 1,
Caspasa 2, Caspasa 3, Caspasa 4, Caspasa 5, Caspasa 6, Caspasa 7, Caspasa 8, Caspasa 9, Caspasa
10. Se prefieren Caspasa 3, Caspasa 8 y Caspasa 9.

Las proteinas de sefalizacion intracelular de control de la apoptosis por receptor de muerte
comprenden las proteinas seleccionadas del grupo que consiste en FADD, TRADD, ASC, BAP31,
GULP1/CED-6, CIDEA, MFG-E8, CIDEC, RIPK1/RIP1, CRADD, RIPK3/RIP3, Crk, SHB,
CrkL, DAXX, la familia 14-3-3, FLIP, DFF40 y 45, PEA-15, SODD. Se prefieren FADD y
TRADD.

En algunas modalidades dos proteinas heterélogas involucradas en la apoptosis o la regulacion de
la apoptosis se encuentran comprendidas en la cepa bacteriana gramnegativa, en donde una
proteina es una proteina proapoptdtica y la otra proteina es un inhibidor de rutas de prevencion de
la apoptosis 0 en donde una proteina es una proteina proapoptética y la otra proteina es un

inhibidor de la sefializacién o rutas prosupervivencia.
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Las proteinas proapoptéticas abarcadas en la presente invencion tienen usualmente una estructura
en alfa hélice, preferentemente una hélice hidrofébica rodeada por hélices anfipaticas y usualmente
comprenden al menos uno de los dominios BH1, BH2, BH3 o0 BH4, preferentemente comprenden
al menos un dominio BH3. Usualmente las proteinas proapoptéticas abarcadas en la presente
invencion no tienen actividad enzimatica.

Las proteinas antiapoptoticas abarcadas en la presente invencion usualmente tienen una estructura
en alfa hélice, preferentemente una hélice hidrofobica rodeada por hélices anfipaticas y
comprenden una combinacién de dominios BH1, BH2, BH3 y BH4 diferentes, preferentemente
una combinacion de dominios BH1, BH2, BH3 y BH4 diferentes en donde est presente un
dominio BH1 y un BH2, con mayor preferencia BH4-BH3-BH1-BH2, BH1-BH2, BH4-BH1-BH2
0 BH3-BH1-BH2 (del N- al C-terminal). Ademas, también se abarcan proteinas que contienen al
menos un dominio BIR.

Los inhibidores de rutas de prevencion de la apoptosis abarcados en la presente invencion
usualmente tienen una estructura en alfa hélice, preferentemente una hélice hidrofébica rodeada
por hélices anfipaticas y usualmente comprenden un dominio BH3.

Los dominios BH1, BH2, BH3 o BH4 tienen cada uno usualmente entre aproximadamente 5 a
aproximadamente 50 aminoécidos de longitud. Por lo tanto en algunas modalidades las proteinas
heter6logas involucradas en la apoptosis o la regulacion de la apoptosis se seleccionan del grupo
que consiste en proteinas heterélogas involucradas en la apoptosis o la regulacién de la apoptosis
que tienen aproximadamente 5 a aproximadamente 200, preferentemente aproximadamente 5 a
aproximadamente 150, con mayor preferencia aproximadamente 5 a aproximadamente 100, con la
méaxima preferencia aproximadamente 5 a aproximadamente 50, en particular aproximadamente 5
a aproximadamente 25 aminoéacidos de longitud.

En algunas modalidades la cepa bacteriana gramnegativa de la presente invencién comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica dos dominios de una proteina heteréloga involucrada en la
apoptosis o la regulacion de la apoptosis, preferentemente dos repetidos, con mayor preferencia
dos dominios idénticos repetidos de una proteina involucrada en la apoptosis o la regulacion de la
apoptosis o dos dominios de proteinas involucradas en la apoptosis o la regulacion de la apoptosis
diferentes, con la maxima preferencia dos dominios idénticos repetidos de una proteina
involucrada en la apoptosis o la regulacion de la apoptosis. En algunas modalidades la cepa
bacteriana gramnegativa de la presente invencion comprende una secuencia de nucleotidos que

codifica dos dominios de una proteina heterdloga involucrada en la apoptosis o la regulacién de la
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apoptosis, en donde uno es un dominio de una proteina proapoptotica y el otro es un dominio de
una proteina que es un inhibidor de rutas de prevencion de la apoptosis o en donde uno es un
dominio de una proteina proapoptética y el otro dominio es un dominio de una proteina que es un
inhibidor de sefializacion o rutas prosupervivencia.

Una proteina heter6loga preferida particular es el dominio BH3 del inductor de la apoptosis tBID,
maés particularmente el dominio BH3 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 29-32, preferentemente la SEQ ID NO: 31 o la SEQ ID NO: 32.

Se prefiere igualmente el dominio BH3 del regulador de la apoptosis BAX, mas particularmente el
dominio BAX que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NO: 33-36, preferentemente la SEQ ID NO: 35 o la SEQ ID NO: 36. Las secuencias humana y
murina se proporcionan en las SEQ ID NO, pero los dominios BH3 de tBID y BAX del resto de las
especies se incluyen igualmente.

En algunas modalidades los dominios repetidos de las proteinas heter6logas son el dominio BH3,
preferentemente los dominios BH3 repetidos del inductor de la apoptosis tBID, con mayor
preferencia los dominios BH3 repetidos del inductor de la apoptosis tBID comprendidos en las
SEQ ID NO: 29-32 o la SEQ ID NO: 25 o la SEQ ID NO: 19, aun con mayor preferencia dos
dominios BH3 repetidos del inductor de la apoptosis tBID, con la maxima preferencia dos
dominios BH3 repetidos del inductor de la apoptosis tBID comprendidos en las SEQ ID NO: 29-32
0 la SEQ ID NO: 25 o la SEQ ID NO: 19, en particular dos dominios BH3 repetidos del inductor
de la apoptosis tBID comprendidos en la secuencia de SEQ ID NO: 27. Por lo tanto en una
modalidad preferida la cepa bacteriana gramnegativa y/o el vector de la presente invencion
comprende una segunda secuencia de ADN que codifica dos dominios repetidos de un dominio
BH3, con mayor preferencia dos dominios BH3 repetidos del inductor de la apoptosis tBID. Los
dos dominios repetidos pueden conectarse mediante un enlazador de 1-30 aminoacidos de longitud,
preferentemente 2-15 aminoéacidos, con mayor preferencia 3-10 aminoacidos de longitud.

En algunas modalidades los dos 0 mas dominios de proteinas heterélogas diferentes son dominios
de proteinas heterdlogas que pertenecen a la misma clase funcional de proteinas, preferentemente
las proteinas heter6logas diferentes de los dos 0 mas dominios son proteinas heter6logas diferentes
de la clase de proteinas involucradas en la apoptosis o la regulacion de la apoptosis. En una
modalidad preferida los dos 0 mas dominios de proteinas heterélogas diferentes son el dominio
BH3 del inductor de la apoptosis tBID y el dominio BH3 del regulador de la apoptosis BAX, en

particular los dominios BH3 fusionados comprendidos en la secuencia de las SEQ ID NO: 24 y 28.
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Los dos dominios de proteinas heterdlogas diferentes pueden conectarse mediante un enlazador de
1-30 aminoacidos de longitud, preferentemente 2-15 aminoéacidos, con mayor preferencia 3-10
aminoéacidos de longitud.

Otra proteina heteréloga preferida particular es un dominio de una proteina involucrada en la
induccion o la regulacion de una respuesta de IFN tipo I, més particularmente un dominio CARD
de RIG1 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 37,
38, 110, 111, 128, 129, un dominio CARD de MDA5 que comprende una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 44-47,112, 113, preferentemente las SEQ ID NO: 112 o
113, o un dominio CARD de MAVS/IPS-1 que comprende una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en las SEQ ID NO: 116, 48-49, preferentemente la SEQ ID NO: 116, cGAS de
longitud completa tal como cGAS de N. vectensis (SEQ ID NO: 43), cGAS humanase;-s22 (SEQ ID
NO: 115), cGAS de N. vectensisgp-422 (SEQ ID NO: 117) 0 cGAS murinayses-so7 (SEQ ID NO: 131).
Lo mas particular un dominio CARD de RIG1 que comprende una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 37, 38, 110, 111, 128, 129, una proteina con dominio
CARD que comprende MAVS/IPS-1 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en las SEQ ID NO: 116, 48-49, preferentemente la SEQ ID NO: 116, y cGAS de longitud
completa tal como cGAS de N. vectensis (SEQ ID NO: 43), cGAS humanas;-sz2 (SEQ ID NO:
115) , cGAS de N. vectensisgo-422 (SEQ ID NO: 117) 0 cGAS murinayss-so7 (SEQ ID NO: 131).

En algunas modalidades la proteina heter6loga es una enzima convertidora de profarmaco. En estas
modalidades la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante expresa,
preferentemente expresa y secreta una enzima convertidora de profarmaco. Una enzima
convertidora de profarmaco como se refiere en la presente descripcién comprende enzimas que
convierten profarmacos no téxicos en un farmaco toxico, preferentemente enzimas seleccionadas
del grupo que consiste en citosina desaminasa, purina nucledsido fosforilasa, timidina quinasa,
beta-galactosidasa, carboxilesterasas, nitrorreductasa, carboxipeptidasas y beta-glucuronidasas, con
mayor preferencia enzimas seleccionadas del grupo que consiste en citosina desaminasa, purina
nucleosido fosforilasa, timidina quinasa, y beta-galactosidasa.

El término "sitio de escision por proteasa™ como se usa en la presente descripcion se refiere a un
motivo de aminodcidos especifico dentro de una secuencia de aminoacidos por ejemplo dentro de
una secuencia de aminoacidos de una proteina o una proteina de fusion, que se escinde con una
proteasa especifica, que reconoce el motivo de amino4cidos. Para una resefia ver **. Los ejemplos

de sitios de escision por proteasas son motivos de aminoacidos, que se escinden con una proteasa
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seleccionada del grupo que consiste en enteroquinasa (cadena ligera), enteropeptidasa, proteasa de
precision, proteasa de rinovirus humano (HRV 3C), proteasa de TEV, proteasa de TVMYV, proteasa
del Factor Xa y trombina.

El siguiente motivo de aminoacidos se reconoce por la proteasa respectiva:

- Asp-Asp-Asp-Asp-Lys: Enteroquinasa (cadena ligera) / Enteropeptidasa

- Leu-Glu-Val-Leu-Phe-GIn/Gly-Pro: Proteasa de precision/proteasa de rinovirus humano (HRV
3C)

-Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Ser y motivos modificados basados en el Glu-X-X-Tyr-X-GIn-Gly/Ser
(donde X es cualquier amino&cido) reconocido por la proteasa de TEV (virus del grabado del
tabaco)

-Glu-Thr-Val-Arg-Phe-GIn-Ser: Proteasa de TVMV

- lle-(Glu o Asp)-Gly-Arg: Proteasa del Factor Xa

- Leu-Val-Pro-Arg/Gly-Ser: Trombina.

Abarcada en los sitios de escision por proteasas como se usa en la presente descripcion esta la
ubiquitina. Por lo tanto en algunas modalidades preferidas la ubiquitina se usa como sitio de
escision por proteasa, es decir una secuencia de nucleétidos codifica ubiquitina como sitio de
escisién por proteasa, que puede escindirse con una de las proteasas de procesamiento de
ubiquitina especificas en el sitio N-terminal, por ejemplo que pueden escindirse con proteasas de
procesamiento de ubiquitina especificas llamadas enzimas desubiquitizantes en el sitio N-terminal
de manera enddgena en la célula donde la proteina de fusion se ha suministrado. La ubiquitina se
procesa en su extremo C-terminal mediante un grupo de proteasas de C-terminal especificas de
ubiquitina enddgenas (enzimas desubiquitizantes, DUB). Se supone que la escision de la ubiquitina
por las DUB ocurre en el mismo extremo C-terminal de la ubiquitina (después de G76).

Un "individuo," "sujeto™ o "paciente"” es un vertebrado. En ciertas modalidades, el vertebrado es un
mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, primates (que incluyen los primates
humanos y no humanos) y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En modalidades preferidas, un
sujeto es un ser humano.

El término "mutacién” se usa en la presente descripciébn como un término general e incluye
cambios de un solo par de bases y de multiples pares de bases. Tales mutaciones pueden incluir
sustituciones, mutaciones de desplazamiento del marco de lectura, deleciones, inserciones y

truncamientos.
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El término “sefial de localizacién nuclear” como se usa en la presente descripcion se refiere a una
secuencia de aminoécidos que marca una proteina para su importacion al nucleo de una célula
eucariota e incluye preferentemente una sefial de localizacion nuclear viral tal como la NLS
derivada del antigeno T grande de SV40 (PPKKKRKYV).

El término “sitio de clonacién multiple” como se usa en la presente descripcion se refiere a una
secuencia de ADN corta que contiene varios sitios de restriccion para la escision por
endonucleasas de restriccion tales como Acll, Hindlll, Sspl, MIuCI, Tsp5091, Pcil, Agel, BspMl,
BfuAl, SexAl, Mlul, BceAl, HpyCH41V, HpyCHA4lII, Bael, BsaXl, Afllll, Spel, Bsrl, Bmrl, Bglll,
Afel, Alul, Stul, Scal, Clal, BspDl, PI-Scel, Nsil, Asel, Swal, CspCI, Mfel, BssSI, BmgBI, Pmll,
Dralll, Alel, EcoP15l, Pvull, AlwNI, BtsIMutl, TspRI, Ndel, Nlalll, CviAll, Fatl, Msll, FspEl,
Xcml, BstXI, PfIMI, Bcecl, Ncol, BseY|, Faul, Smal, Xmal, TspMI, Nt.CviPIl, LpnPI, Acil, Sacll,
BsrBI, Mspl, Hpall, ScrFl, BssKl, StyD4l, Bsall, Bsll, Btgl, Ncil, Avrll, Mnll, BbvCIl, Nb.BbvCl,
Nt.BbvCl, Sbfl, BpulOl, Bsu36l, EcoNI, HpyAV, BstNI, PspGl, Styl, Bcgl, Pvul, BstUI, Eagl,
Rsrll, BsiEl, BsiWl, BsmBI, Hpy99l, MspAll, MspJl, SgrAl, Bfal, BspCNI, Xhol, Earl, Acul,
Pstl, Bpml, Ddel, Sfcl, Aflll, BpuEl, Smll, Aval, BsoBI, Mboll, Bbsl, Xmnl, Bsml, Nb.Bsml,
EcoRI, Hgal, Aatll, Zral, Tth111l PfIFI, PshAl, Ahdl, Drdl, Eco53kl, Sacl, BseRlI, Plel,
Nt.BstNBI, Mlyl, Hinfl, EcoRV, Mbol, Sau3Al, Dpnll BfuCl, Dpnl, BsaBl, Tfil, BsrDl,
Nb.BsrDI, Bbvl, Btsl, Nb.Btsl, BstAPI, SfaNI, Sphl, NmeAlll, Nael, NgoMIV, Bgll, AsiSl,
BtgZIl, HinP1l, Hhal, BssHII, Notl, Fnu4HI, Cac8l, Mwol, Nhel, Bmtl, Sapl, BspQI, Nt.BspQlI,
Blpl, Tsel, ApeKl, Bsp12861, Alwl, Nt.Alwl, BamHlI, Fokl, BtsCl, Haelll, Phol, Fsel, Sfil, Narl,
Kasl, Sfol, PIuTI, Ascl, Ecil, BsmFI, Apal, PspOMI, Sau96l, NlalV, Kpnl, Acc65l, Bsal, Hphl,
BstEIl, Avall, Banl, BaeGl, BsaHI, Banll, Rsal, CviQl, BstZ171, BciVI, Sall, Nt.BsmAl, BsmAl,
BcoDI, ApaLl, Bsgl, Accl, Hpy1661l, Tsp45l, Hpal, Pmel, Hincll, BsiHKAI, Apol, Nspl, BsrFl,
BstYl, Haell, CviKI-1, EcoO109l1, PpuMlI, I-Ceul, SnaBl, I-Scel, BspHI, BspEl, Mmel, Taqal,
Nrul, Hpy188l, Hpy188ll1l, Xbal, Bcll, HpyCH4V, Fspl, PI-Pspl, Mscl, BsrGl, Msel, Pacl, Psil,
BstBI, Dral, PspXI, BsaW|l, BsaAl, Eael, preferentemente Xhol, Xbal, Hindlll, Ncol, Notl, EcoRl,
EcoRV, BamHI, Nhel, Sacl, Sall, BstBI. El término “sitio de clonacion multiple” como se usa en
la presente descripcion se refiere ademas a una secuencia de ADN corta usada para eventos de
recombinacion como por ejemplo en la estrategia de clonacion Gateway o para métodos tales como
el ensamblaje de Gibbson o la clonacion Topo.

El término “cepa de tipo silvestre” 0 “tipo silvestre de la cepa bacteriana gramnegativa” como se

usa en la presente descripcion se refiere a una variante de origen natural o una variante de origen
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natural que contiene modificaciones genéticas que permiten el uso de vectores, tales como
mutaciones de delecion en endonucleasas de restriccion o genes de resistencia a antibidticos. Estas
cepas contienen ADN cromosomico asi como en algunos casos (por ejemplo Y. enterocolitica, S.
flexneri) un plasmido de virulencia no modificado.

El término “cepa de tipo silvestre de Yersinia” como se usa en la presente descripcion se refiere a
una variante de origen natural (como Y. enterocolitica E40) o una variante de origen natural que
contiene modificaciones genéticas que permiten el uso de vectores, tales como mutaciones de
delecion en endonucleasas de restriccion o genes de resistencia a antibioticos (como la Y.
enterocolitica MRS40, el derivado sensible a ampicilina de la Y. enterocolitica E40) Estas cepas
contienen ADN cromosémico asi como un plasmido de virulencia no modificado (llamado pYV).
Y. enterocolitica subespecie palearctica se refiere a las cepas de Y. enterocolitica de baja
patogenicidad, que se contraponen a las cepas de mayor virulencia de la subespecie enterocolitica
1516 Y. enterocolitica subsp. palearctica carece, en comparacién con Y. enterocolitica subsp.
enterocolitica, de una isla de alta patogenicidad (HPI). Esta HPI codifica el sider6foro de hierro
llamado yersiniabactina *’. La carencia de yersiniabactina en Y. enterocolitica subsp. palearctica
hace a esta subespecie menos patogénica y dependiente del hierro accesible sistémico inducido
para la infeccion persistente en por ejemplo higado o bazo *’. El hierro puede hacerse accesible a
las bacterias en un individuo por ejemplo mediante el pretratamiento con deferoxamina, un
quelante de hierro usado para tratar la sobrecarga de hierro en los pacientes 2.

El término “comprende” se usa generalmente en el sentido de incluir, es decir permitir la presencia
de una 0 més caracteristicas 0 componentes.

El término "aproximadamente" se refiere a un intervalo de valores £ 10 % de un valor
especificado. Por ejemplo, la frase "aproximadamente 200" incluye + 10 % de 200, o de 180 a 220.
En un aspecto la presente invencidn proporciona una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante que comprende una molécula de nucleétidos que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica una proteina heterologa fusionada en marco al extremo 3’ de una
secuencia de nucledtidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana,
en donde la secuencia de nucledtidos que codifica la sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante comprende ademas una delecion de un gen cromosomico que

codifica una proteina enddgena esencial para el crecimiento y un plasmido de virulencia endégeno
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que comprende una secuencia de nucledtidos que comprende un gen que codifica dicha proteina
endogena esencial para el crecimiento unida operativamente a un promotor.

En un aspecto adicional la presente invencion proporciona una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante que comprende una molécula de nucleo6tidos que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina heteréloga fusionada en marco al extremo 3’ de
una secuencia de nucleétidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana, en donde la secuencia de nucledtidos que codifica la sefial de suministro de una
proteina efectora bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante comprende ademas una modulacion dentro de
un ARN dentro de una regién termosensora de ARN corriente arriba de un gen que codifica una
proteina de union al ADN del tipo AraC enddgena.

En un aspecto adicional la presente invencion proporciona una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante que comprende una molécula de nucledtidos que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una proteina heteréloga fusionada en marco al extremo 3’ de
una secuencia de nucleétidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana, en donde la secuencia de nucleétidos que codifica la sefial de suministro de una
proteina efectora bacteriana se une operativamente a un promotor, y en donde la proteina
heter6loga es una proteina involucrada en la induccién o regulacion de una respuesta de interferén
(IFN).

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante como se describe en la presente descripcion, para el uso en un
método para tratar el cancer en un sujeto, el método comprende administrar al sujeto dicha cepa
bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante, en donde la cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante se administra en una cantidad que es
suficiente para tratar al sujeto. Preferentemente la presente invencion proporciona una cepa
bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante como se describe en la presente
descripcion para el uso en un método para tratar un cancer de tumor solido maligno en un sujeto,
en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante se acumula en el
tumor sélido maligno, el método comprende administrar al sujeto dicha cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante, en donde la cepa bacteriana gramnegativa
con virulencia atenuada recombinante se administra en una cantidad que es suficiente para tratar al

sujeto.
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En algunas modalidades la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante es
deficiente en la produccion de al menos una proteina efectora bacteriana que es virulenta hacia
celulas eucariotas.

En una modalidad de la presente invencidén la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante se transforma con una molécula de nucleétidos por ejemplo un vector que
comprende en la direccion 5° a 3’:

un promotor;

una primera secuencia de nucle6tidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana, unida operativamente a dicho promotor;

una segunda secuencia de nucleétidos que codifica una proteina heter6loga fusionada en marco al
extremo 3’ de dicha primera secuencia de nucle6tidos.

En una modalidad de la presente invencidén la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante se transforma con una molécula de nucle6tidos por ejemplo un vector que
comprende en la direccion 5° a 3’:

una primera secuencia de nucleoétidos que codifica una sefial de suministro o un fragmento de esta
de una proteina efectora bacteriana;

una segunda secuencia de nucleétidos que codifica una proteina heter6loga fusionada en marco al
extremo 3’ de dicha primera secuencia de nucle6tidos.

Preferentemente la secuencia de nucledtidos que codifica una proteina heter6loga esta flanqueada
en su extremo 3’ por una secuencia de nucle6tidos homdloga a la secuencia de nucle6tidos del
cromosoma o del plasmido de virulencia enddgeno en el extremo 3’ de una sefial de suministro de
una proteina efectora bacteriana o a un fragmento de esta. Con mayor preferencia, esta secuencia
de nucleotidos que flanquea la proteina homdéloga en su extremo 3’ es homdloga a una secuencia
de nucledtidos que reside dentro de 10 kbp en el cromosoma o en un plasmido de virulencia
enddgeno en el extremo 3’ de la sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana o a un
fragmento de esta. En particular, esta secuencia de nucle6tidos que flanquea la proteina homologa
en su extremo 3’ es homologa a una secuencia de nucleétidos dentro del mismo operon en el
cromosoma o en un plasmido de virulencia endégeno que la sefial de suministro de una proteina
efectora bacteriana o un fragmento de esta. En esta modalidad, la transformacién se realiza
usualmente de manera que la secuencia de nucleotidos fusionada se inserte por recombinacion
homodloga en un plasmido de virulencia enddgeno o un cromosoma, preferentemente en un

plasmido de virulencia endogeno, de la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
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recombinante, y la secuencia de nucle6tidos fusionada se une operativamente a un promotor de un
plasmido de virulencia endégeno o de un cromosoma por ejemplo de una isla de patogenicidad
cromosOmica. Preferentemente la secuencia de nucleotidos fusionada se une operativamente a un
promotor de un plasmido de virulencia endogeno. En esta modalidad la secuencia de nucleotidos
comprende una sefial de suministro o fragmento de esta de una proteina efectora bacteriana,
preferentemente un fragmento de esta, que proporciona recombinacion homoéloga en el sitio
homologo en el cromosoma o en un plasmido de virulencia endogeno, preferentemente en un
plasmido de virulencia endogeno, para dar como resultado la colocacion de la secuencia de
nucleétidos en marco al extremo 3’ de la sefial de suministro cromosémica o del plasmido de
virulencia endégeno que se une operativamente al promotor endégeno.

En una modalidad adicional de la presente invencidén la cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante o la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante, se transforma con una molécula de nucleétidos, preferentemente una molécula de
nucleétidos de ADN, que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina
heter6loga y una secuencia de nucledtidos que es homologa o idéntica a una secuencia de
nucleodtidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana o que es
homéloga o idéntica a una secuencia de nucleotidos que codifica un fragmento de una sefial de
suministro de una proteina efectora bacteriana, en donde la sefial de suministro de una proteina
efectora bacteriana o un fragmento de esta se codifica en el cromosoma o en un plasmido de
virulencia enddgeno de la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante.
Preferentemente la secuencia de nucleétidos que es homologa o idéntica a una secuencia de
nucleétidos de una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana o a un fragmento de esta
se ubica en el extremo 5’ de la secuencia de nucledtidos que codifica una proteina heterdloga. Con
mayor preferencia la secuencia de nucledtidos que codifica una proteina heteréloga esta flanqueada
en su extremo 3’ por una secuencia de nucle6tidos homdloga a la secuencia de nucle6tidos del
cromosoma o del plasmido de virulencia enddgeno en el extremo 3’ de la sefial de suministro de
una proteina efectora bacteriana 0 a un fragmento de esta. Aun con mayor preferencia, esta
secuencia de nucleétidos que flanquea la proteina homologa en su extremo 3’ es homologa a la
secuencia de nucle6tidos que reside dentro de 10 kbp en el cromosoma o en un plasmido de
virulencia enddgeno en el extremo 3’ de la sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana
0 a un fragmento de esta. En particular, esta secuencia de nucleotidos que flanquea la proteina

homdloga en su extremo 3’ es homdloga a la secuencia de nucleétidos y estd dentro del mismo
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operon en el cromosoma o en un plasmido de virulencia enddgeno que la sefial de suministro de
una proteina efectora bacteriana o un fragmento de esta. En esta modalidad, la transformacién se
realiza usualmente de manera que la secuencia de nucle6tidos que codifica una proteina heteréloga
se inserte en un plasmido de virulencia endégeno o un cromosoma de la cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante, preferentemente en un plasmido de virulencia
endogeno, en el extremo 3’ de una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana
codificada por el cromosoma o el plasmido de virulencia enddgeno, en donde la proteina
heterdloga fusionada a la sefial de suministro se expresa y se secreta.

En una modalidad de la presente invencion la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante comprende una delecion de un gen cromosoémico que codifica una proteina
enddgena esencial para el crecimiento y un plasmido de virulencia enddégeno que comprende una
secuencia de nucleo6tidos que comprende un gen que codifica dicha proteina enddgena esencial
para el crecimiento unida operativamente a un promotor. Normalmente el gen que codifica la
proteina enddgena esencial para el crecimiento en el plasmido de virulencia endégeno codifica la
misma proteina endogena esencial para el crecimiento codificada por el gen cromosémico
eliminado. Preferentemente el gen que codifica una enzima enddgena esencial para el crecimiento
ubicado en el plasmido de virulencia enddégeno comprende su promotor enddgeno y su terminador
de la transcripcion endégeno. En caso que la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante sea una cepa de Yersinia, el gen que codifica una enzima endogena esencial para el
crecimiento se ubica en el plasmido de virulencia enddgeno pYV y preferentemente comprende su
promotor enddgeno y su terminador de la transcripcion enddgeno. El gen que codifica la enzima
endogena esencial para el crecimiento, el promotor enddgeno y el terminador de la transcripcién
enddgeno se ubica preferentemente 122 pb corriente arriba del inicio del orf155 (SycO) en el
plasmido de virulencia enddgeno por ejemplo en pYV. El gen que codifica la enzima enddgena
esencial para el crecimiento, el promotor enddgeno y el terminador de la transcripcion endégeno
usualmente reemplaza una secuencia de insercion que se encuentra en pYVe40, el plasmido de
virulencia de las cepas de Y. enterocolitica MRS40 y E40, pero no en pYVe227, el plasmido de
virulencia de Y. enterocolitica W22703 (Genbank: AF102990.1).

En caso que la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante sea una cepa
de Yersinia el plasmido de virulencia endogeno es pYV (plasmido de virulencia de Yersinia). En
caso que la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante sea una cepa de

Salmonella, la ubicacion enddgena de la insercion es uno de los grupos de genes llamados Spil o
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Spill (para la isla de patogenicidad de Salmonella), una posicion donde una proteina efectora se
codifica en otra parte o alternativamente uno de los plasmidos de virulencia de Salmonella (SVP).
Preferentemente la secuencia de nucle6tidos que codifica una proteina heterdloga fusionada en
marco al extremo 3’ de una secuencia de nucleétidos que codifica una sefial de suministro de una
proteina efectora bacteriana se inserta en un pldsmido de virulencia endogeno en el sitio nativo de
una proteina efectora bacteriana por ejemplo en el sitio nativo de un factor de virulencia,
preferentemente en caso que la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante sea una cepa de Yersinia, en el sitio nativo de YopE u otra Yop (YopH, YopO,
YopP, YopM, YopT), preferentemente en el sitio nativo de YopE o en caso que la cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante sea una cepa de Salmonella en el sitio nativo
de una proteina efectora codificada dentro de Spil, Spill o codificada en otra parte,
preferentemente en el sitio nativo de una proteina efectora codificada dentro de Spil o Spill, con
mayor preferencia en el sitio nativo de SopE o SteA. Preferentemente la secuencia de nucleétidos
que codifica una proteina heteréloga fusionada en marco al extremo 3’ de una secuencia de
nucledtidos que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana se une
operativamente a un promotor nativo de una proteina efectora bacteriana presente en un plasmido
de virulencia enddgeno por ejemplo en caso que la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante sea una cepa de Yersinia a un promotor nativo de un gen de virulén de
Yersinia como se explica a continuacién, con mayor preferencia al promotor nativo de YopE u otro
promotor de Yop (YopH, YopO, YopP, YopM, YopT), preferentemente al promotor nativo de
YopE o en caso que la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante sea una
cepa de Salmonella a un promotor nativo de la isla de patogenicidad Spil o Spill o de una proteina
efectora codificada en otra parte como se explica a continuacién, con mayor preferencia al
promotor nativo de SopE, InvB o SteA.

En una modalidad de la presente invencién la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante comprende una delecion de un gen cromosomico que codifica una proteina
enddgena esencial para el crecimiento y un plasmido de virulencia enddgeno que comprende una
secuencia de nucle6tidos que comprende un gen que codifica dicha proteina enddgena esencial
para el crecimiento unida operativamente a un promotor, en donde el gen que codifica una proteina
enddgena esencial para el crecimiento se selecciona de un gen que codifica una enzima esencial
para la produccion de aminoacidos, un gen que codifica una enzima involucrada en biosintesis de

péptidoglicanos, un gen que codifica una enzima involucrada en la biosintesis de LPS, un gen que
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codifica una enzima involucrada en la sintesis de nucleétidos y un gen que codifica un factor de
iniciacion de la traduccion.

En una modalidad de la presente invencidén la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante comprende una delecion de un gen cromosémico que codifica una proteina
endogena esencial para el crecimiento y un pldsmido de virulencia endégeno que comprende una
secuencia de nucleétidos que comprende un gen que codifica dicha proteina endégena esencial
para el crecimiento unida operativamente a un promotor, y en donde el gen que codifica una
enzima enddgena esencial para el crecimiento es un gen que codifica una enzima esencial para la
produccion de aminodcidos, en donde la enzima esencial para la produccién de aminoéacidos se
selecciona del grupo que consiste en aspartato-beta-semialdehido deshidrogenasa (asd), glutamina
sintetasa (gInA), triptofanil ARNt sintetasa (trpS) o serina hidroximetil transferasa (glyA), o
Transcetolasa 1 (tktA), Transcetolasa 2 (tktB), Ribulosa-fosfato 3-epimerasa (rpe), Ribosa-5-
fosfato isomerasa A  (rpiA), Transaldolasa A (talA), Transaldolasa B (talB),
Fosforribosilpirofosfato sintasa (prs), ATP fosforribosiltransferasa (hisG), Proteina bifuncional
HislE de la biosintesis de histidina (hisl), 1-(5-fosforribosil)-5-[(5-
fosforribosilamino)metilidenamino] imidazol-4-carboxamida isomerasa (hisA), Subunidad HisH
de imidazol glicerol fosfato sintasa (hisH), Subunidad HisF de imidazol glicerol fosfato sintasa
(hisF), Proteina bifuncional HisB de la biosintesis de histidina (hisB), Histidinol-fosfato
aminotransferasa (hisC), Histidinol deshidrogenasa (hisD), 3-deshidroquinato sintasa (aroB), 3-
deshidroquinato deshidratasa (aroD), Shikimato deshidrogenasa (NADP(+)) (aroE), Shikimato
quinasa 2 (aroL), Shikimato quinasa 1 (aroK), 3-fosfoshikimato 1-carboxiviniltransferasa (aroA),
Corismato sintasa (aroC), Proteina P (pheA), Proteina T (tyrA), Aminotransferasa de aminoacidos
aromaticos (tyrB), Fosfo-2-deshidro-3-desoxiheptonato aldolasa (aroG), Fosfo-2-deshidro-3-
desoxiheptonato aldolasa (aroH), Fosfo-2-deshidro-3-desoxiheptonato aldolasa  (aroF),
Quinato/shikimato deshidrogenasa (ydiB), 6-fosfofructoquinasa dependiente de ATP isozima 1
(pfkA), 6-fosfofructoquinasa dependiente de ATP isozima 2 (pfkB), Fructosa-bisfosfato aldolasa
clase 2 (fbaA), Fructosa-bisfosfato aldolasa clase 1 (fbaB), Triosafosfato isomerasa (tpiA),
Piruvato quinasa | (pykF), Piruvato quinasa Il (pykA), Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa A
(gapA), Fosfoglicerato quinasa (pgk), Fosfoglicerato mutasa dependiente de 2,3-bisfosfoglicerato
(gpmA), Fosfoglicerato mutasa independiente de 2,3-bisfosfoglicerato  (gpmM/yibO),
Fosfoglicerato mutasa probable (ytjC/gpmB), Enolasa (eno), D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa

(serA), Fosfoserina aminotransferasa (serC), Fosfoserina fosfatasa (serB), L-serina deshidratasa 1
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(sdaA), L-serina deshidratasa 2 (sdaB), L-treonina deshidratasa catabdlica (tdcB), L-treonina
deshidratasa biosintética (ilvA), L-serina deshidratasa (tdcG), Serina acetiltransferasa (cysE),
Cisteina sintasa A (cysK), Cisteina sintasa B (cysM), beta-cistationasa (malY), Cistationina beta-
liasa (metC), 5-metiltetrahidropteroiltriglutamato-homocisteina metiltransferasa (metE), Metionina
sintasa (metH), S-adenosilmetionina sintasa (metK), Cistationina gamma-sintasa (metB),
Homoserina  O-succiniltransferasa  (metA), 5'-metiltioadenosina/S-adenosilhomocisteina
nucleosidasa (mtnN), S-ribosilhomocisteina liasa (luxS), Cistation beta liasa, Cistation gamma
liasa, Serina hidroximetiltransferasa (glyA), Glicina hidroximetiltransferasa (itaE), Subunidad
pequefia de 3-isopropilmalato deshidratasa (leuD), Subunidad grande de 3-isopropilmalato
deshidratasa (leuC), 3-isopropilmalato deshidrogenasa (leuB), L-treonina deshidratasa biosintética
(ilvA), Subunidad grande de acetolactato sintasa isozima 3 (ilvl), Subunidad pequefia de
acetolactato sintasa isozima 3 (ilvH), Subunidad pequefia de acetolactato sintasa isozima 1 (ilvN),
Subunidad pequefia de acetolactato sintasa isozima 2 (ilvM), Cetoacido reductoisomerasa
(NADP(+)) (ilvC), Dihidroxiacido deshidratasa (ilvD), Aminotransferasa de aminoécidos de
cadena ramificada (ilvE), Aspartoquinasa/homoserina deshidrogenasa 1 bifuncional (thrA),
Aspartoquinasa/homoserina deshidrogenasa 2 bifuncional (metL), 2-isopropilmalato sintasa
(leuA), Glutamato-piruvato aminotransferasa (alaA), Aspartato aminotransferasa (aspC),
Aspartoquinasa/homoserina deshidrogenasa 1 bifuncional (thrA), Aspartoquinasa/lhomoserina
deshidrogenasa 2 bifuncional (metL), Aspartoquinasa 3 sensible a lisina (lysC), Aspartato-
semialdehido deshidrogenasa (asd), 2-ceto-3-desoxi-galactonato aldolasa (yagE), 4-hidroxi-
tetrahidrodipicolinato sintasa (dapA), 4-hidroxi-tetrahidrodipicolinato reductasa (dapB), 2,3,4,5-
tetrahidropiridina-2,6-dicarboxilato  N-succiniltransferasa (dapD), Succinil-diaminopimelato
desuccinilasa  (dapE), Diaminopimelato epimerasa (dapF), Liasa putativa (yjhH),
Acetilornitina/succinildiaminopimelato aminotransferasa (argD), Citrato sintasa (gltA), Aconitato
hidratasa B (acnB), Aconitato hidratasa A (acnA), Aconitato hidratasa putativa no caracterizada
(ybhJ), Isocitrato deshidrogenasa (icd), Aspartato aminotransferasa (aspC), Glutamato-piruvato
aminotransferasa (alaA), Glutamato sintasa [NADPH] cadena grande (gltB), Glutamato sintasa
[NADPH] cadena pequefia (gltD), Glutamina sintetasa (gIlnA), Acetiltransferasa de aminoacidos
(argA), Acetilglutamato quinasa (argB), N-acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa (argC),
Acetilornitina/succinildiaminopimelato aminotransferasa (argD), Acetilornitina desacetilasa
(arge), Ornitina carbamoiltransferasa cadena F (argF), Ornitina carbamoiltransferasa cadena |

(argl), Argininosuccinato sintasa (argG), Argininosuccinato liasa (argH), Glutamato 5-quinasa
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(proB), Gamma-glutamil fosfato reductasa (proA), Pirrolino-5-carboxilato reductasa (proC),
Ornitina ciclodesaminasa, Leucina-ARNt ligasa (leuS), Glutamina-ARNt ligasa (gInS), Serina-
ARNt ligasa (serS), Subunidad beta de glicina-ARNt ligasa (glyS), Subunidad alfa de glicina-
ARNLt ligasa (glyQ), Tirosina-ARNt ligasa (tyrS), Treonina-ARNt ligasa (thrS), Subunidad alfa de
fenilalanina-ARNt ligasa (pheS), Subunidad beta de fenilalanina-ARNTt ligasa (pheT), Arginina-
ARNt ligasa (argS), Histidina-ARNt ligasa (hisS), Valina-ARNt ligasa (valS), Alanina-ARNt
ligasa (alaS), Isoleucina-ARNt ligasa (ileS), Prolina-ARNt ligasa (proS), Cisteina-ARNt ligasa
(cysS), Asparagina-ARNt ligasa (asnS), Aspartato-ARNt ligasa (aspS), Glutamato-ARNt ligasa
(gltX), Triptéfano-ARNTt ligasa (trpS), Subunidad beta de glicina-ARNt ligasa (glyS), Metionina-
ARNt ligasa (metG), Lisina-ARNt ligasa (lysS). Las enzimas esenciales preferidas para la
produccidn de aminodacidos son tktA, rpe, prs, aroK, tyrB, aroH, fbaA, gapA, pgk, eno, tdcG, cysE,
metK, glyA, asd, dapA/B/D/E/F, argC, proC, leuS, gInS, serS, glyS/Q, tyrS, thrS, pheS/T, args,
hisS, valS, alaS, ileS, proS, cysS, asnS, aspS, gltX, trpS, glyS, metG, lysS, las de mayor
preferencia son asd, glyA, leuS, gInS, serS, glyS/Q, tyrS, thrS, pheS/T, argS, hisS, valS, alas, ileS,
proS, cysS, asnsS, asps, gltX, trpS, glyS, metG, lysS, la de maxima preferencia es asd.

En una modalidad de la presente invencidén la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante comprende ademéas una modulacion dentro de una regién termosensora de
ARN corriente arriba de un gen que codifica una proteina de unién al ADN del tipo AraC
enddgena. La modulaciéon dentro de una regién termosensora de ARN corriente arriba de un gen
que codifica una proteina de union al ADN del tipo AraC enddgena puede ser una delecién, una
insercion, o una sustitucion dentro de la region termosensora de ARN. Una delecién o una
insercion comprende usualmente una delecion o una insercion de uno o varios, preferentemente
entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100 nucle6tidos, con mayor preferencia entre
aproximadamente 40 y aproximadamente 60 nucleo6tidos. Una sustitucién comprende usualmente
una sustitucion de uno o varios, preferentemente entre aproximadamente 3 y aproximadamente 30
nucleotidos, con mayor preferencia entre aproximadamente 3 y aproximadamente 15 nucledtidos.
Preferentemente, la modulacion dentro de una region termosensora de ARN corriente arriba de un
gen que codifica una proteina de union al ADN del tipo AraC enddgena es una delecion,
preferentemente una delecién de entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100 nucledtidos,
con mayor preferencia de entre aproximadamente 40 y aproximadamente 60 nucle6tidos dentro de
una region termosensora de ARN corriente arriba de un gen que codifica una proteina de union al

ADN del tipo AraC endogena. La proteina de union al ADN del tipo AraC enddgena y la regién
67



10

15

20

25

30

termosensora de ARN corriente arriba de un gen que codifica la proteina de unién al ADN del tipo
AraC se ubican usualmente en el plasmido de virulencia enddégeno comprendido en la cepa
bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante. La proteina de unién al ADN del
tipo AraC se selecciona preferentemente del grupo que consiste en VirF, LcrF, MXIE, EXSA, PerA,
HrpX, HrpB, GadX, HilC, HilD e InvF. Con mayor preferencia, la proteina de unioén al ADN del
tipo AraC se selecciona del grupo que consiste en VirF y LcrF. En algunas modalidades la cepa
bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante es Yersinia enterolitica la proteina
de union al ADN del tipo AraC es VirF.

Preferentemente la modulacion dentro de una region termosensora de ARN corriente arriba de un
gen que codifica una proteina de union al ADN del tipo AraC enddgena comprende una
modulacion que interfiere con una horquilla de ARN, preferentemente con la Horquilla I, corriente
arriba del gen que codifica una proteina de union al ADN del tipo AraC endogena. Con mayor
preferencia la modulacién dentro de una region termosensora de ARN corriente arriba de un gen
que codifica una proteina de unién al ADN del tipo AraC enddgena comprende una delecién que
elimina una estructura en horquilla de ARN o partes de esta, preferentemente partes de la horquilla
I, corriente arriba del gen que codifica una proteina de union al ADN del tipo AraC enddgena. Una
delecion que elimina una estructura en horquilla de ARN o partes de esta, comprende usualmente
una delecion de entre aproximadamente 30 y aproximadamente 100 nucle6tidos, preferentemente
de entre aproximadamente 40 y aproximadamente 60 nucleétidos. En algunas modalidades la cepa
bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante es Yersinia enterolitica la delecion
comprende una delecion de los nucleétidos en la posicion -111 a -57 corriente arriba de la
secuencia codificante de virF (donde -1 es 1 base corriente arriba de la A del coddn de iniciacién
ATG de la secuencia codificante de virF).

En una modalidad de la presente invencidén la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante se selecciona del grupo que consiste en los géneros Yersinia, Escherichia,
Salmonella y Pseudomonas. En una modalidad la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante se selecciona del grupo gque consiste en los generos Yersinia y Salmonella.
Preferentemente la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante es una
cepa de Yersinia, con mayor preferencia una cepa de Yersinia enterocolitica. La de maxima
preferencia es Yersinia enterocolitica E40 (O:9, biotipo 2) *° o derivados de esta sensibles a la
ampicilina como Y. enterocolitica MRS40 (también Ilamada Y. enterocolitica subsp. palearctica

MRS40) como se describe en 2°. Y. enterocolitica E40 y su derivado Y. enterocolitica MRS40
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como se describe en %° es idéntica a Y. enterocolitica subsp. palearctica E40 y su derivado Y.
enterocolitica subsp. palearctica MRS40 como se describe en **?'. Ademas preferentemente la
cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante es una cepa de Salmonella,
con mayor preferencia una cepa de Salmonella enterica. La de maxima preferencia es Salmonella
enterica Serovar Typhimurium SL1344 como se describe en la coleccion de cultivos inglesa de
salud pablica (NCTC 13347).

En algunas modalidades de la presente invencion la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante es una cepa que no produce un sideroforo por ejemplo es deficiente en la
produccion de un siderdforo, preferentemente no produce sider6foros por ejemplo es deficiente en
la produccion de cualquier sider6foro. Una cepa de este tipo es por ejemplo Y. enterocolitica

subsp. palearctica MRS40 como se describe en 172021

que no produce yersiniabactina y que se
prefiere.

En una modalidad de la presente invencion la sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana comprende una proteina efectora bacteriana o un fragmento del extremo N-terminal de
esta, preferentemente una proteina efectora bacteriana que es virulenta hacia células eucariotas o
un fragmento del extremo N-terminal de esta.

En una modalidad de la presente invencion la sefial de suministro de una proteina efectora
bacteriana es una proteina efectora del T3SS bacteriano que comprende una proteina efectora del
T3SS bacteriano 0 un fragmento del extremo N-terminal de esta en donde la proteina efectora del
T3SS o un fragmento del extremo N-terminal de esta puede comprender un sitio de unién a
chaperonas. Una proteina efectora del T3SS o un fragmento del extremo N-terminal de esta que
comprende un sitio de unién a chaperonas es particularmente Gtil como sefial de suministro en la
presente invencion. Las proteinas efectoras del T3SS preferidas o los fragmentos del extremo N-
terminal de estas se seleccionan del grupo que consiste en SopE, SopE2, SptP, YopE, ExoS, SipA,
SipB, SipD, SopA, SopB, SopD, IpgB1, IpgD, SipC, SifA, Ssel, Sse, SrfH, YopJ, AvrA, AvrBsT,
YopT, YopH, YpkA, Tir, EspF, TccP2, IpgB2, OspF, Map, OspG, Ospl, IpaH, SspH1,VopF,
ExoS, ExoT, HopAB2, XopD, AvrRpt2, HopAO1l, HopPtoD2, HopU1, familia de proteinas
GALA, AvrBs2, AvrD1, AvrBS3, YopO, YopP, YopE, YopM, YopT, EspG, EspH, EspZ, IpaA,
IpaB, IpaC, VirA, lcsB, OspCl, OspE2, IpaH9.8, IpaH7.8, AvrB, AvrD, AvrPphB, AvrPphC,
AvrPphEPto, AvrPpiBPto, AvrPto, AvrPtoB, VirPphA, AvrRpm1, HopPtoE, HopPtoF, HopPtoN,
PopB, PopP2, AvrBs3, XopD y AvrXv3. Las proteinas efectoras del T3SS mas preferidas o los

fragmentos del extremo N-terminal de estas se seleccionan del grupo que consiste en SopE, SptP,
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YopE, ExoS, SopB, IpgB1, IpgD, YopJ, YopH, EspF, OspF, ExoS, YopO, YopP, YopE, YopM,
YopT, donde las proteinas efectoras del T3SS maés preferidas o los fragmentos del extremo N-
terminal de estas se seleccionan del grupo que consiste en IpgB1, SopE, SopB, SptP, OspF, IpgD,
YopH, YopO, YopP, YopE, YopM, YopT, en particular YopE o un fragmento del extremo N-
terminal de esta.

Las proteinas efectoras del T3SS igualmente preferidas o los fragmentos del extremo N-terminal
de estas se seleccionan del grupo que consiste en SopE, SopE2, SptP, SteA, SipA, SipB, SipD,
SopA, SopB, SopD, IpgB1, IpgD, SipC, SifA, SifB, SseJ, Sse, SrfH, YopJ, AvrA, AvrBsT, YopH,
YpKA, Tir, EspF, TccP2, IpgB2, OspF, Map, OspG, Ospl, IpaH, VopF, ExoS, ExoT, HopAB2,
AvrRpt2, HopAO1, HopU1, familia de proteinas GALA, AvrBs2, AvrD1, YopO, YopP, YopE,
YopT, EspG, EspH, EspZ, IpaA, IpaB, IpaC, VirA, IcsB, OspC1, OspE2, IpaH9.8, IpaH7.8, AvrB,
AvrD, AvrPphB, AvrPphC, AvrPphEPto, AvrPpiBPto, AvrPto, AvrPtoB, VirPphA, AvrRpml,
HopPtoD2, HopPtoE, HopPtoF, HopPtoN, PopB, PopP2, AvrBs3, XopD y AvrXv3. Las proteinas
efectoras del T3SS igualmente mas preferidas o los fragmentos del extremo N-terminal de estas se
seleccionan del grupo que consiste en SopE, SptP, SteA, SifB, SopB, IpgB1, IpgD, YopJ, YopH,
EspF, OspF, ExoS, YopO, YopP, YopE, YopT, donde las proteinas efectoras del T3SS igualmente
maés preferidas o los fragmentos del extremo N-terminal de estas se seleccionan del grupo que
consiste en IpgB1, SopE, SopB, SptP, SteA, SifB, OspF, IpgD, YopH, YopO, YopP, YopE, y
YopT, en particular SopE, SteA, o YopE o un fragmento del extremo N-terminal de estas, mas en
particular SteA o YopE o un fragmento del extremo N-terminal de esta, mas en particular YopE o
un fragmento del extremo N-terminal de esta.

En algunas modalidades la sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana es codificada
por una secuencia de nucleoétidos que comprende la proteina efectora bacteriana o un fragmento del
extremo N-terminal de esta, en donde el fragmento del extremo N-terminal de esta incluye al
menos los primeros 10, preferentemente al menos los primeros 20, con mayor preferencia al menos
los primeros 100 aminoacidos de la proteina efectora del T3SS bacteriano.

En algunas modalidades la sefial de suministro de la proteina efectora bacteriana es codificada por
una secuencia de nucleétidos que comprende la proteina efectora del T3SS bacteriano o un
fragmento del extremo N-terminal de esta, en donde la proteina efectora del T3SS bacteriano o el
fragmento del extremo N-terminal de esta comprende un sitio de union a chaperonas.

Las proteinas efectoras del T3SS preferidas o un fragmento del extremo N-terminal de esta, que

comprenden un sitio de unién a chaperonas comprenden las siguientes combinaciones del sitio de
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unién a chaperonas y la proteina efectora del T3SS o el fragmento del extremo N-terminal de esta:
SycE-YopE, InvB-SopE, SicP-SptP, SycT-YopT, SycO-YopO, SycN/YscB-YopN, SycH-YopH,
SpcS-ExoS, CesF-EspF, SycD-YopB, SycD-YopD. Las de mayor preferencia son SycE-YopE,
InvB-SopE, SycT-YopT, SycO-YopO, SycN/YscB-YopN, SycH-YopH, SpcS-ExoS, CesF-EspF.
La de méxima preferencia es una YopE o un fragmento del extremo N-terminal de esta que
comprende el sitio de unién a chaperonas SyckE tal como un fragmento del extremo N-terminal de
una proteina efectora YopE que contiene los 138 aminoacidos del extremo N-terminal de la
proteina efectora YopE designada en la presente descripcion como YopEj.13g Y COmMo se muestra en
la SEQ ID NO. 2 o una SopE o un fragmento del extremo N-terminal de esta que comprende el
sitio de unién a chaperonas InvB tal como un fragmento del extremo N-terminal de una proteina
efectora SopE que contiene los 81 o 105 aminoacidos del extremo N-terminal de la proteina
efectora SopE designada en la presente descripcion como SopE;.g1 0 SopE;.-105 respectivamente, y
como se muestra en las SEQ ID NO.: 6y 7.

En una modalidad de la presente invencion la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante es una cepa de Yersinia y la sefial de suministro de la proteina efectora
bacteriana comprende una proteina efectora YopE o una parte N-terminal, preferentemente la
proteina efectora YopE de Y. enterocolitica o una parte N-terminal de esta. Preferentemente el sitio
de unién a SycE esta comprendido dentro de la parte N-terminal de la proteina efectora YopE. En
esta conexion un fragmento del extremo N-terminal de una proteina efectora YopE puede
comprender los 12, 16, 18, 52, 53, 80 o 138 aminoécidos del extremo N-terminal %%, El de
méaxima preferencia es un fragmento del extremo N-terminal de una proteina efectora YopE que
contiene los 138 amino&cidos del extremo N-terminal de la proteina efectora YopE, por ejemplo,
como se describe en Forsberg y Wolf-Watz ?° designada en la presente descripcién como YopEj.-13s
y como se muestra en la SEQ ID NO.: 2.

En una modalidad de la presente invencién la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante es una cepa de Salmonella y la sefial de suministro de la proteina efectora
bacteriana codificada por una secuencia de nucleétidos comprende una proteina efectora SopE o
SteA o0 una parte N-terminal de esta, preferentemente la proteina efectora SopE o SteA de
Salmonella enterica 0 una parte N-terminal de esta. Preferentemente el sitio de unién a chaperonas
estd comprendido dentro de la parte N-terminal de la proteina efectora SopE. En esta conexion un
fragmento del extremo N-terminal de una proteina efectora SopE puede comprender los

aminoacidos 81 o 105 N-terminal. La de maxima preferencia es la SteA de longitud completa
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(SEQ ID NO: 5) y un fragmento del extremo N-terminal de una proteina efectora SopE que
contiene los amino&cidos 105 N-terminal de la proteina efectora, por ejemplo, como se describe en
laSEQ ID NO.: 7.

Un experto en la técnica estd familiarizado con los métodos para identificar las secuencias
polipeptidicas de una proteina efectora que son capaces de suministrar una proteina. Por ejemplo,
un método tal es el descrito por Sory y otros *°. En resumen, las secuencias polipeptidicas, por
ejemplo, de diversas porciones de las proteinas Yop pueden fusionarse en marco a una enzima
reportera tal como el dominio adenilato ciclasa activado por calmodulina (o Cya) de la ciclolisina
de Bordetella pertussis. EI suministro de una proteina hibrida Yop-Cya al citosol de células
eucariotas se indica por la aparicién de actividad ciclasa en las células eucariotas infectadas que
conduce a la acumulacion de AMPc. Mediante el empleo de un enfoque tal, un experto en la
técnica puede determinar, si desea, el requerimiento de secuencia minima, es decir, una secuencia
aminoacidica contigua de la longitud mas corta, que es capaz de suministrar una proteina, ver, por

9 En consecuencia, las sefiales de suministro preferidas de la presente invencion

ejemplo
consisten en al menos la secuencia aminoacidica minima de una proteina efectora del T3SS que es
capaz de suministrar una proteina.

En una modalidad, la presente invencion proporciona una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante que es deficiente en la produccion de al menos una proteina
efectora bacteriana, con mayor preferencia que es deficiente en la produccion de al menos una
proteina efectora bacteriana que es virulenta hacia células eucariotas, incluso con mayor
preferencia que es deficiente en la produccion de al menos una proteina efectora del T3SS, con la
méaxima preferencia que es deficiente en la produccion de al menos una proteina efectora del T3SS
que es virulenta hacia células eucariotas. En algunas modalidades las cepas bacterianas
gramnegativas con virulencia atenuada recombinante son deficientes en la produccion de al menos
una, preferentemente al menos dos, con mayor preferencia al menos tres, incluso con mayor
preferencia al menos cuatro, en particular al menos cinco, mas particular al menos seis, mas
particular todas las proteinas efectoras bacterianas que son virulentas hacia células eucariotas. En
algunas modalidades las cepas bacterianas gramnegativas con virulencia atenuada recombinantes
son deficientes en la produccién de al menos una preferentemente al menos dos, con mayor
preferencia al menos tres, incluso con mayor preferencia al menos cuatro, en particular al menos
cinco, mas particular al menos seis, mas particular todas las proteinas efectoras bacterianas

funcionales que son virulentas hacia células eucariotas de manera que la cepa bacteriana
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gramnegativa con virulencia atenuada recombinante resultante produce menos proteinas efectoras
bacterianas o produce proteinas efectoras bacterianas en menor medida en comparacion con la cepa
de tipo silvestre bacteriana gramnegativa con virulencia no atenuada, es decir, en comparacion con
la cepa de tipo silvestre bacteriana gramnegativa que normalmente produce proteinas efectoras
bacterianas 0 de manera que la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante resultante no produce mas ninguna de las proteinas efectoras bacterianas funcionales
que son virulentes hacia células eucariotas.

De acuerdo con la presente invencion, una cepa bacteriana gramnegativa mutante tal, es decir, una
cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante tal que es deficiente en la
produccion de al menos una proteina efectora bacteriana, por ejemplo, que es deficiente en la
produccién de al menos una proteina efectora bacteriana que es virulenta hacia células eucariotas,
por ejemplo, una cepa de Yersinia mutante tal puede generarse mediante la introduccién de al
menos una mutacion en al menos un gen codificante de efector. Preferentemente, tales genes
codificantes de efector incluyen YopE, YopH, YopO/YpKA, YopM, YopP/YopJ y YopT en lo que
se refiere a una cepa de Yersinia. Preferentemente, tales genes codificantes de efector incluyen
AvrA, CigR, GogB, GtgA, GtgE, PipB, SifB, SipA/SspA, SipB, SipC/SspC, SipD/SspD, SIrP,
SopB/SigD, SopA, SpiC/SsaB, SseB, SseC, SseD, SseF, SseG, Ssel/SrfH, SopD, SopE, SopE2,
SspH1, SspH2, PipB2, SifA, SopD2, Ssel, SseK1, SseK2, SseK3, SseL, SteC, SteA, SteB, SteD,
SteE, SpvB, SpvC, SpvD, Srfl, SptP, en lo que se refiere a una cepa de Salmonella. Con la maxima
preferencia, se delecionan todos los genes codificantes de efector. EI experto puede emplear
cualquier cantidad de técnicas estandar para generar mutaciones en estos genes de efectores T3SS.
Sambrook y otros describen en general tales técnicas. Ver Sambrook y otros %.

De acuerdo con la presente invencion, la mutacion puede generarse en la regién promotora de un
gen codificante de efector de manera que se suprime la expresion de tal gen de efector.

La mutacion puede generarse también en la region codificante de un gen codificante de efector de
manera que se suprime la actividad catalitica de la proteina efectora codificada. La "actividad
catalitica™ de un proteina efectora se refiere normalmente a la funcion anti-célula diana de una
proteina efectora, es decir, la toxicidad. Tal actividad es gobernada por los motivos cataliticos en el
dominio catalitico de una proteina efectora. Los enfoques para identificar el dominio catalitico y/o
los motivos cataliticos de una proteina efectora son bien conocidos por los expertos en la técnica.

Ver, por ejemplo, 2",

73



10

15

20

25

30

En consecuencia, una mutacion preferida de la presente invencién es una delecion del dominio
catalitico completo. Otra mutacion preferida es una mutacién de desplazamiento del marco de
lectura en un gen codificante de efector de manera que el dominio catalitico no esta presente en el
producto proteico expresado a partir de tal gen "con marco desplazado”. Una mutacion mas
preferida es una mutacion con la delecion de la region codificante completa de la proteina efectora.
Otras mutaciones también se contemplan por la presente invencion, tales como pequefas
deleciones o sustituciones de pares de bases, que se generan en los motivos cataliticos de una
proteina efectora conduciendo a la destruccion de la actividad catalitica de una proteina efectora
dada.

Las mutaciones que se generan en los genes de las proteinas efectoras bacterianas funcionales
pueden introducirse en la cepa particular mediante un nimero de métodos. Un método tal implica
clonar un gen mutado en un vector "suicida™ que es capaz de introducir la secuencia mutada en la
cepa a través del intercambio alélico. Un ejemplo de un vector “suicida” tal se describe en .

De esta manera, las mutaciones generadas en multiples genes pueden introducirse sucesivamente
en una cepa bacteriana gramnegativa dando lugar a un polimutante, por ejemplo, una cepa
recombinante con seis mutaciones. No es importante el orden en el que se introducen estas
secuencias mutadas. Bajo algunas circunstancias, puede ser conveniente mutar solo algunos pero
no todos los genes de efectores. En consecuencia, la presente invencion también contempla
Yersinia polimutante en lugar de Yersinia con seis mutaciones, por ejemplo, cepas con dos
mutaciones, con tres mutaciones, con cuatro mutaciones y con cinco mutaciones. Para el propésito
de suministrar proteinas, el sistema de secrecion y translocacién de la cepa mutante de la presente
necesita estar intacto.

Una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante preferida de la presente
invencién es una cepa de Yersinia con seis mutaciones en la que todos los genes codificantes de
efector se mutan de manera que la Yersinia resultante no produce méas ninguna de las proteinas
efectoras funcionales. Tal cepa de Yersinia con seis mutaciones es designada como
AyopH,O,P.E,M,T para Y. enterocolitica. Como un ejemplo un mutante sixtuple tal puede
producirse a partir de la cepa Y. enterocolitica MRS40 lo que da lugar a Y. enterocolitica MRS40
AyopH,O,P.EM,T, (también Illamada Y. enterocolitica subsp. palearctica MRS40
AyopH,O,P.E.M,T 0 Y. enterocolitica AyopH,O,P.E,M,T en la presente descripcion) la cual se
prefiere. La Y. enterocolitica MRS40 AyopH,O,P,E.M, T que es deficiente en la produccion de

Yersiniabactina se ha descrito en el documento W002077249 y se depositd el 24 de septiembre de
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2001, de acuerdo con el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito
de Microorganismos a los Propdsitos del Procedimiento en materia de Patentes con las Colecciones
Coordinadas de Microorganismos de Bélgica (BCCM) y se le proporcioné el nimero de acceso
LMG P-21013.

La de mayor preferencia es la Y. enterocolitica MRS40 AyopH,O,P,E.M,T que comprende una
delecion en el plasmido pYV de virulencia endégeno que elimina una estructura de horquilla de
ARN o partes de esta tal como una delecion de Horquilla I corriente arriba del gen que codifica
una proteina de union al ADN del tipo AraC enddgena (AHorquillal-virF) tal como Y.
enterocolitica MRS40 AyopH,O,P,E.M,T AHorquillal-virF (también llamada Y. enterocolitica
AyopH,O,P.E.M,T AHorquillal-virF). lgualmente preferida es la Y. enterocolitica MRS40
AyopH,O,P.E,M,T que comprende una delecién de un gen cromosémico que codifica asd y el
plasmido pYV de virulencia enddégeno que comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende un gen que codifica asd unido operativamente a un promotor (pYV-asd) tal como Y.
enterocolitica MRS40 AyopH,O,P,E.M,T Aasd pYV-asd (también llamada Y. enterocolitica
AyopH,O,P.E,M,T Aasd pYV-asd en la presente descripcion). Particularmente preferida es la Y.
enterocolitica MRS40 AyopH,O,P,E.M,T Aasd AHorquilla-virF pYV-asd que comprende ambas
modificaciones como se describié anteriormente (también Ilamada Y. enterocolitica
AyopH,O,P.EIM,T Aasd AHorquillal-virF pYV-asd en la presente descripcién). Las cepas
particularmente preferidas son Y. enterocolitica MRS40 AyopH,O,P,E.M,T AHorquillal-virF
(también llamada Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T AHorquillal-virF), Y. enterocolitica MRS40
AyopH,O,P.E/M,T Aasd pYV-asd (también llamada Y. enterocolitica AyopH,O,P,EJM,T Aasd
pYV-asd en la presente descripcién) o Y. enterocolitica MRS40 AyopH,O,P.EM,T Aasd
AHorquillal-virF  pYV-asd (también Illamada Y. enterocolitica AyopH,O,P,EIM,T Aasd
AHorquillal-virF pYV-asd en la presente descripcion) que son deficientes en la produccion de un
sideroforo, preferentemente no producen sider6foros, por ejemplo, son deficientes en la produccion
de cualquier sideréforo, como es el caso para todas las cepas de Y. enterocolitica subsp.
palearctica. Por lo tanto, las cepas particulares igualmente preferidas son Y. enterocolitica subsp.
palearctica AyopH,O,P.E;,M,T AHorquillal-virF (también Ilamada Y. enterocolitica subsp.
palearctica AyopH,O,P,E.M,T  AHorquillal-virF), Y. enterocolitica subsp. palearctica
AyopH,O,P.E/M,T Aasd pYV-asd también llamada Y. enterocolitica AyopH,O,P,E.M,T Aasd
pYV-asd en la presente descripcion) o Y. enterocolitica subsp. palearctica AyopH,O,P.E,M,T Aasd
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AHorquillal-virF  pYV-asd (también Illamada Y. enterocolitica AyopH,O,P.EM,T Aasd
AHorquillal-virF pYV-asd en la presente descripcion).

Las moléculas de nucledtidos como los vectores que pueden usarse de acuerdo con la invencién
para transformar una cepa bacteriana gramnegativa pueden depender de las cepas bacterianas
gramnegativas usadas como conoce el experto. Las moléculas de nucledtidos que pueden usarse de
acuerdo con la invencion incluyen vectores de expresion (que incluyen versiones sintéticas o de
cualquier otra manera modificadas generadas de los plasmidos de virulencia endégenos), vectores
para la insercién cromosomica o en el plasmido de virulencia y secuencias de nucle6tidos tales
como, por ejemplo, fragmentos de ADN para la insercion cromosémica o en el plasmido de
virulencia. Los vectores de expresion que son Utiles, por ejemplo, en una cepa de Yersinia,
Escherichia, Salmonella o Pseudomonas son, por ejemplo, los plasmidos pUC, pBad, pACYC,
pUCP20 y pET. Los vectores para la insercién cromosémica o en el plasmido de virulencia que
son utiles, por ejemplo, en una cepa de Yersinia, Escherichia, Salmonella o Pseudomonas son, por
ejemplo, pKNG101. Los fragmentos de ADN para la insercion cromosémica o en el plasmido de
virulencia se refiere a métodos usados, por ejemplo, en una cepa de Yersinia, Escherichia,
Salmonella o Pseudomonas como, por ejemplo, ingenieria genética con lambda-red. Los vectores
para la insercion cromosémica o en el pldsmido de virulencia o fragmentos de ADN para la
insercion cromosémica o en el plasmido de virulencia pueden insertar las secuencias de
nucleotidos de la presente invencién de manera que, por ejemplo, la secuencia de nucle6tidos que
codifica una proteina heteréloga fusionada en marco al extremo 3’ de una secuencia de nucleétidos
que codifica una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana se une operativamente a
un promotor enddgeno de la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante.
Por lo tanto si se usa un vector para la insercién cromosomica o en el plasmido de virulencia o un
fragmento de ADN para la insercion cromosémica o en el plasmido de virulencia, un promotor
enddgeno puede codificarse en el ADN bacteriano endégeno (ADN cromosémico o plasmidico) y
solo la secuencia de nucledtidos respectiva sera proporcionada por el vector transformado para la
insercion cromosomica o en el plasmido de virulencia o un fragmento de ADN para la insercién
cromosOmica o en el plasmido de virulencia. Alternativamente, si se usa un vector para la insercion
cromosOmica o en el plasmido de virulencia o una molécula de nucle6tido tal como, por ejemplo,
una secuencia de nucleotidos para la insercion cromosomica o en el plasmido de virulencia, pueden
codificarse un promotor endogeno y la sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana en

el ADN bacteriano endégeno (ADN cromosémico o plasmidico) y solo la molécula de nucleétido
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tal como, por ejemplo, una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina heteréloga sera
proporcionada por un vector para la insercion cromosoémica o en el pldsmido de virulencia o por
una molécula de nucleotido tal como, por ejemplo, una secuencia de nucleétidos para la insercion
cromosomica o en el plasmido de virulencia. Por lo tanto, no es necesario que un promotor esté
comprendido por el vector usado para la transformacion de las cepas bacterianas gramnegativas
con virulencia atenuada recombinantes, es decir, las cepas bacterianas gramnegativas con
virulencia atenuada recombinantes de la presente invencion pueden transformarse con un vector
que no comprende un promotor.

En una modalidad preferida la molécula de nucleétido, por ejemplo, el vector de la presente
invencion comprende en la direccion 5” a 3”:

una primera secuencia de nucleoétidos que codifica una sefial de suministro o un fragmento de esta
de una proteina efectora bacteriana;

una segunda secuencia de nucleétidos que codifica una proteina heter6loga fusionada en marco al
extremo 3’ de dicha primera secuencia de nucle6tidos.

Un vector preferido, por ejemplo, un vector de expresion preferido para Yersinia se selecciona del
grupo que consiste en pBad_Si_1 y pBad_Si_2. pBad_Si2 se construyé mediante la clonacién del
fragmento SycE-YopE;.133 que contenia promotores enddgenos para YopE y SycE a partir de
pYV40 purificado en el sitio de Kpnl/Hindlll de pBad-MycHisA (Invitrogen). Las modificaciones
adicionales incluyen la eliminacion del fragmento de Ncol/Bglll de pBad-MycHisA mediante
digestion, tratamiento y religacion del fragmento Klenow. Ademas, en el extremo 3’ de YopEj-13s
se afiadieron los siguientes sitios de escision: Xbal-Xhol-BstBI-(Hindlll). pBad_Sil es igual a
pBad_Si2 pero codifica EGFP amplificado a partir de pEGFP-C1 (Clontech) en el sitio de
Ncol/Bglll bajo el promotor inducible por Arabinosa. Igualmente preferido es el uso de versiones
modificadas del plasmido pYV de virulencia hacia Yersinia endégeno que codifican proteinas
heter6logas como fusiones a una secuencia sefial de T3SS.

Un vector preferido, por ejemplo, un vector de expresion preferido para Salmonella se selecciona
del grupo que consiste en pSi_266, pSi_267, pSi_268 y pSi_269. Los plasmidos pSi_266, pSi_267,
pSi_268 y pSi_269 que contenian el promotor enddgeno correspondiente y el fragmento SteA;.»o
(pSi_266), la secuencia de SteA de longitud completa (pSi_267), el fragmento SopE;-g; (pSi_268)
0 el fragmento SopE;.ips (pSi_269) se amplificaron a partir del ADN genomico de S. enterica
SL1344 y se clonaron en el sitio de Ncol/Kpnl de pBad-MycHisA (Invitrogen).
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Las moléculas de nucle6tidos, por ejemplo, los vectores de la presente invencién pueden incluir
otros elementos de secuencia tales como una secuencia de terminacion 3' (que incluye un codén de
parada y una secuencia poli A), o un gen que confiere una resistencia a farmacos que permite la
seleccion de transformantes que han recibido el vector de la presente.
Las moléculas de nucleotidos, por ejemplo, los vectores de la presente invencion pueden
transformarse mediante una serie de métodos conocidos en las cepas bacterianas gramnegativas
con virulencia atenuada recombinantes. Para el propdsito de la presente invencion, los métodos de
transformacion para introducir un vector incluyen, pero no se limitan a, electroporacion,
transformacion mediada por fosfato de calcio, conjugacion, o combinaciones de estos. Por
ejemplo, unas moléculas de nucleétidos, por ejemplo, un vector pueden transformarse en una
primera cepa bacteriana mediante un procedimiento de electroporacion estandar. Posteriormente,
unas moléculas de nucle6tidos tales, por ejemplo, un vector pueden transferirse desde la primera
cepa bacteriana a la cepa deseada mediante conjugacion, un proceso también llamado
"movilizacion". El transformante (es decir, las cepas bacterianas gramnegativas que han captado el
vector) puede seleccionarse, por ejemplo, con antibioticos. Estas técnicas son bien conocidas en la
técnica. Ver, por ejemplo, *°.
De acuerdo con la presente invencién, el promotor unido operativamente a la proteina efectora
bacteriana de la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de la
invencidn puede ser un promotor nativo de una proteina efectora del T3SS de la cepa respectiva o
una cepa bacteriana compatible o un promotor usado en vectores de expresion que son Utiles, por
ejemplo, en una cepa de Yersinia, Escherichia, Salmonella o Pseudomonas, por ejemplo, pUC y
pBad. Tales promotores son el promotor T7, el promotor Plac o el promotor Ara-bad inducible por
Ara-bad.
Si la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante es una cepa de Yersinia
el promotor puede ser de un gen de virulon de Yersinia. Un "gen de virulon de Yersinia" se refiere
a los genes en el plasmido pYV de Yersinia, cuya expresion es controlada tanto por la temperatura
como por cualquier contacto con una célula diana. Tales genes incluyen los genes que codifican
elementos de la maquinaria de secrecion (los genes Ysc), genes que codifican translocadores
(YopB, YopD, y LcrV), genes que codifican los elementos de control (YopN, TyeA y LcrG),
genes que codifican chaperonas de efectores T3SS (SycD, SycE, SycH, SycN, SycO y SycT), y
genes que codifican efectores (YopE, YopH, YopO/YpkA, YopM, YopT y YopP/YopJ) asi como
otras proteinas codificadas por pYV como VirF y YadA.
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En una modalidad preferida de la presente invencion, el promotor es el promotor nativo de un gen
que codifica un efector funcional T3SS. Si la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante es una cepa de Yersinia el promotor se selecciona de cualquiera de YopE,
YopH, YopO/YpkA, YopM y YopP/YopJ. Con mayor preferencia, el promotor es de YopE o
SycE. El de m&xima preferencia es el promotor de YopE.

Si la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante es una cepa de
Salmonella el promotor puede ser de la isla de patogenicidad Spil o Spill o de una proteina
efectora codificada en cualquier otro sitio. Tales genes incluyen genes que codifican elementos de
la maquinaria de secrecidn, genes que codifican translocadores, genes que codifican los elementos
de control, genes que codifican chaperonas de efectores T3SS y genes que codifican efectores asi
como otras proteinas codificadas por SPI-1 o SPI-2. En una modalidad preferida de la presente
invencion, el promotor es el promotor nativo de un gen que codifica un efector funcional T3SS. Si
la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante es una cepa de Salmonella
el promotor se selecciona de cualquiera de las proteinas efectoras. Con mayor preferencia, el
promotor es de SopE, InvB o SteA.

En algunas modalidades el promotor es un promotor artificialmente inducible, por ejemplo, como
el promotor inducible por arabinosa, el cual se prefiere. En este caso, la arabinosa se proporciona
generalmente a las bacterias y después inducira la expresion bacteriana de la proteina a suministrar.
En una modalidad de la presente invencién la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante comprende una secuencia de nucle6tidos que codifica un sitio de escision
por proteasas. El sitio de escision por proteasas se localiza generalmente en la molécula de
nucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina heter6loga
fusionada en marco al extremo 3’ de una secuencia de nucleétidos que codifica una sefial de
suministro de una proteina efectora bacteriana entre la secuencia de nucle6tidos que codifica una
proteina heter6loga y la secuencia de nucledtidos que codifica una sefial de suministro. La
generacion de un sitio de escision funcional y generalmente aplicable permite la escision de la
sefial de suministro despueés de la translocacion. Como la sefial de suministro puede interferir con
la localizacion y/o funcién correcta de la proteina translocada dentro de las células diana la
introduccién de un sitio de escision por proteasas entre la sefial de suministro y la proteina de
interés proporciona el suministro de las proteinas casi nativas a las células eucariotas.
Preferentemente el sitio de escision por proteasas es un motivo aminoacidico que es escindido por

una proteasa o los dominios cataliticos de esta seleccionada del grupo que consiste en
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enteroquinasa (cadena ligera), enteropeptidasa, proteasa de precision, proteasa de rinovirus
humano 3C, proteasa de TEV, proteasa de TVMV, proteasa de FactorXa y trombina, con mayor
preferencia un motivo aminoacidico que es escindido por una proteasa de TEV. Igualmente
preferible el sitio de escision por proteasas es un motivo aminoacidico que es escindido por una
proteasa o los dominios cataliticos de esta seleccionada del grupo que consiste en enteroguinasa
(cadena ligera), enteropeptidasa, proteasa de precision, proteasa de rinovirus humano 3C, proteasa
de TEV, proteasa de TVMYV, proteasa de FactorXa, proteasa de procesamiento de ubiquitina,
Illamada enzimas desubiquitinadoras y trombina. EI de maxima preferencia es un motivo
aminoacidico que es escindido por una proteasa de TEV o por una proteasa de procesamiento de
ubiquitina.

Por lo tanto en una modalidad adicional de la presente invencion, la proteina heterdloga es
escindida de la sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana por una proteasa. Los
métodos de escision preferidos son los métodos en donde:

a) la proteasa se transloca a la célula eucariota por una cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante segun se describe en la presente descripcién la cual expresa una
proteina de fusion que comprende la sefial de suministro de la proteina efectora bacteriana y la
proteasa como proteina heterdloga; o

b) la proteasa se expresa constitutivamente o transitoriamente en la célula eucariota.

En general la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante usada para
suministrar una proteina deseada en una célula eucariota y la cepa bacteriana gramnegativa con
virulencia atenuada recombinante que transloca la proteasa a la célula eucariota son diferentes.

En una modalidad de la presente invencion la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante comprende una secuencia de nucleétidos adicional que codifica una
molécula de marcaje o0 un sitio aceptor para una molécula de marcaje. La secuencia de nucleo6tidos
adicional que codifica una molécula de marcaje o un sitio aceptor para una molécula de marcaje se
fusiona generalmente al extremo 5’ o0 al extremo 3’ de la secuencia de nucledtidos que codifica una
proteina heterdloga. Una molécula de marcaje preferida o un sitio aceptor para una molécula de
marcaje se selecciona del grupo que consiste en proteina fluorescente verde mejorada (EGFP),
cumarina, sitio aceptor de cumarina ligasa, resorufin, sitio aceptor de resurofin ligasa, el motivo de
tetra-Cisteina en uso con el colorante FIAsH/ReAsH (life technologies). EI de mayor preferencia es
resorufin y un sitio aceptor de resurofin ligasa 0 EGFP. El uso de una molécula de marcaje o un

sitio aceptor para una molécula de marcaje conducira a la union de una molécula de marcaje a la
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proteina heteréloga de interés, que después se suministrard como tal a la célula eucariota y
posibilitara el seguimiento de la proteina, por ejemplo, mediante microscopia de células vivas.

En una modalidad de la presente invencidén la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante comprende una secuencia de nucleétidos adicional que codifica una
etiqueta peptidica. La secuencia de nucledtidos adicional que codifica una etiqueta peptidica se
fusiona generalmente al extremo 5” o al extremo 3’ de la secuencia de nucledtidos que codifica una
proteina heter6loga. Una etiqueta peptidica preferida se selecciona del grupo que consiste en
etiqueta Myc, etiqueta His, etiqueta Flag, etiqueta HA, etiqueta Strep o etiqueta V5 0 una
combinacion de dos 0 més etiquetas de estos grupos. La de mayor preferencia es la etiqueta Myc,
etiqueta Flag, etiqueta His y etiquetas de Myc y de His combinadas. El uso de una etiqueta
peptidica conducird a la trazabilidad de la proteina etiquetada, por ejemplo, mediante
inmunofluorescencia o transferencia Western con el uso de anticuerpos anti-etiqueta. Ademas, el
uso de una etiqueta peptidica permite la purificacion por afinidad de la proteina deseada ya sea
después de la secrecion en el sobrenadante de cultivo o después de la translocaciéon a células
eucariotas, en ambos casos con el uso de un método de purificacion adecuado a la etiqueta
correspondiente (por ejemplo la purificacion por afinidad con quelatos metalicos en uso con una
etiqueta His o purificacion basada en anticuerpos anti-Flag en uso con la etiqueta Flag).

En una modalidad de la presente invencion la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante comprende una secuencia de nucleotidos adicional que codifica una sefial
de localizacion nuclear (NLS). La secuencia de nucle6tidos adicional que codifica una sefial de
localizacion nuclear (NLS) se fusiona generalmente al extremo 5 o al extremo 3’ de la secuencia
de nucle6tidos que codifica una proteina heteréloga en donde dicha secuencia de nucleotidos
adicional codifica una sefial de localizacion nuclear (NLS). Una NLS preferida se selecciona del
grupo que consiste en NLS del antigeno T largo de SV40 y derivados de esta *° asi como otra NLS
viral. La de mayor preferencia es la NLS del antigeno T largo de SV40 y derivados de esta.

En una modalidad de la presente invencion la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante comprende un sitio de clonacion mdltiple. El sitio de clonacién multiple se
localiza generalmente en el extremo 3’ de la secuencia de nucle6tidos que codifica una sefial de
suministro de una proteina efectora bacteriana y/o en el extremo 5’ 0 extremo 3’ de la secuencia de
nucleotidos que codifica una proteina heterdloga. Uno o mas de uno de los sitios de clonacion

multiples pueden estar comprendidos por el vector. Un sitio de clonacion multiple se selecciona del
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grupo de enzimas de restriccion que consiste en Xhol, Xbal, Hindlll, Ncol, Notl, EcoRl, EcoRV,
BamHI, Nhel, Sacl, Sall, BstBl. La de mayor preferencia es Xbal, Xhol, BstBl y HindlII.

La proteina fusionada expresada por la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante de la presente invencion se denomina ademas una "proteina de fusion™ o una
"proteina hibrida", es decir, una proteina fusionada o hibrida de la sefial de suministro y una
proteina heteréloga. La proteina de fusion puede comprender ademas, por ejemplo, una sefial de
suministro y dos 0 mas proteinas heterélogas diferentes.

La presente invencién contempla los métodos para tratar el cancer en un sujeto, por ejemplo, para
tratar tumores solidos malignos que incluye suministrar proteinas heterélogas como se describio
anteriormente a células cancerigenas, por ejemplo, a células de un tumor sélido maligno. Las
proteinas pueden suministrarse, es decir, translocarse a la célula cancerigena, por ejemplo, a
células de un tumor sélido maligno en el momento de administrar la cepa bacteriana gramnegativa
con virulencia atenuada recombinante a un sujeto o pueden suministrarse, es decir, translocarse a la
célula cancerigena, por ejemplo, a células de un tumor sélido maligno en un momento posterior,
por ejemplo, después de que la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante haya alcanzado una célula cancerigena, por ejemplo, el sitio del tumor sélido
maligno y/o haya alcanzado una célula cancerigena, por ejemplo, el sitio del tumor sélido maligno
y se haya replicado como se describié anteriormente. EI momento de suministro puede ser
regulado, por ejemplo, por el promotor usado para expresar las proteinas heterdlogas en la cepa
bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante. En el primer caso, un promotor
constitutivo o, de mayor preferencia, un promotor enddgeno de una proteina efectora bacteriana
podria conducir la proteina heteréloga. En el caso del suministro proteico retardado, un promotor
artificialmente inducible, como el promotor inducible por arabinosa, podria conducir la proteina
heter6loga. En este caso, la arabinosa se administrara a un sujeto una vez que las bacterias hayan
alcanzado y se hayan acumulado en el sitio deseado. La arabinosa después inducira la expresion
bacteriana de la proteina a suministrar.

Por lo tanto, en una modalidad el método para tratar el cancer comprende

i) cultivar la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante segln se describe
en la presente descripcion;

ii) administrar al sujeto dicha cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante
mediante el contacto de una céelula cancerigena con la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia

atenuada recombinante de i) en donde una proteina de fusién que comprende una sefial de
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suministro de una proteina efectora bacteriana y la proteina heter6loga es expresada por la cepa
bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante y se transloca a la célula
cancerigena; y opcionalmente

iii) escindir la proteina de fusion de manera que la proteina heter6loga sea escindida de la sefial de
suministro de la proteina efectora bacteriana dentro de la célula cancerigena,

en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante se administra en
una cantidad que es suficiente para tratar al sujeto.

Las células cancerigenas para suministrar proteinas heter6logas en general son células
cancerigenas de canceres seleccionados de tumores no solidos seleccionados del grupo que
consiste en Sarcoma, Leucemia, Linfoma, mieloma mdltiple, canceres del sistema nervioso central,
y tumores sélidos malignos, que incluyen, pero no se limitan a, masa anormal de células que
pueden ser la madre de diferentes tipos de tejidos tales como higado, colon, colorrecto, piel, mama,
pancreas, cuello uterino, cuerpo uterino, vejiga, vesicula biliar, rifion, laringe, labio, cavidad oral,
esdfago, ovario, préstata, estomago, testiculos, glandula tiroides o pulmon y, por lo tanto, incluyen
tumores solidos malignos de higado, colon, colorrecto, piel, mama, pancreas, cuello uterino,
cuerpo uterino, vejiga, vesicula biliar, rifion, laringe, labio, cavidad oral, es6fago, ovario, prostata,
estdbmago, testiculo, glandula tiroides o pulmon. Preferentemente, las células cancerigenas para
suministrar proteinas heterélogas son tumores sélidos malignos.

Por lo tanto, en una modalidad preferida el cancer es un tumor sélido maligno y el método r
comprende

i) cultivar la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante segun se describe
en la presente descripcion;

il) administrar al sujeto dicha cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante
mediante el contacto de una célula de un tumor sélido maligno con la cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de i) en donde una proteina de fusion que
comprende una sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana y la proteina heteréloga es
expresada por la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante y se
transloca a la célula de un tumor s6lido maligno; y opcionalmente

iii) escindir la proteina de fusion de manera que la proteina heteréloga se escinde de la sefial de
suministro de la proteina efectora bacteriana dentro de la célula de un tumor solido maligno,

en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante se administra en

una cantidad que es suficiente para tratar al sujeto.
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En algunas modalidades al menos dos proteinas de fusion cada una que comprende una sefial de
suministro de una proteina efectora bacteriana y una proteina heteréloga son expresadas por la
cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante y se translocan a la célula
eucariota, por ejemplo, la célula cancerigena mediante los métodos de las presentes invenciones.

La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante puede cultivarse de manera
que se expresa una proteina de fusion que comprende la sefial de suministro de la proteina efectora
bacteriana y la proteina heterdloga de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica (por
ejemplo FDA, Bacteriological Analytical Manual (BAM), capitulo 8: Yersinia enterocolitica).
Preferentemente, la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante puede
cultivarse en caldo de infusion Brain Heart, por ejemplo, a 28 °C. Para la induccion de la expresion
de T3SS y, por ejemplo, los genes dependientes del promotor de YopE/SycE, las bacterias pueden
cultivarse a 37 °C.

En una modalidad, la célula cancerigena, por ejemplo, la célula de un tumor sélido maligno se
pone en contacto con dos cepas bacterianas gramnegativas con virulencia atenuada recombinantes
de i), en donde la primera cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante
expresa una primera proteina de fusion que comprende la sefial de suministro de la proteina
efectora bacteriana y una primera proteina heteréloga y la segunda cepa bacteriana gramnegativa
con virulencia atenuada recombinante expresa una segunda proteina de fusién que comprende la
sefial de suministro de la proteina efectora bacteriana y una segunda proteina heteréloga, de
manera que la primera y la segunda proteina de fusién se translocan a la célula de un tumor sélido
maligno. Esta modalidad proporciona la coinfeccion de una célula cancerigena, por ejemplo, una
célula de un tumor sélido maligno con dos cepas bacterianas como un método véalido para
suministrar, por ejemplo, dos proteinas hibridas diferentes en células Unicas para dirigir su
interaccion funcional.

El experto en la técnica puede usar ademas un namero de ensayos para determinar si el suministro
de una proteina de fusion es exitoso. Por ejemplo, la proteina de fusion puede detectarse a través de
inmunofluorescencia con el uso de anticuerpos que reconocen una etiqueta fusionada (como la
etiqueta Myc). La determinacién también puede basarse en la actividad enzimatica de la proteina
que se suministra, por ejemplo, el ensayo descrito en *°.

La presente invencidn proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende una cepa
bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante segun se describe en la presente

descripcion opcionalmente que comprende un portador farmacéuticamente aceptable adecuado.
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Por lo tanto, la presente invencion proporciona ademdas una composicion farmacéutica que
comprende una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante segun se
describe en la presente descripcion para el uso en un método para tratar el cancer, por ejemplo, un
tumor solido maligno en un sujeto.

Las bacterias gramnegativas con virulencia atenuada recombinantes pueden combinarse para la
administracion conveniente y eficaz en una cantidad que sea suficiente para tratar al sujeto como
una composicion farmaceutica con un portador farmaceuticamente aceptable adecuado. Una forma
de dosificacion unitaria de las bacterias gramnegativas con virulencia atenuada recombinantes o de
la composicion farmacéutica a administrar puede contener, por ejemplo, las bacterias
gramnegativas con virulencia atenuada recombinantes en una cantidad de aproximadamente 10° a
aproximadamente 10° bacterias por ml, preferentemente aproximadamente 10° a aproximadamente
10® bacterias por ml, con mayor preferencia aproximadamente 10’ a aproximadamente 10°
bacterias por ml, con la méxima preferencia aproximadamente 10® bacterias por ml.

Por "cantidad que es suficiente para tratar al sujeto " 0 “cantidad eficaz” los cuales se usan en la
presente descripcion indistintamente pretende ser una cantidad de una bacteria o bacterias, lo
suficientemente alta para modificar positivamente de manera significativa la afeccion a tratar pero
lo suficientemente baja para evitar efectos secundarios graves (en una relacion beneficio/riesgo
razonable), dentro del alcance de un buen juicio médico. Una cantidad eficaz de una bacteria
variara con el objetivo particular a lograr, la edad y la condicién fisica del sujeto a tratar, la
duracion del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente y la bacteria especifica empleada.
La cantidad eficaz de una bacteria serd, por lo tanto la cantidad minima, que proporcionara el
efecto deseado. En general una cantidad de aproximadamente 10° a aproximadamente 10°
bacterias, por ejemplo, de aproximadamente 10° a aproximadamente 10° bacterias/m? de superficie
corporal, preferentemente de aproximadamente 10° a aproximadamente 108 bacterias, por ejemplo,
de aproximadamente 10° a aproximadamente 10® bacterias/m? de superficie corporal, con mayor
preferencia de aproximadamente 10’ a aproximadamente 10° bacterias, por ejemplo, de
aproximadamente 10" a aproximadamente 10° bacterias/m? de superficie corporal, con la méxima
preferencia 10° bacterias, por ejemplo, 10® bacterias/m? de superficie corporal se administran al
sujeto.

Una dosis Unica de la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante a
administrar a un sujeto, por ejemplo a un ser humano para tratar el cancer, por ejemplo, un tumor

s6lido maligno es en general de aproximadamente 10* a aproximadamente 10™° bacterias, por
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ejemplo, de aproximadamente 10* bacterias/m® de superficie corporal a aproximadamente 10
bacterias/m® de superficie corporal, preferentemente de aproximadamente 10° a aproximadamente
10° bacterias, por ejemplo, de aproximadamente 10° a aproximadamente 10° bacterias/m® de
superficie corporal, con mayor preferencia de aproximadamente 10° a aproximadamente 10°
bacterias, por ejemplo, de aproximadamente 10° a aproximadamente 10° bacterias/m? de superficie
corporal, incluso con mayor preferencia de aproximadamente 10’ a aproximadamente 10°
bacterias, por ejemplo, de aproximadamente 10’ a aproximadamente 10° bacterias/m? de superficie
corporal, con la maxima preferencia 10° bacterias, por ejemplo, 10° bacterias/m® de superficie
corporal de las bacterias gramnegativas con virulencia atenuada recombinantes totales.

Los ejemplos de sustancias que pueden servir como portadores farmacéuticos son azucares, tales
como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones tales como almidon de maiz y almidon de papa;
celulosa y sus derivados tales como carboximetilcelulosa de sodio, acetatos de etilcelulosa y
celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; &cidos estearicos; estearato de magnesio;
sulfato de calcio; carbonato de calcio; aceites vegetales, tales como aceite de cacahuate, aceite de
semilla de algodon, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de teobroma; polioles
tales como propilenglicol, glicerina, sorbitol, manitol, y polietilenglicol; agar; acidos alginicos;
agua libre de pirégenos; salina isotonica; extractos de ardndanos y solucion de tampdn fosfato;
polvo de leche descremada; asi como otras sustancias compatibles no toxicas usadas en
formulaciones farmacéuticas tales como Vitamina C, estrégeno y equinacea, por ejemplo. También
pueden estar presentes agentes humectantes y lubricantes tales como laurilsulfato de sodio, asi
como agentes colorantes, agentes saborizantes, lubricantes, excipientes, agentes de formacion de
tabletas, estabilizantes, antioxidantes y conservantes.

Los modos de administracion de las bacterias gramnegativas con virulencia atenuada
recombinantes a un sujeto pueden seleccionarse del grupo que consiste en administracion
intravenosa, intratumoral, intraperitoneal y peroral. Aunque no se pretende limitar esta invencion a
algn modo de aplicacion particular, se prefieren la administracion intravenosa o intratumoral de
las bacterias o las composiciones farmaceuticas.

Dependiendo de la ruta de administracion, puede ser necesario revestir los ingredientes activos que
comprenden bacterias en un material para proteger a dichos organismos de la accion de las
enzimas, acidos y otras condiciones naturales que puedan inactivar dichos organismos. Para
administrar bacterias por otra administracion diferente de la parenteral, estas deberian revestirse

por, o administrarse con, un material para prevenir la inactivacion. Por ejemplo, las bacterias
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pueden coadministrarse con inhibidores enzimaticos o en liposomas. Los inhibidores enzimaticos
incluyen el inhibidor de tripsina pancreética, diisopropilfluorofosfato (DFP) y trasilol. Los
liposomas incluyen emulsiones de P40 de agua en aceite en agua asi como liposomas
convencionales y disefiados especificamente que transportan bacterias, tales como Lactobacillus, o
sus subproductos a una diana interna de un sujeto huésped.

Una bacteria puede administrarse sola o junto con una segunda bacteria diferente. Cualquier
cantidad de bacterias diferentes pueden usarse juntas. Por "junto con™ se entiende junto, de manera
sustancialmente simultanea o secuencial. Las composiciones pueden administrarse ademas en la
forma de una tableta, pildora o capsula, por ejemplo, tal como una capsula liofilizada que
comprende las bacterias o las composiciones farmacéuticas de la presente invenciébn o como
soluciones de bacterias congeladas o las composiciones farmacéuticas de la presente invencién que
contienen DMSO o glicerol. Otra forma de aplicacion preferida implica la preparacién de una
capsula liofilizada de las bacterias o las composiciones farmacéuticas de la presente invencion.
AUn otra forma de aplicacién preferida implica la preparacion de una capsula secada al calor de las
bacterias o las composiciones farmacéuticas de la presente invencion.

Las bacterias gramnegativas con virulencia atenuada recombinantes o la composicion farmacéutica
a administrar pueden administrarse mediante inyeccion. Las formas adecuadas para uso inyectable
incluyen soluciones acuosas monosépticas o estériles (solubles en agua) o dispersiones y polvos
estériles para la preparacién extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En
todos los casos la forma debe ser monoséptica o estéril y debe ser fluida para que exista una facil
inyectabilidad. Deberia ser estable bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento. El
portador puede ser un solvente o medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol,
poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido y similares), mezclas
adecuadas de estos y aceites vegetales. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo,
mediante el uso de un revestimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamarfio de
particula requerido en el caso de dispersion. En muchos casos sera preferible incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azucares o cloruro de sodio. La absorcion prolongada de las
composiciones inyectables puede proporcionarse mediante el uso en las composiciones de agentes
de absorcion retardada, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

En algunas modalidades de la presente invencion la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante se coadministra con un siderdforo al sujeto. Se prefieren estas modalidades.

Los sideroforos que pueden coadministrarse son sider6foros que incluyen hidroxamato, catecolato

87



10

15

20

25

30

y ligandos sider6foros mixtos. Los sideréforos preferidos son Deferoxamina (también conocida
como desferrioxamina B, desferoxamina B, DFO-B, DFOA, DFB o desferal), Desferrioxamina E,
Deferasirox (Exjade, Desirox, Defrijet, Desifer) y Deferiprona (Ferriprox), el de mayor preferencia
es Deferoxamina. La Deferoxamina es un sider6foro bacteriano producido por la Actinobacteria
Streptomyces pilosus y esta disponible comercialmente de, por ejemplo, Novartis Pharma Schweiz
AG (Suiza).

La coadministracion con un sider6foro puede ser antes, simultineamente o después de la
administracion de la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante.
Preferentemente un sider6foro se administra antes de la administracion de una cepa bacteriana
gramnegativa con virulencia atenuada recombinante, con mayor preferencia se administra al menos
1 hora, preferentemente al menos 6 horas, con mayor preferencia al menos 12 horas, en particular
al menos 24 horas antes de la administracion de la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante al sujeto. En una modalidad particular el sujeto se trata previamente con
desfreoxamina 24 h antes de la infeccion con la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante para permitir el crecimiento bacteriano. En general un sideréforo se
coadministra a una dosis Unica de aproximadamente 0.5x10° Mol a aproximadamente 1x10° Mol,
con mayor preferencia de aproximadamente 1x10° Mol a aproximadamente 1x10™* Mol
preferentemente de aproximadamente 3.5x10™ Mol a aproximadamente 1.1x10™* Mol por kg de
peso corporal. En general la desferoxamina se coadministra a una dosis Unica de aproximadamente
20 mg a aproximadamente 60 mg preferentemente de aproximadamente 20 mg a aproximadamente
60 mg por kg de peso corporal.

Los regimenes de dosis de la administracion de la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante o la composicion farmacéutica descrita en la presente descripcion variaran
con el objetivo particular a lograr, la edad y condicion fisica del sujeto que se trata, la duracion del
tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente y la bacteria especifica empleada, como es
conocido por el experto. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante en
general se administra al sujeto de acuerdo con un régimen de dosificacion que consiste en una
dosis Unica cada 1-20 dias, preferentemente cada 1-10 dias, con mayor preferencia cada 1-7 dias.
El periodo de administracion en general es de aproximadamente 20 a aproximadamente 60 dias,
preferentemente aproximadamente 30-40 dias. Alternativamente el periodo de administracion en

general es de aproximadamente 8 a aproximadamente 32 semanas, preferentemente
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aproximadamente 8 a aproximadamente 24 semanas, con mayor preferencia aproximadamente 12 a
aproximadamente 16 semanas.

En una modalidad adicional la presente invencidn proporciona un kit para tratar el cancer, por
ejemplo, tal como tumores sélidos malignos, preferentemente en un ser humano. Tales Kits
generalmente comprenderan la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada
recombinante o la composicion farmacéutica descrita en la presente descripcion y las instrucciones
para usar el kit. En algunas modalidades, los kits incluyen un portador, paquete o recipiente que
estd compartimentado para recibir uno 0 mas recipientes tales como viales, tubos y similares, cada
uno de los recipientes incluye uno de los elementos separados a usar en un método descrito en la
presente descripcion. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas y
tubos de ensayo. En otras modalidades, los recipientes estdn formados a partir de una variedad de
materiales tales como vidrio o plastico.

Ejemplos

Ejemplo 1:

A) Materiales y métodos

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo. Las cepas usadas en este estudio se enumeran en las
Figuras 3A a M. La E. coli Topl0, usada para la purificacion y clonaje de plasmidos, y la E. coli
Sm10 A pir, usada para la conjugacion, asi como la E. coli BW19610 *, usada para propagar
pKNG101, se cultivaron de manera rutinaria en placas de agar LB y en caldo LB a 37 °C. Se us6 la
ampicilina a una concentracion de 200 pg/ml (Yersinia) o 100 pg/ml (E. coli) para seleccionar
vectores de expresion. Se uso la estreptomicina a una concentracion de 100 pg/ml para seleccionar
vectores suicidas. La Y. enterocolitica MRS40 (O:9, biotipo 2) %, un derivado de E40 no resistente
a Ampicilina *° y las cepas derivadas de este se cultivaron de manera rutinaria en Brain Heart
Infusion (BHI; Difco) a RT. Se afiadié acido nalidixico a todas las cepas de Y. enterocolitica (35
ug/ml) y todas las cepas de Y. enterocolitica asd se complementaron adicionalmente con 100
ug/ml de acido meso-2,6-diaminopimélico (mDAP, Sigma Aldrich). La S. enterica SL1344 se
cultivé de manera rutinaria en placas de agar LB y en caldo LB a 37 °C. Se us6 Ampicilina a una
concentracion de 100 pg/ml para seleccionar vectores de expresion en S. enterica.

Manipulaciones genéticas de Y. enterocolitica. Se han descrito las manipulaciones genéticas de Y.
enterocolitica ***. En resumen, los mutadores para la modificacion o delecién de genes en los
plasmidos pYV o en el cromosoma se construyeron mediante la PCR por solapamiento de 2

fragmentos con el uso del plasmido pYV40 o el ADN genémico purificado como plantilla, lo que
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conduce a 200-250 pb de secuencias flanqueantes en ambos lados de la parte delecionada o
modificada del gen respectivo. Los fragmentos resultantes se clonaron en pkKNG101 # en E. coli
BW19610 . Los plasmidos con secuencia verificada se transformaron en E. coli Sm10 A pir,
desde donde se movilizaron los plasmidos a las cepas de Y. enterocolitica correspondientes. Los
mutantes que portaban el vector integrado se propagaron durante varias generaciones sin presion
de seleccion. Después se usO la sacarosa para seleccionar los clones que perdieron el vector.
Finalmente, los mutantes se identificaron mediante PCR de colonias. Los mutadores especificos
(pSi_408, pSi_419) se enumeran en la Tabla IlI.

Construccion de plasmidos. El plasmido pBad_Si2 o pBad_Sil (Figura 2) se uso para la clonacion
de proteinas de fusion con los 138 aminoacidos del extremo N-terminal de YopE (SEQ ID No. 2).
pBad_Si2 se construyé mediante la clonacion del fragmento SycE-YopEi.13s que contenia
promotores enddgenos para YopE y SycE de pYV40 purificado en el sitio de Kpnl/Hindlll de
pBad-MycHisA (Invitrogen). Las modificaciones adicionales incluyen la eliminacion del
fragmento de Ncol/Bglll de pBad-MycHisA mediante la digestién, tratamiento y religacion del
fragmento Klenow. Se cloné un terminador de la transcripcion bidireccional (BBa_B1006;
fundacién iGEM) en el sitio de corte de Kpnl y en el sitio tratado con Klenow (pBad_Si2) o el sitio
de corte de Bglll (pBad_Sil). Ademas, en el extremo 3’ de YopE;.13s se afiadieron los siguientes
sitios de escision: Xbal-Xhol-BstBI-(HindlIl) (Figura 2 B). pBad_Sil es igual a pBad_Si2 pero
codifica EGFP amplificada a partir de pEGFP-C1 (Clontech) en el sitio de Ncol/Bglll bajo el
promotor inducible por Arabinosa. Los plasmidos pSi_266, pSi_267, pSi_268 y pSi_269 que
contenian el promotor enddgeno correspondiente y el fragmento SteA;.»o (pSi_266), la secuencia
de SteA de longitud completa (pSi_267), el fragmento SopE;.s; (pSi_268) o el fragmento SopEj.-105
(pSi_269) se amplificaron a partir del ADN genomico de S. enterica SL1344 y se clonaron en el

sitio de Ncol/Kpnl de pBad-MycHisA (Invitrogen).
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Los genes de longitud completa o los fragmentos de estos se amplificaron con los cebadores
especificos enumerados en la Tabla | méas adelante y se clonaron como fusiones a YopE;j.13s en el
plasmido pBad_Si2 o en el caso de z-BIM (SEQ ID No. 16) en pBad_Sil (ver la Tabla Il mas
adelante). Para la fusion a SteA o SopE, los constructos de ADN sintético se escindieron con
Kpnl/Hindll y se clonaron en pSi_266, pSi_267, pSi_268 o pSi_269 respectivamente. En el caso
de los genes de especies bacterianas, se us6 el ADN gendémico purificado como plantilla (S.
flexneri M90T, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium SL1344, Bartonella
henselae ATCC 49882). Para los genes humanos se usO una biblioteca de ADNCc universal
(Clontech) si no fue indicado de cualquier otra manera (Figuras 3A a M, los genes de pez cebra se
amplificaron a partir de una biblioteca de ADNc (un amable obsequio de M. Affolter). Los
plasmidos ligados se clonaron en E. coli Top10. Los plasmidos secuenciados se electroporaron en
la cepa de Y. enterocolitica o S. enterica deseada con el uso de los ajustes para la electroporacion
estandar de E. coli.

Tabla | (Cebador nim. Si_:Secuencia)

Seq_Id_No_51: Cebador nim. : Si_285

CATACCATGGGAGTGAGCAAGGGCGAG

Seq_Ild_No_52: Cebador nim. : Si_286
GGAAGATCTHACTTGTACAGCTCGTCCAT

Seq_Ild_No_53: Cebador nam. : Si_287
CGGGGTACCTCAACTAAATGACCGTGGTG

Seq_ld_No_54: Cebador nim. : Si_288
GTTAAAGCTTttcgaatctagactcgagCGTGGCGAACTGGTC

Seq_ld_No_55: Cebador num. : Si_387
CGTAtctagaATGGACTGTGAGGTCAACAA

Seq_Id_No_56: Cebador num. : Si_391
CGTAtctagaGGCAACCGCAGCA
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Seq_Id_No_57: Cebador nim. : Si_389
GTTAAAGCTTTCAGTCCATCCCATTTCTg

Seq_Id_No_58: Cebador nim. : Si_436
CGTAtctagaATGCCCCGCCCC

Seq_Id_No_59: Cebador num. : Si_437
GTTAAAGCTTCTACCCACCGTACTCGTCAAT

Seq_Ild_No_60: Cebador nim. : Si_438
CGTAItctagagATGTCTGACACGTCCAGAGAG

Seq_Ild_No_61: Cebador nam. : Si_439
GTTAAAGCTTTCATCTTCTTCGCAGGAAAAAG

Seq_Id_No_62: Cebador nim. : Si_463
CAGTctcgaggaaagcttgtttaaggggce

Seq_ld_No_63: Cebador nim. : Si_464
cagtTTCGAAttagcgacggcgacg

Seq_ld_No_64: Cebador nim. : Si_476
GTTAAAGCTTHACTTGTACAGCTCGTCCAT

Seq_ld_No_65: Cebador nim. : Si_494
CGTAtctagaATGGCCGAGCCTTG

Seq_ld_No_66: Cebador nim. : Si_495
GTTAAAGCTTttaTTGAAGATTTGTGGCTCC

Seq_Id_No_67: Cebador nim. : Si_504

CGTAtctagaGAAAATCTGTATTTTCAAAGTGAAAATCTGTATTTTCAAAGTATGCCCCGC
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CCC

Seq_Id_No_68: Cebador nim. : Si_505
GTTAAAGCTTCCCACCGTACTCGTCAATIC

Seq_Ild_No_69: Cebador nam. : Si_508
CGTAtctagaGAAAATCTGTATTTTCAAAGTGAAAATCTGTATTTTCAAAGTATGGCCGAG
CCTTG

Seq_Ild_No_70: Cebador nam. : Si_509
GTTAAAGCTTTTGAAGATTTGTGGCTCCc

Seq_Ild_No_71: Cebador nam. : Si_511
CGTAtctagaGAAAATCTGTATTTTCAAAGTGAAAATCTGTATTTTCAAAGTGTGAGCAAG
GGCGAG

Seq_Ild_No_72: Cebador nam. : Si_512
CGTAtctagaGAAAATCTGTATTTTCAAAGTGAAAATCTGTATTTTCAAAGTCCGCCGAAA
AAAAAACGTAAAGTTGTGAGCAAGGGCGAG

Seq_Ild_No_73: Cebador nim. : Si_513
GTTAAAGCTTHHAAACTTTACGTTTTTTTTTCGGCGGCTTGTACAGCTCGTCCAT

Seq_Id_No_74: Cebador nim. : Si_515
CGTAtctagaGAAAATCTGTATTTTCAAAGTGAAAATCTGTATTTTCAAAGTGATTATAAA
GATGATGATGATAAAATGGCCGAGCCTTG

Seq_ld_No_75: Cebador nim. : Si_677
TTACTATTCGAAGAAATTATTCATAATATTGCCCGCCATCTGGCCCAAATTGGTGATG
AAATGGATCATTAAGCTTGGAGTA

Seq_Id_No_76: Cebador nim. : Si_678
93



10

15

20

25

30

TACTCCAAGCTTAATGATCCATTTCATCACCAATTTGGGCCAGATGGCGGGCAATATT

ATGAATAATTTCTTCGAATAGTAA

Seq_Id_No_77: Cebador nim. : Si_682

TTACTACTCGAGAAAAAACTGAGCGAATGTCTGCGCCGCATTGGTGATGAACTGGATA

GCTAAGCTTGGAGTA

Seq_Id_No_78: Cebador nim. : Si_683

TACTCCAAGCTTAGCTATCCAGTTCATCACCAATGCGGCGCAGACATTCGCTCAGTTTT

TTCTCGAGTAGTAA

Seq_Id_No_79: Cebador nim. : Si_580
catgccatggatttatggtcatagatatgacctc

Seq_Id_No_80: Cebador num. : Si_612
CGGGGTACCatgaggtagcttatttcctgataaag

Seq_Ild_No_81: Cebador nim. : Si_613
CGGGGTACC Cataattgtccaaatagttatggtagc

Seq_Ild_No_82: Cebador nim. : Si_614
catgccatggCGGCAAGGCTCCTC

Seq_ld_No_83: Cebador nim. : Si_615
cggggtaccTTTATTTGTCAACACTGCCC

Seq_Id_No_84: Cebador nim. : Si_616
€9gggtaccTGCGGGGTCTTTACTCG

Seq_ld_No_85: Cebador nim. : Si_585
CAGTctcgagATGCAGATCTTCGTCAAGAC
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Seq_Id_No_86: Cebador nim. : Si_586
GTTAAAGCTT(gctagcttcgaaACCACCACGTAGACGTAAGAC

Seq_Id_No_87: Cebador nim. : Si_588
cagtTTCGAAGATTATAAAGATGATGATGATAAAATGGCCGAGCCTTG

Seq_Id_No_88: cebador nim. 733

TTACTACTCGAGGGTGCCATCGATGCCGAAGAAATTATTCATAATATTGCCCG

Seq_ld_No_89: cebador nim. 735
TACTCCTTCGAATTAATGATCCATTTCATCACCAATTTG

Seq_Ild_No_90: cebador num. 736
TTACTACTCGAGGGTGCCATCGATGCCAAAAAACTGAGCGAATGTCTGCG

Seq_Id_No_91: cebador nim. 738
TACTCCTTCGAATTAGCTATCCAGTTCATCACCAATG

Seq_Id_No_92: cebador num. 734
TACTCCTTCGAAGGCACCATGATCCATTTCATCACCAATTTGG

Seq_ID_No_93: cebador nim. 725:
TTACTATTCGAAGAAATTATTCATAATATTGCC

Seq_ID_No_94: cebador num. 726:
TACTCCAAGCTTACGGTTGAATATTATGATCCATTTCATCACCAATTTGG

Seq_ID_No_95: cebador num. 727:
TTACTATTCGAAGCCGGTGGTGCCGAAGAAATTATTCATAATATTGCCC

Seq_ID_No_96: cebador num. 728:
TACTCCAAGCTTAATGATCCATTTCATCA

95



10

15

20

25

30

Seq_ID_No_97: cebador nim. 737:

TACTCCTTCGAAGGCACCGCTATCCAGTTCATCACCAATG

Seq_ID_No_101: cebador nim. 869:
gatcgtcgacTTAAGTTCAATGGAGCGTTTAATATC

Seq_ID_No_102: cebador num. 870:
ctttgactggcgagaaacgcTCTTAACATGAGGCTGAGCTC

Seq_ID_No_103: cebador num. 871.:
GAGCTCAGCCTCATGTTAAGA(gcqgtttctcgeccagtcaaag

Seq_ID_No_104: cebador nim. 872:
gatagcccccgagectgtGCACTTTGTCATTAACCTCAGC

Seq_ID_No_105: cebador num. 873:
GCTGAGGTTAATGACAAAGTGCacaggctcgggggctatc

Seq_ID_No_106: cebador num. 874:
catgtctagaCCCTCAGCATAATAACGACTC

Seq_ID_No_107: cebador num. 600:
catgacatgtTGGCGTTTCTCGCC

Seq_ID_No_108: cebador num. 601.:
catgacatgtATTAACCTCAGCCCTGACTATAAG

Seq_ID_No_119: cebador nim. 1010:
cacatgtctagalCAACCGTTTCCGAAAGGTGATCTG
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Seq_ID_No_120: cebador nim. 1012:

atccCAagctTATTGGCGTTGGGTGGTAAAAATTTTG

Seq_ID_No_121: cebador num. 1021:

cacatgtctagaATGACCGCCGAACAACGC

Seq_ID_No_122: cebador num. 1022:

catgaagcttaCGGACCCGGATTTTGGCTC

>Seq_ID_No_123: cebador nim. 1023:
catgaagcttaCGGTTCTTCTTGAATAAAAATTTGAATG

Seq_ID_No_124: cebador nim. 1024:
catgaagcttaTTGCAGCACTTTCGGCCAATTT

Seq_ID_No_125: cebador num. 1025:

cacatgtctagagATGAGCATTGTGTGTAGCGC

Seq_ID_No_126: cebador num. 1026:

catgaagcttaGCTTTCATCCACGGCCGG

Seq_ID_No_127: cebador num. 1027:

catgaagcttaATTACCGGTTTGGCGCAGC

Tabla Il: Proteinas de fusion clonadas

Proteina a ser | Seq. ID. | Cadena Nombre del | Cebadores. | Seq. ID
suministrada por | Nim. de | principal plasmido Si_Nr.: Num.
T3SS la proteina | del resultante del
plasmido cebador
YopE1-138-MycHis 3 pBad- pBad _Si 1 | 285/286 51/52 y
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MycHisA (EGFP), 53/54
(Invitrogen) 287/288
(sycE-
YopE1-
138)
YopE1-138-MycHis | 3 pBad- pBad_Si_2 | 287/288 53/54
MycHisA (sycE-
(Invitrogen) YopE1-
138)
YopE1-138- Bid | 16 pBad_Si_2 | pSi_85 387/391 55/56
humana
YopE1-138- tBid | 17 pBad_Si_2 | pSi_87 389/391 55/57
humana
YopE1-138-ET1 9 pBad_Si_2 | pSi_120 436/437 58/59
YopE1-138-z-BIM 16 pBad_Si_1 | pSi_121 438/439 60/61
YopE1-138-proteasa | 12 pBad_Si_2 | pSi_132 463/464 62/63
de TEV S219VvV
YopE1-138-Ink4C 8 pBad_Si_2 | pSi_151 494/495 65/66
YopE1-138-2x  sitio | 11 pBad_Si_2 | pSi_156 504/505 67/68
de TEV - ET1
YopE1-138-2xsitio de | 98 pBad_Si_2 | pSi_158 511/476 71/64
TEV- EGFP
YopE1-138-2xsitio de | 99 pBad_Si_ 2 | pSi_159 511/513 71/73
TEV - EGFP - NLS
YopE1-138-2xsitio de | 100 pBad_Si_2 | pSi_160 512/476 72/64
TEV - NLS - EGFP
YopE1-138-2x  sitio | 10 pBad_Si_ 2 | pSi_161 508/509 69/70
de TEV - INK4C
YopE1-138-2x  sitio | 13 pBad_Si_2 | pSi_164 515/509 74/70

de TEV - Flag -
INK4C
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YopE1-138-Parte 19 pBad_Si 2 | pSi_318 677/678 75/76
BH3 de tBid murina
optimizada en
codones de Y.
enterocolitica
YopE1-138-Parte 20 pBad_Si_2 | pSi_322 682/683 77/78
BH3 de Bax murina
optimizada en
codones de Y.
enterocolitica
SteA1-20 5 pBad- pSi_266 580/612 79/80
MycHisA
(Invitrogen)
SteA 4 pBad- pSi_267 580/613 79/81
MycHisA
(Invitrogen)
SopE1-81 6 pBad- pSi_268 614/615 82/83
MycHisA
(Invitrogen)
SopE1-105 7 pBad- pSi_269 614/616 82/84
MycHisA
(Invitrogen)
YopE1-138-tBid 21 pBad_Si_ 2 | pSi_315 constructo |/
murina optimizada en sintético
codones de Y.
enterocolitica
YopE1-138- 14 pBad_Si_2 | pSi_236 585/586 85/86
Ubiquitina
YopE1-138- 15 pSi_236 pSi_237_I1 | 588/509 87/70
Ubiquitina-Flag-
INK4C-MycHis
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YopE1-138-(parte

BH3 de tBid murina
optimizada en
codones de Y.
enterocolitica)  lista
para la insercion de

dominios adicionales

25

pBad_Si_2

pSi_357

733/735

88/89

YopE1-138-(parte

BH3 de BAX murina
optimizada en
codones de Y.
enterocolitica)  lista
para la insercion de

dominios adicionales

26

pBad_Si_2

pSi_358

736/738

90/91

YopE1-138-(parte

BH3 de tBid murina
optimizada en
codones de Y.

enterocolitica),

27

pSi_357

pSi_371

733/734

88/92

YopE1-(138-parte

BH3 de tBid murina
optimizada en
codones de Y.
enterocolitica-  parte
BH3 de BAX murina
optimizada en
codones de Y.

enterocolitica

28

pSi_358

pSi_373

733/734

88/92

YOpE1_138- Parte
extendida BH3 de

tBid murina

22

pBad_Si 2

pSi_353

725/726

93/94

100




optimizada en

codones

YopE;.-13s-enlazador 23 pBad_Si 2 | pSi_354 7271728 95/96
de 10 Aa - parte BH3

de  tBid murina

optimizada en

codones de Y.

enterocolitica

YOpE;.i3s-parte  BH3 | 24 pSi_357 pSi_374 736/737 90/97
de Bax murina

optimizada en

codones de Y.

enterocolitica-  parte

BH3 de tBid murina

optimizada en

codones de Y.

enterocolitica

YOpE;-138- dos | 37 pBad_Si 2 | pSi_453 constructo |/
dominios CARD de sintético
RIG-1 humana

optimizada en

codones de Y.

enterocolitica (Aa. 1-

245)

YOpE;-138- dos | 38 pBad_Si_2 | pSi_454 constructo |/
dominios CARD de sintético

RIG-1

optimizada en

murina

codones de Y.
enterocolitica (Aa. 1-
246)
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YOpE;.13s- GCN4 de | 39 pBad_Si 2 | pSi_452 constructo
S. cerevisiae sintético
optimizada en

codones de Y.

enterocolitica (Aa.

249-278) - WspR de

P. aeruginosa

optimizada en

codones de Y.

enterocolitica (Aa.

172-347)

YOpE;-138- IRF3 | 40 pBad_Si_ 2 | pSi_428 constructo
S397D murina sintético
optimizada en

codones de Y.

enterocolitica

YopEi13s- DncV de | 41 pBad_Si_2 | pSi_482 constructo
V. Cholerae sintético
optimizada en

codones de Y.

enterocolitica

(M3aL413)

YopEi.13s- similar a | 42 pBad_Si 2 | pSi_483 constructo
DisA de B. cereus sintético
optimizada en

codones de Y.

enterocolitica (PDB:

2FB5; Aa. 76-205)

YOopEi.13s- CGAS de | 43 pBad_Si_ 2 | pSi_484 constructo
anémona (N. sintético

vectensis) optimizada
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en codones de Y.
enterocolitica
(Ensembl: A7SFB5.1)

YopE1-138 -
dominios CARD de
RIG1 murina
optimizada en
codones de Y.
enterocolitica (Aa. 1-
229)

110

pBad_Si_2

pSi_521

1021/1022

122/12
3

YopE1-138 -
dominios CARD de
RIG1 murina
optimizada en
codones de Y.
enterocolitica (Aa. 1-
218)

111

pBad_Si 2

pSi_522

1021/1023

122/12
4

YopE1-138 - MDA5
murina optimizada en
codones de Y.
enterocolitica (Aa. 1-
294)

112

pBad_Si 2

pSi 517

constructo

sintético

YopE1-138 - MDA5
murina optimizada en
codones de Y.
enterocolitica (Aa. 1-
231)

113

pBad_Si 2

pSi_524

1025/1026

126/12
7

YopE1-138-  cGAS
humana optimizada en
codones de Y.

enterocolitica (Aa.

115

pBad_Si 2

pSi_515

constructo

sintético
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161-522)

YopE1-138- CARD | 116 pBad_Si 2 | pSi_539 constructo |/

de MAVS humana sintetico

optimizada en

codones de Y.

enterocolitica (Aa. 1-

100)

YopE1-138- cGAS de | 117 pBad_Si_2 | pSi_503 1010/1012 | 120/12

anémona (N. 1

vectensis) optimizada

en codones de .

enterocolitica (Aa. 60-

422) (Ensembl:

AT7SFB5.1)

YopE1-138- CdaA de | 118 pBad_Si 2 | pSi_518 constructo |/

Listeria optimizada en sintético

codones de Y.

enterocolitica (Aa.

101-273)

Tabla I11: Mutadores para la modificacion genética

Mutador/C | A insertar | Cadena Nombre Cebador | Seqg.ld usadas

onstructo | en: principal del | del es No. de|con la

plasmido plasmido | Si_Nr.: los cepa
resultante cebadore | progeni
S tora
especial

YOpEi13- | pYV pPKNG101 pSi_408 | Gen / /

BH3 de sintético

tBID

murina

104




YopEia3s- | pYV pKNG101 pSi_437 Gen / Cepa

(BH3 de sintético mutada

tBID con

murina), pSi_40

8

YOopEi133- | PYV pKNG101 pSi_456 Gen / /

dos (Seq ID | sintetico

dominios No 50)

CARD de

RIG-1

murina

optimizad

a en

codones

de Y.

enterocolit

ica (Aa. 1-

246)

pYV-asd | pYV pKNG101 pSi_417 PCR1: PCR1: Aasd
869/870; | 101/102;
PCR2: PCR2:
871/872; | 103/104;
PCR3: PCR3:
873/874; | 105/106;
PCR por | PCR por
solapami | solapami
ento ento
869/874 | 101/106

pYV-virF- | pYV pPKNG101 pSi_441 | Gen / /

horquillal sintético

pYV- pYV pKNG101 pSi_439 Gen / /
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pAra-VirF sintético

Secrecion de Yop. La induccion del regulon yop se realizd mediante el recambio del cultivo a 37
°C en BHI-Ox (condiciones que permiten la secrecién) **. Se afiadi6 glucosa como fuente de
carbono (4 mg/ml).
Las fracciones de células totales y de sobrenadantes se separaron mediante centrifugacion a 20,800
g durante 10 min a 4 °C. El sedimento celular se tom6 como la fraccion de células totales. Las
proteinas en el sobrenadante se precipitaron con &cido tricloroacético al 10 % (p/v) final durante 1
h a 4 °C. Después de la centrifugacién (20,800 g durante 15 min) y de la eliminacion del
sobrenadante, el sedimento resultante se lavd en Acetona enfriada en hielo durante toda la noche.
Las muestras se centrifugaron de nuevo, el sobrenadante se descarto y el sedimento se secé al aire
y se resuspendié en colorante de aplicacion con SDS 1X.
Las proteinas secretadas se analizaron mediante SDS-PAGE; en cada caso, se cargaron por carril
las proteinas secretadas por 3 x 10° bacterias. La deteccién de proteinas secretadas especificas
mediante inmunotransferencia se realizdé con el uso de geles de SDS-PAGE al 12.5 %. Para la
deteccion de proteinas en células totales, se cargaron por carril 2 x 108 bacterias, si no fue indicado
de cualquier otra manera, y las proteinas se separaron en geles de SDS-PAGE al 12.5 % antes de la
deteccion mediante inmunotransferencia.
La inmunotransferencia se llevé a cabo con el uso de anticuerpos monoclonales de ratas contra
YopE (MIPA193 — 13A9 ; 1:1,000, *®). El antisuero se absorbié previamente dos veces durante
toda la noche contra Y. enterocolitica AHOPEMT asd para reducir la tincion de fondo. La
deteccion se realiz6 con anticuerpos secundarios dirigidos contra anticuerpos de ratas y conjugados
a peroxidasa de rdbano picante (1:5,000; Southern biotech), antes de desarrollar el color con
sustrato quimioluminiscente ECL (LumiGlo, KPM).
Cultivo celular e infecciones. Las células HeLa Ccl2 y B16F10 se cultivaron en medio de Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM) complementado con FCS al 10 % y L-Glutamina 2 mM
(cDMEM). Las células 4T1 se cultivaron en RPMI 1640 complementado con FCS al 10 % y L-
Glutamina 2 mM. Y. enterocolitica se cultivd en BHI con aditivos durante toda la noche a RT, se
diluy6é en BHI fresca hasta una DOggo de 0.2 y se cultivé durante 2 h a RT antes de cambiar la
temperatura de un agitador en bafio de agua a 37 °C durante 30 min adicionales o durante 1 h en el
caso del suministro de EGFP. Finalmente, las bacterias se recolectaron mediante centrifugacion
(6,000 rcf, 30 seg) y se lavaron una vez con DMEM complementado con HEPES 10 mM vy L-
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glutamina 2 mM. Finalmente, las bacterias se recolectaron mediante centrifugacion (6,000 rcf, 30
seg) y se lavaron una vez con DMEM complementado con HEPES 10 mM y L-glutamina 2 mM.
Las céelulas sembradas en placas de 96 pocillos (para Inmunofluorescencia) o de 6 pocillos (para
transferencia Western) se infectaron a las MOI indicadas en DMEM complementado con HEPES
10 mM y L-glutamina 2 mM. Después de la adicion de bacterias, las placas se centrifugaron
durante 1 min a 1,750 rpm y se colocaron a 37 °C durante periodos de tiempo indicados. Las
bacterias extracelulares se destruyeron con gentamicina (100 mg/ml) si fue indicado. En el caso de
analisis de inmunofluorescencia, los ensayos de infeccion se detuvieron con una fijacion con PFA
al 4 %. Para el andlisis de transferencia Western las células se lavaron dos veces con PBS enfriado
en hielo y se afiadié tampdn de lisis Phospho-safe (Novagen) para lisar las células. Después de la
incubacion en hielo, las células se centrifugaron (16,000 rcf, 25 min, 4 °C). Los sobrenadantes se
recolectaron y se analizaron para determinar el contenido de proteinas totales mediante el ensayo
de Bradford con BCA (Pierce) antes de la SDS PAGE v la transferencia Western con el uso de un
anticuerpo anti-Actina (Millipore), Anti-Bid (Cell Signaling), anti-Myc (Santa Cruz), anti-
Caspasa-3 p17 (Cell Signaling) y anti-Ink4C (Cell Signaling).

Transferencia Western, a partir de células infectadas, de proteinas translocadas por T3SS. Las
células HelLa en placas de 6 pocillos se infectaron a una MOI de 100 segin se describio
anteriormente. En el caso de la coinfeccion con la cepa de Y. enterocolitica de translocacion de
proteasa de TEV, se ajustd la DOggo de las cepas y las dos suspensiones bacterianas se mezclaron
en un tubo a una relacion de 1:1 (si no fue indicado de cualquier otra manera) antes de la adicion a
las células. Al final de la infeccion, las células se lavaron dos veces con PBS enfriado en hielo y se
recolectaron mediante raspado en un volumen pequefio de PBS enfriado en hielo. Después de la
centrifugacion (16,000 rcf, 5 min, 4 °C) el sedimento se disolvié en digitonina al 0.002 %
complementada con un coctel de inhibidores de proteasas (Roche complete, Roche). Los
sedimentos disueltos se incubaron durante 5 minutos en hielo y se centrifugaron después (16,000
rcf, 25 min, 4 °C). Los sobrenadantes se recolectaron y se analizaron para determinar el contenido
de proteinas totales mediante el ensayo de Bradford con BCA (Pierce) antes de la SDS PAGE y la
transferencia Western con el uso de un anticuerpo anti-Myc (Santa Cruz, 9E11) o anti-Ink4C (Cell
Signaling).

Microscopia automatizada y andlisis de imagenes. Las imagenes se adquirieron de manera
automatica con un ImageXpress Micro (Molecular devices, Sunnyvale, Estados Unidos). La

cuantificacién de las intensidades de la tincion con anti-Myc se realizd con el uso de MetaXpress
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(Molecular devices, Sunnyvale, Estados Unidos). Las regiones dentro de las células que excluian
las regiones nucleares y las regiones que contenian bacterias se escogieron de manera manual
(circulos con un area de 40 pixeles) y se registro la intensidad promedio.

Biodistribucion en modelos de ratones con aloinjerto de tumor B16-F10 y 4T1

Todos los experimentos en animales fueron aprobados (licencia 1908; Kantonales Veterindramt
Basel-Stadt) y se realizaron de acuerdo con las directrices locales (Tierschutz-Verordnung, Basel-
Stadt) y la ley de proteccion animal Suiza (Tierschutz-Gesetz). Se ordenaron ratones C57BI/6 y
BALB/c de 6 semanas de edad a Janvier Labs. Después de al menos una semana de adaptacion, los
ratones se sometieron a eutanasia con el uso de isoflurano y 100 ul de células B16-F10 o 4T1
(1x10°-1x10° células) se inyectaron por via subcutanea en el costado de C57BI/6 y BALBI/c,
respectivamente. En todo el experimento, se calificé el comportamiento y la apariencia fisica de
los ratones y se midio la temperatura superficial, asi como el peso corporal.

Una vez desarrollados los tumores, se administrd a los ratones una solucion de desferal de 8 mg/ml
(10 ml/kg) mediante inyeccion i.p. Al dia siguiente, los ratones se infectaron con Y. enterocolitica
MRS40 o Y. enterocolitica MRS40 AHOPEMT (2x10°, 1x10° o 1x10" bacterias) mediante la
inyeccion en la vena de la cola. El indculo administrado i.v. a los ratones se validé mediante la
siembra en placas por dilucién. En algunos experimentos, se le dio seguimiento a la progresion
tumoral mediante mediciones diarias del largo y ancho tumoral con calibradores digitales. El
volumen tumoral se determiné como 0.523xlargoxancho?. En los dias respectivos posteriores a la
infeccion, los ratones se sacrificaron mediante la inhalacion de CO,. Una muestra de sangre se
aislé inmediatamente mediante la aspiracion del corazon. Se aislaron el higado, el bazo y el tumor
y se determinaron sus pesos. Los érganos y el tumor se homogeneizaron. Se determind la CFU en
cada muestra colocando diluciones seriadas en placas de agar LB que contenian &cido nalidixico
(35 ug/ml).

Ensayo directo de activacion de interferdn de tipo 1. Las células de melanoma B16F10 murinas, los
macrofagos de tipo silvestre RAW264.7 murinos o con MAVS inactivo que expresaban de manera
estable la fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP) o la luciferasa Lucia secretada bajo el
control del promotor 1-1SG54 que estd comprendido por el promotor 1SG54 inducible por IFN
mejorado por un ISRE multimérico se adquirieron de InvivoGen (B16-Blue ISG, RAW-Blue ISG,
RAW-Lucia ISG y RAW-Lucia ISG-KO-MAVS). Las condiciones de crecimiento y el ensayo de
IFN de tipo | se adaptaron de los protocolos proporcionados por InvivoGen. En resumen, se
sembraron 12,500 células B16-Blue ISG o 30,000 células RAW-Blue, RAW-Lucia 0 RAW-Lucia
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KO-MAVS ISG en 150 pul de medio de prueba (RPMI + L-glutamina 2 mM + FCS al 10 % para
celulas B16-Blue ISG; DMEM + L-glutamina 2 mM + FCS al 10 % para células RAW-Blue,
RAW-Lucia y RAW-Lucia KO-MAVS ISG) por pocillo en una placa de 96 pocillos de fondo
plano (NUNC o Corning). Al siguiente dia, las células se infectaron con las cepas bacterianas a
evaluar mediante la adicién de 15 ul por pocillo de la multiplicidad de infeccion deseada (MOI,
diluido en medio de prueba). Después de 2 horas de incubacién (37 °C y CO, al 5 %) las bacterias
se destruyeron mediante la adicion de medio de prueba que contenia penicilina (100 U/ml) y
estreptomicina (100 ug/ml). La incubacion continud durante 20-24 h. La deteccion de SEAP y
luciferasa siguié el protocolo QUANTI-Blue™ y QUANTI-Luc™ (InvivoGen), respectivamente.
Para la deteccion de SEAP: Se incubaron 20 ul del sobrenadante celular con 180 ul de reactivo de
deteccién (QUANTI-Blue™, InvivoGen). La placa se incub6 a 37 °C y la actividad de SEAP se
midié mediante la lectura de la DO a 650 nm con el uso de un lector de microplacas (Molecular
Devices). Como un control positivo se usé el IFNy murino (solucién madre: 1,000,000 U/ml)
diluido a las concentraciones respectivas en el medio de prueba. Para la deteccion de luciferasa: A
20 ul del sobrenadante celular se afiadi6 50 ul de reactivo de deteccion (QUANTI-Luc™,
InvivoGen) en placas opacas (ThermoScientific). La luminiscencia se midio inmediatamente con el
uso de un lector de placas (BioTek).

Ensayo indirecto de activacion de Interferén de tipo I. Las células B16F10 o 4T1 murinas se
infectaron con las multiplicidades de infeccién deseadas (MOI) de las cepas bacterianas a evaluar
durante un total de 4 h como se describio anteriormente. El sobrenadante celular se transfirio
después a células de melanoma B16F10 murinas que expresaban de manera estable fosfatasa
alcalina embrionaria secretada (SEAP) bajo el control del promotor 1-1ISG54 (comprendido por el
promotor 1SG54 inducible por IFN mejorado por un ISRE multimérico; comprado de InvivoGen,
células B16-Blue ISG). Las condiciones de crecimiento y el ensayo de IFN de tipo | se adaptaron
de los protocolos proporcionados por InvivoGen. En resumen, se sembraron 12,500 células B16-
Blue I1SG en 150 pl de medio de prueba (RPMI + L-glutamina 2 mM + FCS al 10 %) por pocillo
en una placa de 96 pocillos de fondo plano (NUNC). Al siguiente dia, se elimind todo el medio y
se afiadieron 100 ul del sobrenadante celular de B16F10 o 4T1 previamente infectadas. La placa se
incubd durante 20-24 h a 37 °C y CO, al 5 %. La deteccion de SEAP sigui6 el protocolo QUANTI-
Blue™ (InvivoGen). Se incubaron 20 pl del sobrenadante celular con 180 ul de reactivo de
deteccion (QUANTI-Blue™, InvivoGen). La placa se incubd a 37 °C y la actividad de SEAP se
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midié mediante la lectura de la DO a 650 nm con el uso de un lector de microplacas (Molecular
Devices).

Estudio de la progresion tumoral en el modelo de raton con aloinjerto tumoral B16F10 tras el
tratamiento intratumoral. Todos los experimentos en animales fueron aprobados por las
autoridades responsables y se realizaron de acuerdo con las directrices locales y las leyes de
proteccion animal. Se ordenaron ratones C57BI/6 hembras de 5-7 semanas de edad a Charles River
(L'Arbresles). Después de al menos una semana de adaptacion, los ratones se sometieron a
eutanasia con el uso de isoflurano y se inyectaron 1x10° células B16-F10 en 200 pl de RPMI 1640
por via subcutanea en el costado derecho de los ratones. A intervalos regulares, se monitoreo el
comportamiento y la apariencia fisica de los ratones y se midié el peso corporal.

Los tratamientos comenzaron una vez que los tumores alcanzaron un volumen de 60-130 mm?
(definido como el dia 0). Los ratones se administraron con las cepas bacterianas a evaluar los dias
0, 1, 2, 3, 6 y 9 mediante inyeccion intratumoral (7.5x10’ bacterias en 50 ul de PBS por
administracién) bajo la anestesia con isoflurano. El indculo administrado por via intratumoral a los
ratones se validd mediante la siembra en placas por dilucion. Como control, los ratones se
inyectaron solo con PBS libre de endotoxinas. 24 horas antes del Gltimo tratamiento bacteriano (dia
8) se administrd a los ratones una solucion de desferal de 8 mg/ml (10 ml/kg) mediante inyeccion
i.p. Se dio seguimiento a la progresion tumoral mediante las mediciones del largo y ancho tumoral
con calibradores digitales. EI volumen tumoral se determiné como 0.5xlargoxancho®. Un volumen
tumoral superior a 1,500 mm? se definié como el criterio de valoracién para aplicar eutanasia.
Estudio de la progresion tumoral y de recaida en los modelos de ratén con aloinjerto tumoral EMT-
6 tras el tratamiento intratumoral. Todos los experimentos en animales fueron aprobados por las
autoridades responsables y se realizaron de acuerdo con las directrices locales y las leyes de
proteccidn animal. Se ordenaron ratones BALB/c (BALB/cBYJ) hembras de 5-7 semanas de edad a
Charles River (L'Arbresles). Después de al menos una semana de adaptacion, los ratones se
sometieron a eutanasia con el uso de isoflurano y se inyectaron 1x10° células EMT-6 en 200 pl de
RPMI 1640 por via subcutanea en el costado derecho del raton. A intervalos regulares, se
monitoreo el comportamiento y la apariencia fisica de los ratones y se midi6 el peso corporal.

Los tratamientos comenzaron una vez que los tumores alcanzaron un volumen de 60-130 mm?
(definido como el dia 0). Los ratones se administraron con las cepas bacterianas a evaluar los dias
0, 1, 5, 6, 10 y 11 mediante inyeccién intratumoral (7.5x10" bacterias en 50 ul de PBS por

administracién) bajo la anestesia con isoflurano. El inéculo administrado por via intratumoral a los
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ratones se validd mediante la siembra en placas por dilucion. Como control, los ratones se
inyectaron solo con PBS libre de endotoxinas. 24 horas antes del Gltimo tratamiento bacteriano (dia
10) se administro a los ratones una solucion de desferal de 8 mg/ml (10 ml/kg) mediante inyeccion
i.p. Se dio seguimiento a la progresion tumoral mediante las mediciones del largo y ancho tumoral
con calibradores digitales. EI volumen tumoral se determiné como 0.5xlargoxancho?. Un volumen
tumoral superior a 1,500 mm?®se definié como el criterio de valoracién para aplicar eutanasia. Los
ratones que mostraban una regresion tumoral completa el dia 54 después del inicio del tratamiento,
se sometieron a eutanasia con el uso de isoflurano y se inyectaron 1x10° células EMT-6 en 200 pl
de RPMI 1640 por via subcutanea en el costado contralateral (izquierdo) en relacion con la primera
inyeccion de células tumorales. Como grupo de control, se incluyeron ratones virgenes que no se
habian injertado antes con células EMT-6. Se dio seguimiento a la progresion tumoral mediante las
mediciones del largo y ancho tumoral con calibradores digitales. EI volumen tumoral se determind
como 0.5xlargoxancho?. Un volumen tumoral superior a 1,500 mm?®se definié como el criterio de
valoracion para aplicar eutanasia.

Estudio de la progresion tumoral en los modelos de ratdén con aloinjerto tumoral EMT-6 tras el
tratamiento intravenoso. Todos los experimentos en animales fueron aprobados por las autoridades
responsables y se realizaron de acuerdo con las directrices locales y las leyes de proteccién animal.
Se ordenaron ratones BALB/c (BALB/cByJ) hembras de 5-6 semanas de edad a Charles River
(L'Arbresles). Después de al menos una semana de adaptacion, los ratones se sometieron a
eutanasia con el uso de isoflurano y se inyectaron 1x10° células EMT-6 en 200 pl de RPMI 1640
por via subcutanea en el costado derecho del raton. A intervalos regulares, se monitore6 el
comportamiento y la apariencia fisica de los ratones y se midié el peso corporal.

Los ratones se aleatorizaron en grupos de tratamiento una vez que los tumores alcanzaron un
volumen de 80-250 mm® (definido como el dia 0). 24 horas antes de la aleatorizacién (D-1) se
administro a los ratones una solucion de desferal de 8 mg/ml (10 ml/kg) mediante inyeccion i.p. El
dia 0, los ratones se administraron con las cepas bacterianas a evaluar mediante inyeccion
intravenosa (5x10° bacterias en 100 ul de PBS por administracion) bajo la anestesia con isoflurano.
El in6culo administrado por via intravenosa a los ratones se validé mediante la siembra en placas
por dilucion. Como control, los ratones se inyectaron solo con PBS libre de endotoxinas. Se dio
seguimiento a la progresion tumoral mediante las mediciones del largo y ancho tumoral con
calibradores digitales. El volumen tumoral se determiné como 0.5xlargoxancho®. Un volumen

tumoral superior a 1,500 mm? se definié como el criterio de valoracién para aplicar eutanasia.
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Medicién de la secrecion de IFNP tras la infeccion de aislados de células tumorales. Todos los
experimentos en animales fueron aprobados (licencia 1908; Kantonales Veterindramt Basel-Stadt)
y se realizaron de acuerdo con las directrices locales (Tierschutz-Verordnung, Basel-Stadt) y la ley
de proteccion animal Suiza (Tierschutz-Gesetz). Se ordenaron ratones BALB/c de 6 semanas de
edad a Janvier Labs. Después de una semana de adaptacion, los ratones se sometieron a eutanasia
con el uso de isoflurano y se inyectaron 100 ul de células EMT-6 (1x10° células) por via
subcutanea en el costado de los ratones. En todo el experimento, se calificd el comportamiento y la
apariencia fisica de los ratones, y se midié la temperatura superficial y el peso corporal. Se dio
seguimiento a la progresion tumoral mediante las mediciones del largo y ancho tumoral con
calibradores digitales. EI volumen tumoral se determiné como 0.5xlargoxancho?. El dia del ensayo,
los tumores se aislaron, se cortaron en pequefias piezas de 1-2 mm, se digirieron durante 1-1.5
horas y se pasaron a través de una malla de nilon de 70 um para obtener una suspension celular
Unica. Se determiné el recuento celular de este aislado celular crudo y se sembraron 300,000
células por pocillo en una placa de 24 pocillos de fondo plano (Corning) en medio de cultivo
(DMEM + L-Glutamina + aminoacidos no esenciales + FCS al 10 %). Después de 1 hora de
incubacion a 37 °C y CO; al 5 %, las células se infectaron con las cepas bacterianas a evaluar
mediante la adicion de 100 ul por pocillo de una titulacién de bacterias (MOI diferente, diluida en
medio de cultivo). Después de 1 hora de incubaciéon (37 °C y CO, al 5 %) las bacterias se
destruyeron mediante la adicion de medio de cultivo que contenia penicilina (100 U/ml) y
estreptomicina (100 ug/ml). La incubacién continué durante otras 3 horas. La placa se centrifugd
para recolectar todas células en el fondo del pocillo y el sobrenadante se analizé para determinar la
concentracion de IFNB mediante el ELISA de IFN-B murino LumiKine™ Xpress (Invivogen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

B) RESULTADOS

Un sistema de suministro de proteinas basado en la secrecion tipo 3 de proteinas de fusion YopE
Mientras que el extremo mas N-terminal de la YopE efectora del T3SS de Y. enterocolitica (SEQ
ID No. 1) contiene la sefial de secrecién suficiente para translocar proteinas heterélogas %, no se
incluye el sitio de unién a chaperonas (CBS) para su chaperona (SycE) *. Se seleccionaron los 138
aminoacidos del extremo N-terminal de YopE (SEQ ID No. 2) para fusionar a las proteinas a
suministrar, ya que se ha demostrado que esto brinda los mejores resultados para la translocacion
de otros sustratos de T3S heterélogos %*. Ya que estos 138 aminoécidos del extremo N-terminal de

YopE contienen el CBS, se decidié coexpresar SycE. El fragmento SycE-YopE;.13s clonado a
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partir del plasmido de virulencia pYV40 de Y. enterocolitica purificado contiene los promotores
endogenos de YopE y de su chaperona SycE (Figura 2). Por lo tanto, SycE y cualquier proteina de
fusion a YopEi.13s Se inducen por un cambio rapido de la temperatura desde el cultivo a RT hasta
37 °C. El tiempo de cultivo a 37 °C afectara la cantidad de proteina de fusion presente en las
bacterias. Se afiadio un sitio de clonacion multiple (MCS) al extremo 3’ de YopE;.13s (Figura 2 B)
seguido de un Myc y una etiqueta 6xHis y un coddn de parada.
La cepa de fondo se seleccion6 cuidadosamente. En primer lugar, para limitar la translocacién de
efectores enddgenos, se uso una cepa de Y. enterocolitica que se deleciond para todos los efectores
conocidos, Yop H, O, P, E, M y T (llamada AHOPEMT) . Ademés, se usé ocasionalmente un
mutante auxotrofo que no puede crecer en ausencia de acido meso-2,6-diaminopimélico exdgeno
%8 Esta cepa se deleciond para el gen de la aspartato-beta-semialdehido deshidrogenasa (Aasd), y
fue clasificada como nivel de bioseguridad 1 por la agencia de seguridad de Suiza (enmienda a
A010088/2). Ademas, se delecionaron las proteinas de adhesion YadA y/o InvA para ofrecer una
mayor seleccion de las cepas de fondo. Mientras que el uso de las cepas yadA o yadA/invA reduce
la sefializacion de fondo inducida *, también se afecta la cantidad de proteina suministrada “°.
Eliminacion del apéndice YopE;.13s después de la translocacion de la proteina de fusion a la célula
eucariota
Mientras que para el suministro bacteriano el fragmento YopE;.13s €s de gran beneficio, podria
obstaculizar la funcion y/o la localizacion de las proteinas de fusion. Por lo tanto, su eliminacién
después del suministro de proteinas seria dptima. Para este fin, se introdujeron dos sitios de
escision de TEV (ENLYFQS) “* entre YopEi.i3s y una pareja de fusion (el regulador de la
transcripcion ET1-Myc (SEQ ID No. 9 y 11) ** e INK4C humano (SEQ ID No. 8 y SEQ ID No.
10)). Para mantener las ventajas del método presentado, se fusiond ademas la proteasa de TEV
(variante S219V; *°) a YopE1.13s (SEQ ID No. 12) en otra cepa de Y. enterocolitica. Las células
HelLa se infectaron con ambas cepas a la vez. Para permitir el analisis de la fraccidon de proteinas
translocadas solamente, las células HelLa infectadas se lisaron a 2 h p.i. con Digitonina, la cual se
conoce que no lisa las bacterias (*°;). El anélisis de transferencia Western revelé la presencia de
YOpE;.135-2x-sitio de escision de TEV-ET1-Myc o YO0pE;.13s-2x-sitio de escision de TEV-Flag-
INK4C-Myc solamente cuando las células se han infectado con la cepa correspondiente. Tras la
digestion durante toda la noche de este lisado celular con proteasa de TEV purificada, pudo
observarse una banda desplazada. Esta banda corresponde a ET1-Myc o Flag-INK4C con los
remanentes del extremo N-terminal del sitio de escision de TEV, probablemente solo una Serina.
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Tras la coinfeccion de células con la cepa que suministra la proteasa de TEV, el mismo fragmento
de ET1-Myc o Flag-INK4C escindido se hace visible, lo que indica que la proteasa de TEV
suministrada a través del T3SS es funcional y que las células Unicas se han infectado por ambas
cepas bacterianas. Si bien la escision no esta completa, la mayoria de las proteinas translocadas ya
se escindieron 2 h después de la infeccidn e incluso la digestion durante toda la noche con proteasa
de TEV purificada no produjo mejores tasas de escisién. Como se informd, la escision dependiente
de proteasa de TEV podria necesitar una optimizacion dependiente de la proteina de fusion *"*%. La
eliminacion dependiente de proteasa de TEV del apéndice YopE;.13s después de la translocacion
por lo tanto proporciona por primera vez un suministro de proteinas por T3SS de proteinas
heter6logas casi nativas, cambiando la composicion aminoacidica por un solo aminoécido del
extremo N-terminal.

Un enfoque alternativo a la escision dependiente de proteasa de TEV del fragmento de YopE
consiste en incorporar Ubiquitina en la proteina de fusion de interés. De hecho, la Ubiquitina se
procesa en su extremo C-terminal por un grupo de proteasas de C-terminal especificas a Ubiquitina
enddgena (Enzimas Desubiquitinadoras, DUB). Ya que se supone que la escision ocurre en el
extremo mas C-terminal de la Ubiquitina (después de G76), la proteina de interés podria estar libre
de una secuencia aminoacidica adicional. Este método se probo en la proteina de fusion YopE1l-
138-Ubiquitina-Flag-INK4C-MycHis. En células de control infectadas por bacterias que expresan
YopE1-138-Flag-INK4C-MycHis, se encontré una banda que corresponde a YopE1-138-Flag-
INK4C-MycHis, indicativo de la translocacion eficiente de la proteina de fusion. Cuando las
células se infectaron durante 1 h con las bacterias que expresan YopE1-138-Ubiquitina-Flag-
INK4C-MycHis, fue visible una banda adicional que corresponde al tamafio de Flag-INK4C-
MycHis, lo que indica que se escindi6 parte de la proteina de fusién. Este resultado demuestra que
la introduccion de Ubiquitina en la proteina de fusion permite escindir el fragmento YopE1-138 sin
la necesidad de una proteasa exdgena.

Atenuacion de la virulencia mediante la delecion/mutacion de proteinas efectoras bacterianas con
actividad de virulencia hacia células eucariotas

En el caso de Y. enterocolitica, la virulencia se redujo mediante la delecion de las seis proteinas
efectoras enddgenas, llamadas “proteinas externas de Yersinia” (Yop), en detalle YopH, O, P, E,
M, T (MRS40 pIML421 [yopHA1-352, yopOA65-558, yopP23, yopE21, yopM23, yopT135]) *'.
Estas Yop se codifican en el “plasmido de virulencia de Yersinia” (pYV), un plasmido de

aproximadamente 70 kpb de tamafio, en el cual se codifican el sistema de secrecion tipo 3 (T3SS)
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completo asi como otros actores de virulencia (Figura 4). YopH, O, P, E, M y T son las seis
proteinas efectoras, que son suministradas a las células huésped por el sistema de secrecion tipo
tres bacteriano para modular y moderar el sistema inmunitario. Cada Yop tiene una actividad
bioquimica especifica en la célula huésped. YopT escinde la Cisteina C-terminal de las GTPasas
Rho y por lo tanto elimina el grupo isoprenilo anclando las GTPasas a la membrana. Esta
inactivacion de las Rho debido a la pérdida de localizacion evita la fagocitosis por las células
inmunitarias como macréfagos y neutréfilos *°. En la misma via, YopE act(ia como una proteina
activadora de GTPasa (GAP) para GTPasas Rho, desactivandolas. Esto resulta en la disminucion
de la fagocitosis y la inhibicién de la liberacién de IL-1 beta por las células inmunitarias *°.
Ademas, YopO actlla como un inhibidor de la disociacion del nucledtido guanidina (GDI),
desactivando las GTPasas Rho. YopO tiene ademéas un dominio de serina/treonina quinasa que
act(ia de una manera an no definida sobre el citoesqueleto de actina *°. YopH es una tirosina
fosfatasa que actua sobre proteinas de adhesion focal como la Quinasa de adhesion focal (Fak),
paxilina y otros, por lo tanto previniendo fuertemente la fagocitosis por macréfagos y neutréfilos
_Se encontré que YopP, nombrada YopJ en Y. pseudotuberculosis o Y. pestis, inactiva la ruta de
MAPK/NFkB en células inmunitarias, lo que previene la liberacién de TNFa e IL-8 desde células
inmunitarias estimuladas por la presencia de las bacterias. Ademas, se encontrd que YopP induce
la apoptosis en células inmunitarias, lo que podria estar relacionado con el efecto sobre la ruta de
MAPK, que en su estado activado protege a las células de la apoptosis *. El papel de YopM no
estd completamente claro, pero se encontrd asociado con la S6 quinasa 1 ribosomal (RSK1) y la
proteina similar a quinasa C 2 (PRK2). Parece que YopM podria estimular la fosforilacién de
RSK1 y, por lo tanto, afectar corriente abajo las dianas, como por ejemplo, la progresion del ciclo
celular *°. Mediante la delecién de una o varias de estas Yop, el mecanismo de defensa de las
bacterias contra el sistema inmunitario se afecta draméticamente *°. La mutacién de las yop
respectivas se confirmo mediante PCR en la region respectiva, y mediante un ensayo de secrecion
in vitro. El analisis de la secrecion in vitro mediante SDS-PAGE Yy tincidon con azul Coomassie
confirmo la ausencia de YopH,O,M y YopE de longitud completa.

Ademas, se construyd una cepa de Y. enterocolitica con deleciones en asd (aspartato semialdehido
deshidrogenasa). La mutacion en asd conduce a una peérdida completa de la capacidad de
crecimiento sin la adicion de acido meso-diamino-pimélico. Esto permite generar sistemas de
mantenimiento de plasmido libres de antibidticos basados en la presencia de asd en el plasmido

respectivo. De una manera similar, podrian usarse otros mutantes auxotrofos.
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Generacion de bacterias proapoptoticas mejoradas

Para optimizar el suministro de las proteinas proapoptoéticas, las cepas transformadas con diferentes

proteinas proapoptoticas se han generado de acuerdo con la Tabla IV,

Tabla IV: Cepas transformadas con diferentes proteinas proapoptéticas

Nombre
Proteina a ser(Cadena del
[Nombre de Ia suministrada [principal delpldsmido |Cebadores
cepa Cepa de fondo jpor T3SS plasmido  [resultante | Si Nr.: [resistencias
YopE1-138- [pBad Si 2
YopE1-138- parte
(parte extendida extendida BH3
BH3 de tBid de tBid murina
murina Y. optimizada en
optimizada en |enterocolitica |codones de Y.
codones de Y. |[AyopH,O,PE, |enterocolitica
enterocolitica) M, T Aasd (por 4 Aa) pSi 353 |725/726 |Nal Amp
YopE1-138- YopE1-138- |pBad Si 2
enlazador de 10 enlazador de
Aa-(parte BH3 10 Aa-BH3 de
de tBid murina [Y. tBid  murina
optimizada en |enterocolitica |optimizada en
codones de Y. |AyopH,O,P,E, codones de Y.
enterocolitica) M, T Aasd enterocolitica pSi_354  |727/728 |Nal Amp
YopE1-(138- YopE1-138-  pSi 357
parte BH3 de BH3 de Bax
Bax murina murina
optimizada en optimizada en
codones de Y. |Y. codones de Y.
enterocolitica-  [enterocolitica |enterocolitica-.
parte BH3 de AyopH,O,PE, |BH3 de tBid
tBid murina M, T Aasd murina pSi_374  |736/737 |[Nal Amp
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El acortamiento de las proteinas suministradas a los dominios esenciales necesarios para la
sefializacion (por ejemplo el dominio BH3 de t-BID (SEQ ID No. 19)) podria aumentar la
eficiencia de la destruccion celular (Figura 5). Sin unirse a ninguna teoria, es probable que este
aumento de la eficacia esté relacionado con el aumento de la cantidad de la produccion de
proteinas y después del suministro a través de T3SS debido a un menor tamafio de la proteina
suministrada. La introduccion de un enlazador entre la parte YopE y el dominio BH3 de tBID
(SEQ ID No. 23) disminuyo la eficacia, asi como la extension del dominio BH3 por 4 aminoacidos
adicionales (SEQ ID No. 22) (Figura 5).

Ademas, se generaron las cargas sintéticas con repeticiones de tales dominios esenciales (por
ejemplo, el dominio BH3 de t-BID (SEQ ID No. 27)) o combinaciones de estos dominios
esenciales (por ejemplo, el dominio BH3 de t-BID y el dominio BH3 de BAX (SEQ ID No. 24 y
28)). Sorprendentemente, se encontrd que las repeticiones en serie de dominios BH3 iguales o
diferentes dan como resultado la induccién mejorada de la apoptosis en lineas de células
cancerosas (incluidas las células 4T1 y B16F10, Figura 5). Se encontré que la IC50 (la mitad de la
concentracion inhibitoria maxima), en referencia al nimero de bacterias por célula eucariota (MOI)
necesarias para destruir el 50 % de tales células, disminuye tras el suministro de las repeticiones en
serie del dominio BH3 de tBID en comparacion con un dominio BH3 de tBID Unico (Figura 5).
Este hallazgo fue sorprendente, ya que el tamafio de la proteina aumenta mediante la fusién al
segundo dominio BH3 de t-BID. Debido a esto, se esperaria una disminucion de los niveles de
expresion y suministro de YopE;.13s-(BH3 de tBID), (SEQ ID No. 27) en comparacién con YopE;.
138-BH3 de tBID (SEQ ID No. 19 y 25), y podrian alcanzar los niveles equivalentes méximos. Para
alcanzar un aumento en la actividad de destruccion celular, los dominios BH3 de tBID fusionados
deben actuar simultaneamente lado a lado tras el suministro por el T3SS en células eucariotas. En
el caso de que solo un dominio BH3 de tBID en el constructo YopE;.i3s-(BH3 de tBID), sea
funcional, en el mejor de los casos podria esperarse la misma eficiencia que con YopE;.13s-BH3 de
tBID.

Para aumentar la estabilidad genética de YopE;.13s-(BH3 de tBID), (SEQ ID No. 27) para estudios
in vivo, se clond YopE;.i3s-(BH3 de tBID), (SEQ ID No. 27) mediante recombinacion homologa
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en el plasmido pYV de virulencia de Yersinia en el sitio nativo de YopE y bajo el promotor de
YopE nativo (con el uso de los pldsmidos mutadores pSI_408 y pSl_419). Tales mutadores
contienen la secuencia de ADN que codifica la proteina deseada, flanqueada por 200-250 pb de las
secuencias en ambos lados que corresponden al sitio del gen respectivo, donde la integracion
tendré lugar. Estos plasmidos se transforman en E. coli Sm10 A pir, desde donde se movilizaron los
plasmidos a la cepa de Y. enterocolitica correspondiente. Los mutantes que portaban el vector
integrado se propagaron durante varias generaciones sin presion de seleccion. Después se uso la
sacarosa para seleccionar los clones que perdieron el vector. Finalmente, los mutantes se
identificaron mediante PCR de colonias. Las proteinas enddgenas para el transporte por el T3SS
(Ilamadas “proteinas externas de Yersinia”, Yop) son codificadas por Y. enterocolitica en este
plasmido de 70 kb, nombrado plasmido de virulencia de Yersinia (pYV), el cual codifica ademas el
aparato de T3SS.

Las cepas de Yersinia que codifican YOopE;.13s-(BH3 de tBID) (SEQ ID No. 19 y 25) 0 YopE;-13s-
(BH3 de tBID), (SEQ ID No. 27)en el plasmido pYV de virulencia de Yersinia en el sitio nativo
de YopE y bajo el promotor de YopE nativo se evaluaron para determinar su capacidad de inducir
la apoptosis en células cancerosas (incluidas las células 4T1 y B16F10, Figura 6). Se encontrd que
la IC50 (la mitad de la concentracién inhibidora maxima), en referencia al nimero de bacterias por
célula eucariota (MOI) necesarias para destruir el 50 % de tales células, disminuye tras el
suministro de las repeticiones en serie del dominio BH3 de tBID en comparacion con un dominio
BH3 de tBID unico, cuando ambas proteinas se codifican en el plasmido pYV de virulencia de
Yersinia en el sitio nativo de YopE y bajo el promotor de YopE nativo (Figura 6). Esto esta de
acuerdo con los hallazgos del suministro de estas proteinas mediante el plasmido de expresion
(Figura 5). De nuevo, este hallazgo fue sorprendente, ya que el tamafio de la proteina aumenta
mediante la fusion de un segundo dominio BH3 de t-BID. Debido a esto, se esperaria una
disminucion de los niveles de expresion y suministro de YopE;.13s-(BH3 de tBID), (SEQ ID No.
27) en comparacion con YopEj.13s-BH3 de tBID (SEQ ID No. 19 y 25), y podrian alcanzar los
niveles equivalentes maximos. Para alcanzar un aumento en la actividad de destruccion celular, los
dominios BH3 de tBID fusionados deben actuar simultaneamente lado a lado tras el suministro por
el T3SS en células eucariotas. En el caso de que solo un dominio BH3 de tBID en el constructo
YopE;.135-(BH3 de tBID), sea funcional, en el mejor de los casos podria esperarse la misma
eficiencia que con YopE;.133-BH3 de tBID. Ademas, las cepas de Yersinia que codificaban YopE;-
138-(BH3 de tBID), (SEQ ID No. 27) en el plasmido pYV de virulencia de Yersinia en el sitio
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nativo de YopE y bajo el control del promotor de YopE nativo se compararon para su capacidad de
inducir la apoptosis en células cancerosas con respecto al plasmido (basado en pBad-MycHisA)
derivado del suministro de YopE;.13s-(BH3 de tBID),. De acuerdo con el mayor nimero de copias
de pBad-MycHisA (20-25 copias) en comparacion con el pYV (se informan 1-6 copias), el
suministro basado en pBad-MycHisA de YopE;.13s-(BH3 de tBID), (SEQ ID No. 27) dio como
resultado una disminucion ligera del valor de 1C50 en células 4T1y B16F10 (Figura 6).

Estudios de biodistribucion en un modelo murino de melanoma

Para validar las bacterias gramnegativas con mutaciones en determinantes de virulencia claves
similares a los efectores de T3SS como el vehiculo especifico de tumor, se realizaron estudios de
tumor aloinjertado murino con el uso del modelo de melanoma B16F10 bien establecido (nam. de
ATCC CRL-6475). Cuando los tumores s.c. alcanzaron un determinado tamario (aproximadamente
100-200 mm?), los ratones se infectaron i.v. con 2x10° cfu de Y. enterocolitica subsp. palearctica
MRS40 o Y. enterocolitica subsp. palearctica MRS40 AyopH,O,P,E.M,T. Para permitir el
crecimiento bacteriano, los ratones se trataron previamente 24 h antes de la infeccion con
desfreoxamina. La calificacion de la apariencia fisica y el comportamiento de los ratones
infectados con la cepa Y. enterocolitica subsp. palearctica MRS40 de tipo silvestre aumentd
(Figura 47-48) y los ratones exhibieron una pérdida de peso significativa durante las primeras 48 h
de infeccion (Figura 49), lo que insté al sacrificio de todos los ratones en este grupo el dia 2
después de la infeccion. Al contrario, los ratones infectados con la cepa Y. enterocolitica subsp.
palearctica MRS40 AyopH,O,P,E,M,T con virulencia atenuada no mostraron una pérdida de peso
significativa y tuvieron una puntuacion normal de la apariencia fisica o el comportamiento (Figura
47-49) adn el dia 4 después de la infeccion. En los ratones infectados con la cepa de tipo silvestre
(Y. enterocolitica subsp. palearctica MRS40) las bacterias vivas se detectaron en todos los rganos
evaluados, y ademas en la sangre (Figura 51). Mientras que las bacterias de tipo silvestre se
encontraron presentes en el tumor sélido maligno, se encontraron recuentos igualmente altos 0 mas
altos en otros dérganos, los mas altos en el bazo (Figura 51). Muy al contrario, en los ratones
infectados con Y. enterocolitica subsp. palearctica MRS40 AyopH,O,P,E,M,T las bacterias vivas se
encontraron principalmente en el tumor sélido maligno el dia 1 después de la infeccion, con bajos
recuentos bacterianos observados en bazo, higado y pulmon. Notablemente, el dia 4 después de la
infeccion, el recuento bacteriano en el tumor sélido maligno aumenté en algunos Ordenes de
magnitud (alcanzando més de 10% cfu/g de tejido tumoral), mientras que en todos los demas

organos evaluados los recuentos bacterianos cayeron por debajo del limite de deteccion (Figura
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50). Por lo tanto, la Y. enterocolitica subsp. palearctica MRS40 AyopH,O,P,E,M,T acumulada el
dia 4 después de la infeccidén con una relacion de aproximadamente (minimamente) un millén de
veces en el sitio del tumor sélido maligno en comparacion con el bazo o higado (cuando se calcula
la relacion contra el limite de deteccion).

Se midieron cantidades similares altas de bacterias por gramo de tumores solidos el dia 5 u 8
después de la administracion intravenosa en la vena lateral de la cola de ratones que portaban el
melanoma B16F10 para Y. enterocolitica d(HOPEMT, Y. enterocolitica d(HOPEMT + pYV-YopE;-
138-CARD de RIG1 murina o Y. enterocolitica dHOPEMT AHorquillal-VirF + pYV-YOpE;.135 -
CARD de RIG1 murina (Figura 26). Esto valida, que la carga de proteinas heterdlogas y las
mutaciones adicionales que afectan la regulacion de T3SS (VirF) no influyen en la colonizacion
bacteriana de tumores solidos en modelos murinos.

Estos resultados validan esta estrategia para la atenuacién de la virulencia mediante la mutacién de
determinantes de virulencia claves para generar un vehiculo bacteriano que se dirige
especificamente al tumor sélido maligno.

Validacion del crecimiento tumoral especifico in vivo hasta el dia 14 después de la administracion
bacteriana

El experimento de la colonizacion en tumores por Y. enterocolitica genéticamente modificada se
repitid en un modelo de aloinjerto murino singénico (modelo de cancer de mama 4T1) y la
colonizacion bacteriana se continud durante dos semanas. Esta vez, los ratones se infectaron con
1*10° unidades formadoras de colonias (CFU) de Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T. Si bien se
obtienen resultados similares con respecto al modelo B16F10 en los primeros dias después de la
infeccion, podria demostrarse que la colonizacion al tumor se encuentra consecuentemente el dia 8
y hasta el dia 14 después de la infeccion (Figura 7). Ademas, la colonizacion se mantiene
altamente especifica solamente con bajos recuentos de bacterias detectados en los demés érganos
evaluados (Figura 8). Estos hallazgos indican que Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T es capaz de
establecer una colonizacion persistente del tumor lo que previene de este modo la eliminacion por
el sistema inmunitario.

Eficacia de Y. enterocolitica AHOPEMT en el retardo de la progresion tumoral

Para evaluar el impacto de YopE;.133-(BH3 de tBID), suministrada a células tumorales in vivo, se
realizaron estudios en ratones Balb/C de tipo silvestre aloinjertados s.c. con células de cancer de
mama 4T1. El objetivo era evaluar la cepa Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica YOpEj.13s-

(BH3 de tBID), en el plasmido pYV de virulencia de Yersinia en el sitio nativo de YopE y bajo el
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promotor de YopE nativo, que se optimiza ain mas mediante la delecion de la region de horquilla |
corriente arriba de VirF para aumentar la cantidad de proteinas suministradas. Los ratones se
inyectaron i.v. con PBS 0 1*10 de Y. enterocolitica AHOPEMT AHorquillal-virF pYV-Yo0pEx.13s-
(tBID BH3),, una vez que el tumor alcanzo6 un tamafio de 150-250 mma3. El dia de la inyeccion i.v.
de bacterias se definié como el dia 0. EI volumen tumoral se midié durante los siguientes dias (dia
0 al dia 9 despues de la inyeccidn i.v. de las bacterias) con calibradores. EI volumen tumoral se
normalizé con respecto al volumen tumoral el dia O para compensar cualquier heterogeneidad
inicial en el tamafio tumoral. El tratamiento con Y. enterocolitica AHOPEMT AHorquillal-VirF
PYV-YOpE;.135-(tBID BH3), mostré un impacto en la progresion del volumen tumoral, con una
reduccion tumoral estadisticamente significativa el dia 8, 9 y 10 después de la administracion
bacteriana (Figura 9). Es importante destacar que, se encontro que Y. enterocolitica AHOPEMT
sola no tiene impacto en la progresion tumoral en el modelo de cancer murino 4T1 (Figura 10).
Estos hallazgos resaltan que tales bacterias y sus T3SS pueden emplearse para la interferencia con
la progresién tumoral.

Y. enterocolitica AHOPEMT con una delecion dentro de una region termosensora de ARN
corriente arriba de un gen que codifica una proteina de union al ADN del tipo AraC

Los genes de virulencia de Yersinia mas conocidos no se expresan fuera del huésped eucariota y se
inducen solo después de la entrada en el entorno del huésped. La expresion de estos genes de
virulencia es inducida por el aumento repentino de la temperatura en relacion con la entrada en el
huésped. En especial, los factores de virulencia codificados por pYV como el T3SS y sus proteinas
efectoras (las Yop) se regulan de esta manera. A temperatura ambiente (20-25 °C), no se expresan
los genes requeridos para la regulacion del T3SS, la propia formacion de T3SS y los efectores
suministrados y solo se induce la expresion tras un aumento de temperatura tal a 37 °C. La
expresion de la mayoria de los genes de virulencia codificados por pYV (genes relacionados a
yadA y T3SS) es inducida por la temperatura y requiere de la proteina VirF de unién al ADN del
tipo AraC en Y. enterocolitica (LcrF en otras especies de Yersinia). Se considera que regulacion
térmica de la expresion de LcrF ocurre a través de la fusion de un tallo-bucle de ARN en el ARNm
a mayores temperaturas, el cual cuando no se fusiona secuestra el sitio de union ribosomal, lo que
previene por lo tanto la traduccién **. Al contrario, se ha demostrado que en Y. enterocolitica la
transcripcion de VirF es dependiente principalmente de la temperatura >>. Estudios més recientes
demuestran un panorama mas complejo con la implicacion de un regulador termolabil llamado

YmoA °!, mientras que se encontré que el termosensor de ARN corriente arriba de LcrF es
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responsable principalmente de la regulacién de la temperatura de LcrF y, por lo tanto, de los genes
de virulencia dependientes de temperatura.

Para aumentar los niveles de secrecion de una carga heterdloga expresada a partir del pYV bajo el
control del promotor de YopE nativo, el objetivo fue delecionar una de estas estructuras de
horquilla de ARN en Y. enterocolitica corriente arriba de VirF. Mientras que la importancia de
tales tallos-bucles de ARN no se demuestra claramente en Y. enterocolitica y la induccion por
temperatura se atribuyé mas bien a cambios en la transcripcion, podria identificarse la horquilla 1 >
corriente arriba de VirF de Y. enterocolitica. Mediante recombinacion homdloga se eliminaron
después partes de la horquilla I (-111 a -57 como en *%) y se evalud la capacidad de secrecién de la
proteina YopE;.13s-(BH3 de tBID), (SEQ ID NO: 27) 0 YopE;.133— RIG-1 CARD , murino (SEQ
ID NO: 38) codificadas por pYV (cada una en el sitio nativo de YopE) en un ensayo de secrecion
in vitro (Figura 11). Sorprendentemente, la delecidn de parte de la regién de horquilla | corriente
arriba de VirF en Y. enterocolitica aumentd la secrecion de las proteinas heter6logas in vitro
(Figura 11 Ay B), lo que contrasta con los informes anteriores sobre Y. enterocolitica >, donde se
consideraba que la transcripcion de VirF era el principal impulsor de la regulacion térmica.

Para ser capaz de inducir artificialmente la expresion del T3SS y el suministro de proteinas por el
T3SS, se reemplaz6 en otra cepa el promotor endégeno de VirF en el pYV por un promotor
inducible por Arabinosa como se conoce para Bad-MycHisA. Ademas de reemplazar el promotor
de VirF, se introdujo corriente arriba (en orientacion invertida) el gen de araC completo. Después
se evalud la capacidad de secrecion de YopE;.13s-(BH3 de tBID), (SEQ ID NO: 27) (codificada por
pYV; en el sitio nativo de YopE) en ausencia o presencia de Arabinosa en un ensayo de secrecion
in vitro (Figura 11 A). Solo tras la adicion de Arabinosa se encontr6 que la proteina heter6loga era
secretada por el T3SS, lo cual estd de acuerdo con una regulaciéon de la expresion de VirF por
Arabinosa.

Y. enterocolitica AHOPEMT con aumento de la estabilidad de la carga heteréloga (in vitro e in
Vivo)

Se demostré que Y. enterocolitia AyopH,O,P,E,M,T es una cepa altamente especifica a tumores
solidos diana en los experimentos con ratones, mientras que se encontré que el suministro
dependiente de T3SS de proteinas citotdxicas es eficaz en el cultivo celular en células
cancerigenas. Para combinar estos dos rasgos, se necesita modificar genéticamente las bacterias
colonizadoras de tumores sélidos para codificar establemente la carga citotoxica durante varios

dias, o incluso semanas, in vivo. Debido a los requerimientos regulatorios, no es favorable el uso
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de las resistencias a antibioticos clasicas para mantener un plasmido extrafio en las bacterias. En
estudios de aloinjerto murino, por lo tanto, se ha evaluado un sistema de mantenimiento de
plasmidos libre de resistencia a antibioticos. Este sistema se basa en la delecién cromosomica de
un gen esencial (tal como el de la aspartato-semialdehido deshidrogenasa, asd) y la codificacion
del mismo gen en un pldésmido heterdlogo para mantener el crecimiento bacteriano. La
complementacion de una delecion de asd para el mantenimiento del plasmido se ha demostrado
antes >*, mientras que se han informado dificultades en la reproducibilidad y persistencia durante
varios dias **. Se adapt6 el sistema para el uso en Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T, donde se
delecion6 ademés el asd cromosdémicamente codificado (lo que resulta en Y. enterocolitica
AyopH,0,P.E,M,T Aasd), que después se devolvid a un plasmido de nimero de copias intermedio,
pBad-MycHisA (pBad-MycHisA-asd). El gen de asd se clond a partir de Y. enterocolitica 8081 y
se inserto en el sitio de Pcil de pBad-MycHisA en orientacion directa e inversa, respectivamente,
con su promotor enddgeno y el terminador de la transcripcion. EI comportamiento del crecimiento
de las cepas resultantes Y. enterocolitica AyopH,O,P,E.M,T Aasd + pBad-MycHisA-asd
(orientacion de asd directa o inversa) se compard en matraces de cultivo in vitro (medio BHI) con
respecto a las cepas de tipo silvestre y progenitora de Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T Aasd
(Figura 12). En ambas orientaciones, pBad-MycHisA-asd rescatd el fenotipo observado tras la
delecion de asd (Figura 12). Al contrario, en el modelo de raton de melanoma B16F10 asi como en
el modelo 4T1, se encontro que Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M, T Aasd + pBad-MycHisA-asd no
coloniza tumores sélidos lo suficientemente (Figuras 13 y 14) y no pudo recuperarse el plasmido
pBad-MycHisA-asd de las pocas colonias aisladas. Ademas, se verificd el crecimiento de las
colonias aisladas a partir del modelo de ratén de melanoma B16F10 en placas que contenian
Ampicilina, lo que podria favorecer a la presencia del plasmido pBad-MycHisA-asd que codifica
una resistencia a Ampicilina. El dia 4 después de la inyeccion i.v., solo una pequefia fraccion de
colonias aisladas exhibid resistencia a Ampicilina (Figura 13). Esto podria ser el reflejo de una
pérdida de pBad-MycHisA-asd, pero también podria estar relacionado con la pérdida del gen de
resistencia a Ampicilina solo o con las dificultades para reiniciar la expresion del gen de resistencia
a Ampicilina lo suficientemente rapido como para evitar la destrucciéon por la Ampicilina. En
cualquier caso, la colonizacién en tumor con Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T Aasd + pBad-
MycHisA-asd observada en el modelo de raton de melanoma B16F10 asi como en el modelo 4T1
mostro una rapida disminucion de los recuentos bacterianos dentro del tumor solido, al contrario de

Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T. Por lo tanto, la delecion de asd cromosémico y la
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complementacion en pBad-MycHisA conduce a una reduccion drastica de la aptitud bacteriana in
vivo. Esta observacion esta de acuerdo con los informes sobre la reduccion de la viabilidad en
niveles desbalanceados de asd °*.

Las proteinas enddgenas para el transporte por el T3SS (llamadas “proteinas externas de Yersinia”,
Yop) son codificadas por Y. enterocolitica en un plasmido de 70 kb. Este plasmido, llamado
plasmido de Virulencia de Yersinia (pYV), codifica ademas el aparato de T3SS. Se ha evaluado la
estabilidad del plasmido pYV en el modelo de aloinjerto murino 4T1. Se ha aislado exitosamente
el pYV de cepas recolectadas el dia 9 o 10 después de la infeccion de los ratones (Figura 15).
Adicionalmente, se han realizado pruebas que confirman la presencia y funcionalidad del T3SS de
cepas bacterianas aisladas después de ocho dias de crecimiento en un tumor solido in vivo. Por lo
tanto, se considera el pYV como un vector de eleccion para codificar la carga heter6loga para el
suministro in vivo. Sin embargo, se encontré que el porcentaje de colonias bacterianas que
portaban el plasmido pYV es heterogéneo después del crecimiento durante 9-10 dias en tumores
solidos 4T1 en ratones (Figura 15). Ademas de la inestabilidad intrinseca del pYV, la cepa Y.
enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T ha perdido la ventaja selectiva de la virulencia que aumenta las
Yop in vivo.

Para estabilizar el pYV y por lo tanto la carga heter6loga codificada en el pYV, se adaptd el
sistema de “asd” para el uso en Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T en el pYV. Se delecioné el asd
cromosomicamente codificado (que dio como resultado Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T Aasd),
que después se devolvio al pYV (llamado pYV-asd). EI gen de asd se clon6 a partir de Y.
enterocolitica 8081 (Y. enterocolitica subsp. enterocolitica 8081; Secuencia de Referencia de
NCBI: NC_008800.1) y se inserté mediante recombinacién homologa en el pYV (en la regién de
insercion natural antes de SycO) con su promotor enddgeno y el terminador de la transcripcion. El
comportamiento del crecimiento de las cepas resultantes Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M,T Aasd
+ pYV-asd se compard en matraces de cultivo in vitro (medio BHI) a las cepas de tipo silvestre y
progenitora Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M, T Aasd (Figura 12). El pYV-asd fue capaz de
rescatar el fenotipo observado tras la delecion de asd (Figura 12), mientras que el rescate no fue
completo y pudo observarse una ligera reduccion del crecimiento in vitro. Al contrario, en el
modelo de cancer murino 4T1 singénico in vivo, se encontrd que Y. enterocolitica
AyopH,O,P,EZM,T Aasd + pYV-asd coloniza tumores soélidos eficientemente (Figura 16).
Sorprendentemente, se encontrd que todas las colonias aisladas el dia 9-10 después de la inyeccion

aun contenian el plasmido pYV (seleccion en placas de cultivo que contenian Arsenito; la
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resistencia a Arsenito se relaciona con la presencia de genes de arsRBC en el pYV ) (Figura 15).
Por lo tanto, se demostrd sorprendentemente que pYV-asd es un vector estable in vivo para
codificar proteinas heterdlogas a expresar en tumores solidos mediante la colonizacion de bacterias
durante varios dias y semanas en una cepa de fondo Y. enterocolitica AyopH,O,P,E,M, T Aasd.
Eficacia de Y. enterocolitica AHOPEMT en el retardo de la progresion tumoral y el impacto de
alterar la actividad de VirF asi como de aumentar la estabilidad

Se realizaron experimentos similares a los de las células 4T1 (Figura 9 y 10) en el modelo de raton
de cancer de mama EMTS6, en el cual los ratones Balb/C de tipo silvestre se aloinjertaron s.c. con
celulas de cancer de mama EMT®6 y se trataron con una Unica administracion i.v. de bacterias una
vez que el tumor alcanzé un tamafio de aproximadamente 80-250 mma3. El dia de la inyeccion i.v.
de las bacterias se definié como el dia 0, todos los ratones tuvieron una inyeccién i.p de Desferal
un dia antes del dO0. El tratamiento con Y. enterocolitica AHOPEMT no tuvo impacto en la
progresion tumoral en comparacién con solucion salina. Y. enterocolitica AHOPEMT pYV-YopE;-
138-(BH3 de tBID) , mostro6 un ligero impacto en la progresion tumoral, lo cual se reforz6 mediante
el uso de Y. enterocolitica AHOPEMT AHorquillal-VirF pYV-YopE;.13s-(BH3 de tBID), (Figura
45). Estos hallazgos sefialan que tales bacterias y sus T3SS pueden emplearse para la interferencia
con la progresion tumoral y que la manipulacion de la actividad de VirF puede usarse para modular
la actividad de T3SS bacteriano tras la administracion in vivo. Ademas, con el uso de Y.
enterocolitica AHOPEMT AHorquillal-VirF Aasd pYV-asd-YopE;.13s-(BH3 de tBID), se fortalecio
aun mas el impacto en la progresion tumoral (Figura 45), resaltando los beneficios de aumentar la
estabilidad genética tras la administracién sistémica.

Suministro de proteinas que desencadenan la ruta del receptor similar a RIG-1 a través del T3SS
bacteriano para la induccion de una respuesta de IFN del tipo |

Los acidos nucleicos citosolicos son sensados por un receptor como los miembros de la familia del
receptor similar a RIG-1 (RLR) que detecta el ARN derivado de patdgenos en el citosol *°. RIG-1
y MDAJS consisten en dos dominios CARD en el extremo N-terminal y un dominio helicasa central

% La unién al ARN estimulador induce un

(DExD/H) que sensa nucledtidos especificos
reordenamiento estructural en RIG-I1 (y MDADS) que libera sus CARD para la asociacion posterior
con cadenas de ubiquitina enlazadas a K63 no anclado para formar oligémeros®® (y en el caso de
MDAS5 para la formacion de filamentos *°). Los dominios CARD oligomerizados de RIG-1 y

MDADS interacttan con el dominio CARD de MAVS. Esta interaccion promueve la polimerizacion
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del dominio CARD unico de MAVS, lo que induce la sefializacién corriente abajo que conduce
finalmente a la induccién de genes de IFN del tipo | *®.

Se generaron cepas bacterianas que expresaban los dos dominios CARD en el extremo N-terminal
de RIG-1 de origen humano o murino fusionado a una sefial de secrecidn bacteriana N-terminal
para el suministro por el T3SS, especificamente YopE;.13s (SEQ ID NO: 37 y 38). El suministro de
la proteina de fusion YopE;.13s- RIG-1 CARD; se evalué mediante un ensayo de secrecion in vitro
estandar y la funcionalidad de las proteinas suministradas se evalué en una linea de celulas
reporteras para la induccion de IFN del tipo I. Las células reporteras de melanoma B16F10 murino
para la estimulacion de IFN del tipo | se basan en la actividad de la fosfatasa alcalina secretada,
que estad bajo el control del promotor I-ISG54, el cual estd comprendido por el promotor 1SG54
inducible por IFN mejorado por un ISRE multimérico. Las células reporteras se infectaron con
diversas cantidades (MOI) de cepas bacterianas que expresaban un plasmido derivado de
pBadMycHisA (pBad_Si2) y que translocaban la proteina YopE;.13s - RIG-1 CARD,. Se demostro
que los dominios CARD del extremo N-terminal de RIG-1 murina y humana inducen una
respuesta de IFN del tipo | dependiente de dosis en la linea de células reporteras (Figura 17),
mientras que la cepa bacteriana de fondo (Y. enterocolitica AHOPEMT) no pudo inducir una
respuesta tal (Figura 17). Los dominios CARD de RIG-1 humana y murina indujeron una respuesta
de IFN del tipo | similar en la linea de células reporteras murinas (Figura 17), lo cual estd de
acuerdo con la alta identidad (76 %) y similitud (88.5 %) de secuencia.

Por lo tanto, la fusion a la sefial de secrecion N-terminal de bacterias condujo al suministro exitoso
de proteinas YopEj.13s - RIG-1 CARD, humanas y murinas expresadas en bacterias y no previno el
plegamiento y la funcion de los dominios CARD de RIG-1 dentro de la célula eucariota. Esto
implica, que los dominios CARD de RIG1 fusionados a YopE aun pueden multimerizar entre si e
inducir la multimerizacion de MAVS, lo que es sorprendente.

En experimentos adicionales usando esta linea de células reporteras de IFN del tipo | B16F10, se
compar0 Y. enterocolitica AHOPEMT, con Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en un
plasmido derivado de pBadMycHisA (pBad_Si2) YopE;.13s-MycHis 0 YOpE;.i33 - Rigl CARD;
humano. De nuevo, el suministro de los dominios CARD de RIG-1 humana indujo una respuesta
de IFN del tipo | dependiente de dosis, mientras que Y. enterocolitica AHOPEMT o Y.
enterocolitica AHOPEMT que suministraba YopE;.13s-MycHis no tuvo efecto en la respuesta de
IFN del tipo | (Figura 18). En el mismo ensayo se compar0 el potencial de induccion de IFN del

tipo | de bacterias que suministraban los dominios CARD de RIG-1 a un control positivo, el
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Interferon gamma murino (IFNy). Muy sorprendentemente, el suministro bacteriano de los
dominios CARD de RIG-1 pudo inducir una respuesta maxima de la linea de células reporteras
similar a la respuesta obtenida por el control positivo para la induccién de IFN del tipo I, IFNy
(Figuras 18 y 19).

En experimentos adicionales se infectaron celulas de cancer de mama murinas 4T1 o células de
melanoma B16F10 de tipo silvestre, y se transfirié el sobrenadante que posiblemente contenia IFN
después de 4 h a la linea de células reporteras de IFN del tipo | B16F10. De esta manera, se
compar6 Y. enterocolitica AHOPEMT, con Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica en el
plasmido de virulencia endogeno (pYV) YOpEi.i3s - Rigl CARD, murina. El suministro de los
dominios CARD de RIG-1 murina codificados por pYV indujo una respuesta de IFN del tipo |
dependiente de dosis, mientras que Y. enterocolitica AHOPEMT no tuvo efecto en la respuesta de
IFN del tipo I en las células B16F10 (Figura 20) o 4T1 (Figura 21) de tipo silvestre.

En un experimento adicional, se han evaluado varias versiones que consisten en diferentes
longitudes de los CARD de RIG-1 murinos para determinar su potencial para inducir una respuesta
de IFN del tipo I. Se predice que los dominios CARD de RIG-1 son codificados por los
aminoacidos 1-172 (secuencia murina, nim. de Uniprot Q6Q899). Se evaluaron YopE;.iss-
dominios CARD de RIG1 murina;-pss, YOPE;j.13s-dominios CARD de RIG1 murina;-pz9, Y YOpPE;.
138-dominios CARD de RIG1 murina;-p1 en células reporteras de IFN de melanoma B16F10 asi
como en células reporteras de IFN de macréfagos RAW (Figura 27-28). Se encontraron igualmente
activos YopEj.izg-dominios CARD de RIG1 murinas-oss, YOPEj.13s-dominios CARD de RIG1
murinay-o29 Y YOPE;.133-dominios CARD de RIG1 murina;-pis.

En un experimento de seguimiento se evalud la potencia de MAD5 suministrado a través de
bacterias. Se clonaron varias versiones que consistian en una longitud diferente de los CARD de
MDADS murinas y se evaluaron para determinar su potencial para inducir una respuesta de IFN del
tipo | en células reporteras de IFN B16F10. Se predice que los dominios CARD de MDAS son
codificados por los aminoécidos 1-190 (secuencia murina, num. de Uniprot Q8R5F7). Se
evaluaron YopEj.izg-dominios CARD de MDAS5 murina; ooz Y YOpPEji.133-dominios CARD de
MDAS murinay.p31, en células reporteras de IFN de melanoma B16F10. Se encontré que todas las
variantes eran activas (Figura 29). Sorprendentemente, se encontrdé que la actividad de los CARD
de MDAGS suministrados era por mucho menos fuerte que la de los CARD de RIG-1, incluso

aunque las proteinas compartieran una funcion bioldgica muy similar y una estructura proteica que
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consiste en dos dominios CARD en el extremo N-terminal y un dominio helicasa central
(DExD/H) que sensa nucleétidos especificos >°.

Suministro de proteinas que desencadenan la ruta de cGAS/STING a traves del T3SS bacteriano
para la induccidn de una respuesta de IFN del tipo |

En la ruta de cGAS/STING, el ADN bicatenario citosolico se detecta mediante la union a la
enzima GMP-AMP ciclico sintasa (cGAS). Tras la unién del dsADN, cGAS se activa y produce
un segundo mensajero de CDN ciclico, GMP-AMP ciclico (cGAMP). Después el cGAMP se une
directamente a la proteina receptora del reticulo endoplasmico STING (estimulador de los genes de
IFN). Tras la union de cGAMP, STING se activa e induce una ruta de sefializacion que conduce a
la transcripcion del gen de IFN del tipo | y otros genes corregulados °’. La cGAS humana produce
cGAMP 2°.3” (que contiene enlaces fosfodiéster 2°-5* y 3°-5”), pero se ha demostrado que otros
CDN pueden inducir la STING murina o humana a diversos niveles. Esto incluye el cGAMP 3°,3’
(por ejemplo, producido por DncV de Vibrio cholera o algunas cGAS eucariotas), di-AMP ciclico
(por ejemplo, producido por CdaA o DisA de diferentes especies grampositivas) o di-GMP ciclico
(por ejemplo, producido por WspR de Pseudomonas aeruginosa) °°%. Mientras que la STING
humana de tipo silvestre (y la STING murina) reconocen cGAMP 2°,3°, cGAMP 3°,3°, di-AMP
ciclico y di-GMP ciclico, varias variantes de STING humana natural responden de manera
diferente a estos agonistas >°.

Para activar la ruta de cGAS/STING tras el suministro de proteinas por bacterias, se clond6 WspR
de P. aeruginosa que produce el di-GMP ciclico a expresar y suministrar por Y. enterocolitica a
través del T3SS. Para aumentar la actividad de WspR, se usé solo su dominio GGDEF (dominio de
diguanilato ciclasa) y el dominio de tallo corriente arriba se reemplaz6 por el motivo de zipper de
leucina de GCN4 de levadura. Se sabe que la dimerizacidn de WSspR es necesaria para su actividad
y se ha demostrado que el zipper de leucina de GCN4 forma bobinas enrolladas paralelas y, por lo
tanto, sirve como un modulo de dimerizacion fuerte. EI motivo GCN4 se fusiono al dominio
GGDEF de WspR, incluido el enlazador natural entre el GGDEF vy el tallo helicoidal para permitir
una flexibilidad entre los dominios comparable con WspR de tipo silvestre ®.

El suministro de la proteina de fusién YopE;.133— zipper de leucina de GCN4 - dominio GGDEF
de WspR (corto: YopE;-13s— WspR) (SEQ ID NO: 39) se evalu6 en una linea de células reporteras
para la induccion de IFN del tipo I. Las células reporteras de melanoma B16F10 murino para la
estimulacion de IFN del tipo | se basan en la actividad de la fosfatasa alcalina secretada, que esta

bajo el control del promotor I-ISG54, el cual estd comprendido por el promotor ISG54 inducible
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por IFN mejorado por un ISRE multimérico. Las células reporteras se infectaron con diversas
cantidades (MOI) de cepas bacterianas que expresaban a partir de un plasmido derivado de
pBadMycHisA (pBad_Si2) y translocaban la proteina YopEi.13s - WspR. Se demostré que el
dominio GGDEF de WspR de P. areuginosa fusionado al motivo de zipper de leucina de GCN4
induce de una manera dependiente de dosis una respuesta de IFN del tipo | en la linea de células
reporteras (Figura 22), mientras que la cepa bacteriana de fondo (Y. enterocolitica AHOPEMT) no
pudo inducir una respuesta tal (Figura 22).

Por lo tanto, la fusion a la sefial de secrecion N-terminal de bacterias condujo al suministro exitoso
de la proteina YOpE;.13s - zipper de leucina de GCN4 (levadura) - GGDEF de WspR (P.
aeruginosa) expresada en bacterias y no previno el plegamiento y la funcién de la proteina tri-
partita dentro de la célula eucariota. Esto implica, que el zipper de leucina de GCN4 fusionado a
YopE - GGDEF de WspR aun puede dimerizar y por lo tanto conducir a dominios de GGDEF
activos, lo que es sorprendente.

Para experimentos adicionales, se cloné DncV de V. cholerae (que produce cGAMP 3°.3%) ' una
proteina similar a DisA de Bacillus cereus (que produce di-AMP ciclico) ®* y la cGAS de anémona
eucariota (Nematostella vectensis) (que produce cGAMP 3°,3%) >, los cuales se han informado que
son activos en ausencia de estimulos externos, para la expresion y translocacion por bacterias. Las
ciclasas de tipo DisA generalmente forman octameros ®, que podrian no ser compatibles con la
fusion de YopE en el extremo N-terminal y el suministro bacteriano. Se identificd la proteina
similar a DisA de B. cereus (cddigo de PDB 2fb5) basado en la similitud estructural con el
dominio de diadenilato ciclasa (DAC) de las proteinas DisA clésicas ®*, pero curiosamente carece
de todas las hélices conocidas de otras proteinas DisA requeridas para la multimerizacion. Por lo
tanto, se decidié aprovechar la proteina similar a DisA activa posiblemente monomérica de B.
cereus (codigo de PDB 2fb5; residuos 76-205).

El suministro de la proteina de fusién YopE;.133— DncV de V. cholerae (SEQ ID NO: 41), YopE;.
138 - proteina similar a DisA de B. cereus (SEQ ID NO: 42) y YopE;.133- CGAS de anémona (SEQ
ID NO: 43) se evaluo en una linea de celulas reporteras para la induccion de IFN del tipo I. Las
células reporteras de melanoma B16F10 murino para la estimulacion de IFN del tipo | se basan en
la actividad de la fosfatasa alcalina secretada, que esta bajo el control del promotor I-1SG54, el
cual estd comprendido por el promotor ISG54 inducible por IFN mejorado por un ISRE
multimérico. Las células reporteras se infectaron con diversas cantidades (MOI) de cepas

bacterianas que expresaban a partir de un plasmido derivado de pBadMycHisA (pBad_Si2) y que
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translocaban la YopE;.133— DncV de V. cholerae, YopE;.13s - proteina similar a DisA de B. cereus
Yy YOpEi.133- CGAS de anémona. Se demostré que YopE;.13s— DncV de V. cholerae, YOpE;.i3s -
proteina similar a DisA de B. cereus y YOpEj.13s- CGAS de anémona inducen de una manera
dependiente de dosis una respuesta de IFN del tipo | en la linea de células reporteras (Figura 23),
mientras que la cepa bacteriana de fondo (Y. enterocolitica AHOPEMT) o Y. enterocolitica
AHOPEMT que suministra YopE;-13s-MycHis no pudo inducir una respuesta tal (Figura 23). La
CcGAS de anémona (Nematostella vectensis) que produce cGAMP 3°,3” mostro la actividad mas
alta, mientras que se encontré que DncV de V. cholerae (que produce cGAMP 3°,3%) y la proteina
similar a DisA de Bacillus cereus (que produce di-AMP ciclico) activaban de igual manera una
respuesta de IFN del tipo .

Por lo tanto, la fusion a la sefial de secrecion N-terminal de bacterias condujo a el suministro
exitoso de las proteinas YopE;i.133— DncV de V. cholerae, YopE;.13g - proteina similar a DisA de B.
cereus y YOopEj.13s- CGAS de anémona expresadas en y no previno el plegamiento y funcién de
estas proteinas dentro de la célula eucariota, lo que no podria haberse predicho.

Alternativamente, el IRF3 murino, un factor de la transcripcion central corriente abajo de la
sefializacion dependiente de RLR o cGAS/STING %, se cloné para la expresioén y transporte por
bacterias. En la ausencia de activacion, el IRF-3 se encuentra en una conformacion latente en el
citoplasma. Solo tras la activacion de los receptores corriente arriba como RIG-1, MDA5 o
STING, el IRF-3 se fosforila a través de TBK1 e IKKe y por lo tanto se activa. La fosforilacion de
IRF-3 conduce a la dimerizacién, translocacion al nlcleo, y asociacién con coactivadores ®2. Para
lograr una versién activa constitutiva de IRF3, se reemplaz6 uno de los sitios de fosforilacion mas
importantes (Ser397 en IRF3 murino) por Asp .

El suministro de la proteina de fusion YopE;.13s— IRF3 murino Ser397Asp (SEQ ID NO: 40) se
evalud en un ensayo de secrecion in vitro, donde se induce artificialmente la secrecion de proteinas
en el liquido circundante. Después de la precipitacion de proteinas basada en TCA, se uso el
analisis de transferencia Western con un anticuerpo anti-YopE para determinar las cantidades de
proteinas secretadas (Figura 24). Mientras que unas cepas de AHOPEMT que codifican YOpEj-13s-
BH3 de tBID murina dieron como resultado una fuerte banda en la fraccion secretada (a 15-20
kDa), se encontr6 que YOpEji.i133 — IRF3 murino Ser397Asp (at 50-75 Da) también se secretd,
aunque en menor medida (Figura 24). El analisis de la fraccién celular bacteriana revelé que son

comparables los niveles de expresion de YopEi.i3s- BH3 de tBID murina y YopE;j.i3s — IRF3
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murino Ser397Asp, mientras que YopE;-13s— IRF3 murino Ser397Asp mostro un patron de bandas
de degradacion (Figura 24).

Suministro de las proteinas que desencadenan la ruta de cGAS/STING vy del receptor similar a
RIG-1 a través del T3SS bacteriano para la induccion de una respuesta de IFN del tipo | en células
inmunitarias.

El suministro de la proteina de fusién YopE;.13s— RIG-1 CARD; murino, YopEj.13s— DncV de V.
cholerae, YopEj.13s - proteina similar a DisA de B. cereus y YOpE;.133- CGAS de anémona se
evalud en una linea de células reporteras inmunitarias para la induccion de IFN del tipo I. Las
células reporteras de macrdfagos RAW264.7 murinas para la estimulacion de IFN del tipo | se
basan en la actividad de la fosfatasa alcalina secretada, que esta bajo el control del promotor I-
ISG54, que estd comprendido por el promotor 1SG54 inducible por IFN mejorado por un ISRE
multimérico. Las células reporteras se infectaron con diversas cantidades (MOI) de cepas
bacterianas que expresaban a partir de un plasmido derivado de pBadMycHisA (pBad_Si2) y
translocaban YopEj.i3s — RIG-1 CARD, murino, YopE;.i13s — DncV de V. cholerae, YopEj.i3s -
proteina similar a DisA de B. cereus y YOpEj.13s- CGAS de anémona. Se demostro que YOpE;.133—
RIG-1 CARD , murino, YopEi.13s— DncV de V. cholerae, y YopE;.13s- CGAS de anémona inducen
de manera dependiente de dosis una respuesta de IFN del tipo | en esta linea de células reporteras
inmunitarias (Figura 25), mientras que la cepa bacteriana de fondo (Y. enterocolitica AHOPEMT)
no pudo inducir una respuesta tal (Figura 25). YOpEj.133 — RIG-1 CARD; murino mostro la
actividad mas alta, seguido por cGAS de anémona (Nematostella vectensis) que produce cGAMP
3°,3’ y DncV de V. cholerae (que produce cGAMP 3°,3). Se encontr6 que la proteina similar a
DisA de Bacillus cereus (que produce di-AMP ciclico) tenia solo una débil activacion de una
respuesta de IFN del tipo I.

Para experimentos adicionales, se clonaron los aminoacidos 161-522 de cGAS humana (nim. de
Uniprot Q8N884 y SEQ ID No. 115; que produce cGAMP 2°,3°)°", para la expresion y
translocacion por bacterias. Las células reporteras de melanoma B16F10 murino y de macrofagos
RAW murinos para la estimulacion de IFN del tipo | se basan en la actividad de la fosfatasa
alcalina secretada, que esta bajo el control del promotor I-1ISG54, que esta comprendido por el
promotor ISG54 inducible por IFN mejorado por un ISRE multimérico. Las células reporteras se
infectaron con diversas cantidades (MOI) de cepas bacterianas que expresaban a partir de un
plasmido derivado de pBadMycHisA (pBad_Si2) y translocaban la YopEj.13s — CGAS humanase;-

522y Se demostré que inducian de manera dependiente de dosis una respuesta de IFN del tipo | en

131



10

15

20

25

30

la linea de células reporteras, asi como con una cepa bacteriana que expresaba a partir de un
plasmido derivado de pBadMycHisA (pBad_Si2) y translocaba YopE;.i13s- CGAS de anémona,
YOpEi.133- CGAS de anémonagp-422, YOPE1.13s- CdaA de Listeriaipr-273, YOpEi-133- DncV de V.
cholerae 0 YopE;.13s- proteina similar a DisA de B. cereus (Figura 32-33). La activacion mas
fuerte se observé con YOpE;.13s— CGAS humanase;-s22, Seguido por YopE;.13s- CGAS de anémona,
YOpEi.133- CGAS de anémonago.422. De manera interesante, la variante mas corta de cGAS de
anémonago-422 fue ligeramente mas activa. YopEj.13s- CdaA de Listeriaio;-273, YOPE1.13s- DncV de
V. cholerae 0 YopE;.13s- proteina similar a DisA de B. cereus también exhibié una activacion de
IFN dependiente de dosis, aunque en menor medida que las proteinas cGAS (Figura 32-33).
Suministro de MAVS a través del T3SS bacteriano para la induccion de una respuesta de IFN del
tipo |

Los acidos nucleicos citosolicos son sensados por un receptor como los miembros de la familia del
receptor similar a RIG-1 (RLR) que detecta el ARN derivado de patégenos en el citosol *°. RIG-1
y MDAJS consisten en dos dominios CARD en el extremo N-terminal y un dominio helicasa central

% La unién al ARN estimulador induce un

(DExD/H) que sensa nucleétidos especificos
reordenamiento estructural en RIG-I1 (y MDADS) que libera sus CARD para la asociacion posterior
con cadenas de ubiquitina enlazadas a K63 no anclado para formar oligémeros®® (y en el caso de
MDAGS para la formacion de filamentos *°). Los dominios CARD oligomerizados de RIG-I y
MDADS interacttan con el dominio CARD de MAVS. Esta interaccion promueve la polimerizacion
del dominio CARD unico de MAVS, lo que induce la sefializacién corriente abajo que conduce
finalmente a la induccién de genes de IFN del tipo | *°.

Se generaron cepas bacterianas (basado en Y. enterocolitica AHOPEMT) que expresaban los
dominios CARD en el extremo N-terminal de MAVS de origen humano fusionado a una sefial de
secrecion bacteriana N-terminal para el suministro por el T3SS, especificamente YOpE;.13s. El
suministro de la proteina de fusion YopE;.133— CARD de MAVS se evalué mediante un ensayo de
secrecion in vitro estandar y la funcionalidad de las proteinas suministradas se evalud en una linea
de celulas reporteras para la induccion de IFN del tipo I. Las células reporteras de melanoma
B16F10 murino y de macréfagos RAW murinos para la estimulacion de IFN del tipo | se basan en
la actividad de la fosfatasa alcalina secretada, que esta bajo el control del promotor I-1SG54, que
estd comprendido por el promotor 1SG54 inducible por IFN mejorado por un ISRE multimérico.
Las células reporteras se infectaron con diversas cantidades (MOI) de Y. enterocolitica AHOPEMT

que expresaba a partir de un plasmido derivado de pBadMycHisA (pBad_Si2) y translocaba la
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proteina YOopE;j.133— CARD de MAVS humana. Se demostrd que el dominio CARD N-terminal
murino de MAVS induce de manera dependiente de dosis una respuesta de IFN del tipo | en la
linea de células reporteras (Figura 30-31), mientras que la cepa bacteriana de fondo (Y.
enterocolitica AHOPEMT) no pudo inducir una respuesta tal (Figura 30-31). Los dominios CARD
de cGAS humana y de RIG-1 murina indujeron una respuesta de IFN del tipo | de una manera
similar en las lineas de células reporteras murinas (Figura 30-31), con RIG-1 que muestra el
potencial de activacion mas alto, seguido por MAVS y cGAS.

Por lo tanto, la fusion a la sefial de secrecion N-terminal de bacterias condujo al suministro exitoso
de la proteina YopEj.13s - CARD de MAVS humana expresada en bacterias y no previno el
plegamiento y la funcion del dominio CARD de MAVS dentro de la célula eucariota. Esto implica,
que el dominio CARD de MAVS fusionado a YopE aun sea capaz de multimerizar entre si e
inducir la multimerizacion de MAVS, lo cual es sorprendente. Incluso méas sorprendente, se ha
demostrado que el CARD de MAVS no puede inducir la sefializacion corriente abajo del IFN ®
mientras que se encontrd que el dominio CARD de MAVS fusionado a YopE activa fuertemente la
ruta de IFN del tipo I.

Ademas, se ha demostrado que el dominio transmembrana C-terminal se MAVS es esencial para la
funciéon de MAVS tras la transfeccion del ADN y se demostré que el dominio CARD de MAVS
solo esta inactivo cuando se expresa a partir de los constructos de ADN transfectados ®°. Mas adn,
se demostré que el CARD de MAVS fusionado a la regidén transmembrana, el cual tiene la
capacidad de activar una respuesta de IFN del tipo | cuando se expresa a partir del ADN

transfectado o como proteina purificada 4

, Se basa en MAVS enddgena, la cual comenzo a
agregarse y por lo tanto a activar ®. Pudo demostrarse mediante el uso de una linea celular KO
para MAVS (Figura 52), que el CARD de MAVS fusionado a YopE suministrado por bacterias se
activa sin la presencia de MAVS enddgena en la mitocondria. Este CARD de MAVS fusionado a
YopE es capaz de multimerizar y activar parejas corriente abajo sin el dominio transmembrana y
ademas sin MAVS enddgena, es sorprendente.

Punto de referencia para el agonista de STING molecular pequefio para la induccion de una
respuesta de IFN del tipo I in vitro

Los dinucledtidos ciclicos son agonistas bien conocidos de la ruta de STING, que conducen a la
induccidn corriente abajo de la sefializacion de IFN del tipo 1. Los agonistas de STING se han

5

descrito en la bibliografia ** y se ha demostrado que actGian principalmente sobre células

inmunitarias, con la actividad més alta mostrada en las células dendriticas ¥ Al contrario, se
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encontré que la sefializacion de RLR se expresaba de manera més ubicua ®. Por lo tanto se
compararon las bacterias Y. enterocolitica AHOPEMT que suministran enzimas generadoras de
dinucleodtidos ciclicos (YOpE;-133-CGAS de anémona y YOpE;.133-CGAS humana) o bacterias que
suministran YopE;.13s-dominios CARD de RIG1 murina;.2;g con el agonista de STING molecular
pequefio 2’3’-c-di-AM(PS)2 (Rp,Rp) (similar a ADU-S100 de Aduro Biotech) en células
inmunitarias (células reporteras de IFN de macr6fagos RAW) y células no inmunitarias (células
reporteras de IFN de melanoma B16F1) para el potencial inductor de Interferon. En células
inmunitarias, se observo un potencial de activacién similar para el agonista de STING molecular
pequefio 2°3’-c-di-AM(PS)2 (Rp,Rp) y para las tres cepas bacterianas probadas que suministraban
una proteina (YopEi.13-CGAS de anémona, YOpE;.13s-CGAS humana o YopE;.i3s-dominios
CARD de RIG1 murinas2;8) mientras que las bacterias Y. enterocolitica AHOPEMT que no
suministraban una proteina mostraron un potencial de activacién muy débil (Figura 34-37). En
células no inmunitarias (células cancerigenas, melanoma), YopEj.13s-dominios CARD de RIG1
murina;-,1g , suministrado por bacterias, YOpE;i.13s-CGAS de anémona y YopE;.133-CGAS humana
derivados de bacterias funcionaron igual de bien y casi superaron al agonista de STING molecular
pequefio, destacando una presencia mas ubicua de RLR en comparacion con STING (Figura 34-
37).

Dependencia estricta al T3SS de los dominios CARD de RIG1 suministrados por bacterias o
CARD de MAVS

Para probar el transporte dependiente de T3SS estricto, se deleciond una de las proteinas T3SS que
forman el poro de translocacion en la membrana de la célula eucariota (YopB). El potencial de
tales bacterias con yopB delecionado (llamadas Y. enterocolitica AHOPEMT-yopB) que
expresaban YOopE;.13g-dominios CARD de RIG1 murinas-2s6 0 YOpE;133 — CARD de MAVS
humana;.100 Se evaludé en una linea de células reporteras de IFN de macréfagos RAW vy en
comparacion con bacterias Y. enterocolitica AHOPEMT que expresaban yopB que expresaban
también YOopE;.13s-dominios CARD de RIG1 murina;-2460 YOpE;.133— CARD de MAVS humana;.
100 (Figura 38). Mientras que las bacterias de tipo silvestre para yopB que expresaban YOpEj.i3s-
dominios CARD de RIG1 murina;.pss 0 YOpPE1.133 — CARD de MAVS humana.igo exhibian una
activacién dependiente de dosis de una respuesta de IFN del tipo I, las cepas con yopB delecionado
que expresaban las mismas proteinas no pudieron inducir una respuesta tal por encima del nivel de

fondo inducido por la cepa bacteriana de fondo no expresaban una proteina a suministrar (Figura
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38). Esto valida, que YopE;.i13s-dominios CARD de RIG1 murinai2s6 0 YOPE;-133 — CARD de
MAVS humana;.1go Se transportan ambos a través del T3SS en células eucariotas dianas.

Induccidn de la respuesta de IFN del tipo | en aislado tumoral crudo

Para verificar que la respuesta de IFN del tipo | puede iniciarse dentro del microentorno tumoral,
se realizd un andlisis en los aislados tumorales crudos infectados ex vivo con cepas bacterianas
seguido de un ELISA de Interferon beta. Los ratones Balb/C de tipo silvestre aloinjertados s.c. con
celulas de cancer de mama EMT®6 se sacrificaron cuando el tumor alcanzé un volumen de. Los
tumores se maceraron, se digirieron y se sembraron como suspensiones de células individuales en
placas de 24 pocillos. Tales células de dos tumores diferentes se dejaron sin infectar (lineas
punteadas en la Figura 39) o se infectaron con Y. enterocolitica AHOPEMT, o Y. enterocolitica
AHOPEMT que codifica en un plasmido derivado de pBadMycHisA YOpE;.i3g-dominios CARD
de RIG1 murinas-os6. La estimulacion del IFN se evalu6 con el uso de un ELISA de Interferén beta
y demostré que mientras que Y. enterocolitica AHOPEMT no pudo inducir la secrecién del
Interferon beta, la infeccion con Y. enterocolitica AHOPEMT que codifica YopE;.13s-dominios
CARD de RIG1 murinaz.p4 dio como resultado la secrecion dependiente de dosis de Interferon
beta por el aislado tumoral crudo de dos tumores diferentes (Figura 39). Esto valida, que los
dominios CARD de RIG1 suministrados por bacterias son capaces de inducir la produccion de
Interferon en una poblacion de células mixtas que consiste en células cancerigenas, células
inmunitarias y todas las demas células dentro del microentorno tumoral.

Eficacia de Y. enterocolitica AHOPEMT que suministra los CARD de RIG1 o cGAS en el retardo
de la progresion tumoral

Para evaluar el impacto de YopE;.13s-dominios CARD de RIG1 murinaios Y YOPE1.138-CGAS
humana suministrados a las células tumorales in vivo, se realizaron estudios en ratones Balb/C de
tipo silvestre aloinjertados s.c. con células de cancer de mama EMTG6. Los ratones se inyectaron
por via intratumoral (it) con PBS (Figura 40) o 7.5*10" de Y. enterocolitica AHOPEMT, Y.
enterocolitica AHOPEMT + Yo0pE;.133 dominios CARD de RIG1 murina;s.246 0 Y. enterocolitica
AHOPEMT + YoOpEjass CGAS humana una vez que el tumor alcanz6 un tamafio de
aproximadamente 60-130 mma3. El dia de la primera inyeccion de bacterias se definié como el dia
0. Los ratones se inyectaron el dia d0, d1, d5, d6, d10 y d11. El volumen tumoral se midi6 durante
los dias siguientes con calibradores. El tratamiento con Y. enterocolitica AHOPEMT sola mostrd
un impacto en la progresion del volumen tumoral, donde 4/14 ratones exhibieron regresion tumoral

completa (Figura 41). Se encontr6é que Y. enterocolitica AHOPEMT que suministra una proteina
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que induce una respuesta de IFN del tipo I, que es CARD de RIG1 o cGAS, conduce a un impacto
més pronunciado en la progresion tumoral donde cada 8/14 (CARD de RIG1) o 8/15 (cGAS)
ratones muestran una regresion tumoral completa y durable (Figura 42-43). Estos hallazgos sefialan
que tales bacterias y sus T3SS pueden emplearse para una interferencia muy significativa con la
progresion tumoral y que el suministro de proteinas inductoras de IFN del tipo | es muy adecuado
para inducir la regresion de un tumor primario.

Los ratones con regresion tumoral completa se observaron aun mas hasta el dia 65 después del
aloinjerto tumoral inicial, seguido en el dia 65 de una recaida con células de cancer de mama
EMTG6 en el costado contralateral para evaluar la memoria mediada por el sistema inmunitario y la
actividad sistémica hacia estas células cancerigenas. En este estudio de recaida no se administro
tratamiento adicional y los ratones se observaron simplemente para la progresion tumoral en el
costado contralateral y en comparacion con ratones virgenes (ratones sin una exposicion anterior a
células de cancer de mama EMT®6, pero todos los demas parametros son idénticos, como la edad).
Mientras que en células tumorales de ratones virgenes aloinjertadas s.c. dio como resultado el
crecimiento tumoral, se encontrd que todos los ratones con un tumor EMT6 tratado anteriormente
en el costado opuesto con regresion completa estaban protegidos del crecimiento tumoral (Figura
44). Sorprendentemente, los tumores en ratones con una regresion completa anterior inducida por
el tratamiento bacteriano en el costado contralateral comenzaron a crecer durante varios dias y
alcanzaron volimenes de hasta >100 mm3 (con un volumen maximo alrededor del dia 10 después
del segundo injerto) y después se escogieron (Figura 44). Este periodo de demora puede ser
indicativo de una respuesta del sistema inmunitario adaptativo que necesita varios dias antes de
estar completamente montado.

En experimentos adicionales para evaluar el impacto de YoOpEj.izg-dominios CARD de RIG1
murinayoss Y YOPE;-133-CGAS humana suministrados a células tumorales in vivo, se realizaron
estudios en ratones C57BL/6 de tipo silvestre aloinjertados s.c. con células de cancer de melanoma
B16F10. Los ratones se inyectaron por via intratumoral (it) con PBS 0 7.5*10 de Y. enterocolitica
AHOPEMT, Y. enterocolitica AHOPEMT + Yo0pEj.133 dominios CARD de RIG1 murinas.os 0 Y.
enterocolitica AHOPEMT + YopE;.133 CGAS humana una vez que el tumor alcanzé un tamafio de
aproximadamente 75 mm3. El dia de la primera inyeccién de bacterias se definié como el dia 0.
Los ratones se inyectaron el dia dO, d1, d2, d3, d6 y d9. El volumen tumoral se midio durante los
dias siguientes con calibradores. El tratamiento con Y. enterocolitica AHOPEMT sola mostro un

impacto en la progresion del volumen tumoral, donde 1/15 ratones exhibieron regresion tumoral
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completa (Figura 46). Se encontré que la Y. enterocolitica AHOPEMT que suministra una proteina
que induce una respuesta de IFN del tipo I, que es CARD de RIG1 o cGAS, conduce a un impacto
muy pronunciado en la progresion tumoral donde cada 5/15 (CARD de RIG1) o 8/15 (cGAS)
ratones muestran regresion tumoral completa y durable (Figura 46). Estos hallazgos sefialan que
tales bacterias y sus T3SS pueden emplearse para una interferencia muy significativa con la
progresion tumoral y que el suministro de proteinas inductoras de IFN del tipo | es muy adecuado
para inducir la regresion de un tumor primario. Sorprendentemente, en especial en el caso de
bacterias que suministran YopE;.13s-CGAS humana, se observé un aumento en el volumen tumoral
poco después de las primeras administraciones en comparacion con el control tratado con PBS, el
cual puede ser inducido por la entrada de leucocitos al tumor (pseudo-progresion) inducida por el
suministro intracelular de la proteina cGAS inductora de IFN del tipo I.
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante que comprende una

molécula de nucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina
heter6loga fusionada en marco al extremo 3’ de una secuencia de nucleétidos que codifica una
sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana, en donde la secuencia de nucledtidos que
codifica la sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana se une operativamente a un
promotor, y en donde la proteina heterdloga es una proteina implicada en la induccion o regulacion

de una respuesta de interferén (IFN).

2. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
la reivindicacion 1, en donde la proteina implicada en la induccion o regulacién de una respuesta
de IFN es una proteina implicada en la induccién o regulacion de una respuesta de IFN del tipo I,
en donde la proteina heter6loga implicada en la induccidn o regulacion de una respuesta de IFN del
tipo | se selecciona del grupo que consiste en la familia del receptor similar a RIG-1 (RLR), otras
proteinas que contienen el dominio CARD implicadas en la sefializacion antiviral y la induccion de
IFN del tipo I, y enzimas generadoras de dinucleétidos ciclicos tales como di-AMP ciclico, di-
GMP ciclico y di-GAMP ciclico ciclasas seleccionadas del grupo que consiste en WspR, DncV,
DisA y similar a DisA, CdaA, CdaS y cGAS, que conducen a la estimulacion de STING.

3. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
la reivindicacion 1, en donde la proteina implicada en la induccion o regulacidn de una respuesta
de IFN es una proteina implicada en la induccion o regulacién de una respuesta de IFN del tipo |
en donde la proteina implicada en la induccion o regulacion de una respuesta de IFN del tipo I se
selecciona del grupo que consiste en RIG1, MDA5, MAVS/IPS-1, WspR, DncV, DisA y similar a
DisA, CdaA, y cGAS o un fragmento de esta.

4.  La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante comprende ademas una delecion de un gen cromosémico que codifica una
proteina endogena esencial para el crecimiento y un plasmido de virulencia endogeno que
comprende una secuencia de nucleotidos que comprende un gen que codifica dicha proteina

enddgena esencial para el crecimiento unida operativamente a un promotor.
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5. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
la reivindicacion 4, en donde dicha cepa bacteriana gramnegativa recombinante con virulencia

atenuada es deficiente en la produccién de al menos una proteina efectora bacteriana.

6. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
la reivindicacién 4 o 5, en donde el gen que codifica una proteina enddgena esencial para el
crecimiento se selecciona de un gen que codifica una enzima esencial para la produccion de
aminodcidos, un gen que codifica una enzima implicada en la biosintesis de peptidoglicano, un gen
que codifica una enzima implicada en biosintesis de LPS, un gen que codifica una enzima
implicada en la sintesis de nucledtidos y un gen que codifica un factor de iniciacion de la

traduccion.

7.  La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 4-6, en donde el gen que codifica una enzima endogena esencial
para el crecimiento es un gen que codifica una enzima esencial para la produccion de aminoacidos,
en donde la enzima esencial para la produccion de aminoécidos es la aspartato-beta-semialdehido
deshidrogenasa (asd).

8.  La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia

atenuada recombinante es una cepa de Yersinia.

9. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 4-8, en donde el gen que codifica una enzima endogena esencial
para el crecimiento localizado en el plasmido de virulencia endégeno comprende su promotor

endogeno y su terminador de la transcripcion endogeno.

10. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
la reivindicacion 9, en donde el gen que codifica la enzima endogena esencial para el crecimiento,
su promotor enddgeno y su terminador de la transcripcion enddgeno se localizan 122 pb corriente

arriba del comienzo de orf155 (SycO) en el plasmido de virulencia endégeno.

144



10

15

20

25

30

11. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante comprende ademas una modulacién dentro de una region termosensora de
ARN corriente arriba de un gen que codifica una proteina de union al ADN del tipo AraC
endogena.

12. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
la reivindicacién 11, en donde la modulacion dentro de una region termosensora de ARN corriente
arriba de un gen que codifica una proteina de union al ADN del tipo AraC enddgena comprende
una delecion que elimina una estructura de horquilla de ARN o partes de esta corriente arriba del

gen que codifica una proteina de unién al ADN del tipo AraC enddgena.

13. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 11-12, en donde la proteina de union al ADN del tipo AraC es
VirF.

14. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia

atenuada recombinante es Yersinia enterocolitica.

15. Una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante que comprende una
molécula de nucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina
heter6loga fusionada en marco al extremo 3’ de una secuencia de nucleétidos que codifica una
sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana, en donde la secuencia de nucledtidos que
codifica la sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana se une operativamente a un
promotor, y en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante
comprende ademas una delecién de un gen cromosémico que codifica una proteina endogena
esencial para el crecimiento y un plasmido de virulencia endégeno que comprende una secuencia
de nucleotidos que comprende un gen que codifica dicha proteina enddgena esencial para el

crecimiento unida operativamente a un promotor.
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16. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
la reivindicacion 15, en donde dicha cepa bacteriana gramnegativa recombinante con virulencia

atenuada es deficiente en la produccién de al menos una proteina efectora bacteriana.

17. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
la reivindicacion 15 o 16, en donde el gen que codifica una proteina endégena esencial para el
crecimiento se selecciona de un gen que codifica una enzima esencial para la produccion de
aminoacidos, un gen que codifica una enzima implicada en la biosintesis de peptidoglicano, un gen
que codifica una enzima implicada en biosintesis de LPS, un gen que codifica una enzima
implicada en la sintesis de nucleétidos y un gen que codifica un factor de iniciacion de la

traduccion.

18. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 15-17, en donde el gen que codifica una enzima enddgena
esencial para el crecimiento es un gen que codifica una enzima esencial para la produccién de
aminoéacidos, en donde la enzima esencial para la produccion de aminoacidos es la aspartato-beta-

semialdehido deshidrogenasa (asd).

19. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 15-18, en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia

atenuada recombinante es una cepa de Yersinia.

20. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 15-19, en donde el gen que codifica una enzima endogena
esencial para el crecimiento localizado en el plasmido de virulencia endégeno comprende su

promotor enddgeno y su terminador de la transcripcion enddgeno.

21. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
la reivindicacion 20, en donde el gen que codifica la enzima enddgena esencial para el crecimiento,
su promotor enddgeno y su terminador de la transcripcion enddgeno se localizan 122 pb corriente

arriba del comienzo de orf155 (SycO) en el plasmido de virulencia enddgeno.
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22. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 15-21, en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante comprende ademas una modulacién dentro de una region termosensora de
ARN corriente arriba de un gen que codifica una proteina de unién al ADN del tipo AraC

endogena.

23. Una cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante que comprende una
molécula de nucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina
heter6loga fusionada en marco al extremo 3’ de una secuencia de nucleétidos que codifica una
sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana, en donde la secuencia de nucledtidos que
codifica la sefial de suministro de una proteina efectora bacteriana se une operativamente a un
promotor, y en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante
comprende ademéas una modulacion dentro de una region termosensora de ARN corriente arriba de

un gen que codifica una proteina de unién al ADN del tipo AraC enddgena.

24. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
la reivindicacion 22 o 23, en donde la modulacion dentro de una region termosensora de ARN
corriente arriba de un gen que codifica una proteina de unién al ADN del tipo AraC enddgena
comprende una delecion que elimina una estructura de horquilla de ARN o partes de esta corriente

arriba del gen que codifica una proteina de unién al ADN del tipo AraC enddgena.

25. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 22-24, en donde la proteina de union al ADN del tipo AraC es
una proteina de regulacién de la transcripcion bacteriana que se une al ADN a través de un motivo

de hélice-giro-hélice.

26. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 22-24, en donde la proteina de union al ADN del tipo AraC se
selecciona del grupo que consiste en VirF, LcrF, YbtA, Rns, MxIiE, AraC, XylS, ExsA, PerA,
MmsR, RhaS, TcpN, HrpX, HrpB, GadX, HilC, HilD, MarA, CafR, FapR y InvF.
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27. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 22-26, en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante es Yersinia enterocolitica y la proteina de union al ADN del tipo AraC es
VirF.

28. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 15-27, en donde la proteina heterdloga se selecciona del grupo
que consiste en las proteinas implicadas en la induccién o regulacidn de una respuesta de interferon
(IFN), las proteinas implicadas en la apoptosis o la regulacion de la apoptosis, reguladores del ciclo
celular, proteinas de repeticion de anquirina, proteinas de sefializacion celular, proteinas reporteras,
factores de transcripcion, proteasas, GTPasas pequefias, proteinas relacionadas con GPCR,
constructos de fusion de nanocuerpos y nanocuerpos, efectores de T3SS bacterianos, efectores de

T4SS bacterianos y proteinas virales.

29. La cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada recombinante de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1-28, para el uso en un método para tratar el cancer en un sujeto,
el método que comprende administrar al sujeto dicha cepa bacteriana gramnegativa con virulencia
atenuada recombinante, en donde la cepa bacteriana gramnegativa con virulencia atenuada

recombinante se administra en una cantidad que es suficiente para tratar al sujeto.
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RESUMEN
La presente invencion se refiere a cepas bacterianas gramnegativas con virulencia atenuada

recombinantes y su uso en un método para tratar el cancer en un sujeto.
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The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:
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1 Re Iltem IV

Unity of invention

The following three groups of alleged inventions do not meet the requirement
of unity of invention according to Art. 3(4)(iii) and Rule 13 PCT:

1. claims: 1-14 (completely); 29 (partially)

A recombinant virulence attenuated Gram-negative bacterial
strain which comprises a nucleotide molecule comprising a
nucleotide sequence encoding a heterologous protein fused in
frame to the 3' end of a nucleotide sequence encoding a delivery
signal from a bacterial effector protein, wherein the nucleotide
sequence encoding the delivery signal from a bacterial effector
protein is operably linked to a promoter, and wherein the
heterologous protein is a protein involved in induction or
regulation of an interferon (IFN) response.

2. claims: 15-22 (completely); 24-29 (partially)

A recombinant virulence attenuated Gram-negative bacterial
strain which comprises a nucleotide molecule comprising a
nucleotide sequence encoding a heterologous protein fused in
frame to the 3' end of a nucleotide sequence encoding a delivery
signal from a bacterial effector protein, wherein the nucleotide
sequence encoding the delivery signal from a bacterial effector
protein is operably linked to a promoter, and wherein the
recombinant virulence attenuated Gram-negative bacterial strain
further comprises a deletion of a chromosomal gene coding for
an endogenous protein essential for growth and an endogenous
virulence plasmid which comprises a nucleotide sequence
comprising a gene coding for said endogenous protein essential
for growth operably linked to a promoter.

3. claims: 23 (completely); 24-29 (partially)

A recombinant virulence attenuated Gram-negative bacterial
strain which comprises a nucleotide molecule comprising a
nucleotide sequence encoding a heterologous protein fused in
frame to the 3' end of a nucleotide sequence encoding a delivery
signal from a bacterial effector protein, wherein the nucleotide
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2.1

sequence encoding the delivery signal from a bacterial effector
protein is operably linked to a promoter, and wherein the
recombinant virulence attenuated Gram-negative bacterial strain
further comprises a modulation within a RNA thermosensor
region upstream of a gene coding for an endogenous AraC-type
DNA binding protein.

The common technical concept among the three groups of alleged inventions
as defined above is the provision of a recombinant virulence attenuated
Gram-negative bacterial strain which comprises a nucleotide molecule
comprising a nucleotide sequence encoding a heterologous protein fused in
frame to the 3' end of a nucleotide sequence encoding a delivery signal from
a bacterial effector protein, wherein the nucleotide sequence encoding the
delivery signal from a bacterial effector protein is operably linked to a
promoter.

This concept is not novel in view of document D5 (WO 2015/177197), which
discloses a recombinant virulence attenuated (e.g. deletion of siderophore
yopH,O,P,E,M, T on p. 28, |. 17-22) Yersinia strain wherein a heterologous
protein (e.g. a protein involved in apoptosis etc.) is fused in frame to the 3'
end of the delivery signal of the T3SS effector protein and operably linked to a
promoter (p. 3, 1. 1-10 and p. 56, |. 8-30).

Therefore the three groups of inventions are not linked by a common novel
technical feature, contrary to Rule 13 PCT.

Re ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following documents:

D1 WO 99/45098 A2 (BRUGGEN PIERRE B V D [BE]; CORNELIS GUY R [BE];
BOLAND ANNE M [BE]; BO) 10 September 1999

D2 M. CHAMEKH ET AL: "Delivery of Biologically Active Anti-Inflammatory
Cytokines IL-10 and IL-1ra In Vivo by the Shigella Type Il Secretion
Apparatus”, THE JOURNAL OF IMMUNOLOGY,
vol. 180, no. 6, 15 March 2008, pages 4292-4298, XP055468047
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D3 H. RUSSMANN ET AL: "Protection Against Murine Listeriosis by Oral
Vaccination with Recombinant Salmonella Expressing Hybrid Yersinia Type 1l
Proteins", THE JOURNAL OF IMMUNOLOGY, vol. 167, no. 1, 1 July 2001,
pages 357-365, XP055362697

D4 WO 2007/044406 A2 (LUDWIG INST CANCER RES [US]; OLD LLOYD J
[US]; RITTER GERD [US]; NISHI) 19 April 2007

D5 WO 2015/177197 A1 (UNIV BASEL [CH]) 26 November 2015

D6 WO 02/26819 A2 (ROGER WILLIAMS HOSPITAL [US]; BETH ISRAEL
HOSPITAL [US]; CHUNG MAUREEN) 4 April 2002

D7 XIAN-YANG LI ET AL: "Tumor suppressor activity of RIG-I",
MOLECULAR & CELLULAR ONCOLOGY, vol. 1, no. 4, 8 December 2014,
page €968016, XP055366048

2.2 Novelty (Art. 33(2) PCT)

2.2.1 Document D1 (WO 99/45098) discloses a recombinant Yersinia
(enterocolitica) system for the delivery of a heterologous protein (e.g. tumor
associated protein MAGE), by fusion to the YopE delivery signal. The strain is
defective in functional effector proteins (see p. 6, |. 20-24). The expressed
peptide is shown to be capable of inducing an IFN-y response (see example
5), falling under the broad scope of claim 1 (see below under Item VIII).
Therefore D1 anticipates claims 1, 5, 8, 14 and 29.

2.2.2 Document D2 (Chameck et al., 2008) discloses the delivery of IL-10 in vivo by
using the Gram-negative Shigella expressing the cytokine as fusion protein
with the YopE delivery signal (first 50 residues) (see abstract). IL-10 is known
to regulate IFN-y synthesis. Therefore D2 anticipates claim 1. D2 also
suggests the use of this system for delivery of proteins for immunomodulation
purposes (and of abstract).

2.2.3 Document D3 (Russmann et al., 2001) discloses Listeria vaccination with
recombinant attenuated Salmonella expressing the heterologous Listeria
(large) antigen as a fusion to Yersinia YopE delivery signal. The expressed
protein is able to induce an IFN-y response (see Fig. 6). Therefore D3
anticipates claim 1.
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2.2.4 Document D4 (WO 2007/044406) discloses the use of the Salmonella
delivery system for delivery of a cancer antigen (see p. 6, I. 16-23), using the
type Il secretion system (fusion of antigen to SopE secretion signal), the
expressed protein being capable of inducing an IFN-y response (Fig. 2).
Therefore D4 anticipates the subject matter of claim 1.

2.3 Inventive step (Art. 33(3) PCT)

2.3.1 Document D6 (WO 02/26819) relates to the treatment of cancer by
introducing an attenuated Mycobacterium secreting a Th1 cytokine, such as
IFN-y (involved in an interferon response) and a tumor antigen. Claim 1
differs from D5 in that a Gram-negative bacterial strain is used, with a delivery
signal from a bacterial effector protein. Therefore the problem can be defined
as the provision of a further approach to administer the cytokine. The solution
is the use of the gram-negative bacterial strain and the fusion of the protein to
a bacterial delivery signal. Such a delivery system is well known in the art, as
disclosed in e.g. D4 or D5. Therefore claim 1 does not involve inventive step.

2.4 For the subject matter of claims 2 and 3, document D7 (Li et al., 2014) could
be seen as closest prior art. Claims 2 and 3 relate to the specific heterologous
proteins as listed, which induce the type | IFN response, which is know to be
important in cancer treatment. D7 also relates to cancer and discloses the
role of RIG-I (listed in claims 2 and 3) as tumor suppressor, by inducing Type
| IFN-b synthesis (see abstract). The subject matter of claim 2 differs from D7
in that the RIG-I is to be delivered by the Gram-negative bacterial delivery
system, as fusion protein to a delivery signal from a bacterial effector protein.
As indicated above, such a delivery system is well known in the art, as
disclosed in e.g. D4 or D5. Therefore the skilled person could have tried said
method of delivery of the RIG-I protein for cancer treatment. However, the
skilled person would not have had a reasonable expectation that said system
would allow for sufficient expression of active and properly folded proteins.
The application shows (p. 130, |. 24) that the bacterially delivered RIG-| or
cGAS is properly folded, can multimerize and can induce IFN-f production.
Furthermore it provides for a pronounced tumor regression in vivo in mice (p.
131-132). This is surprising and confers inventive step. See, however, below
under Item VIII.

2.5 Claims 4-14 and 29 are considered inventive insofar as they are dependent
on claims 2 and 3.
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Re ltem VI
3 Certain observations on the international application Art. 6 PCT
3.1 The wording "a protein involved in induction or regulation of an interferon

response” in claim 1 is completely open to interpretation and not suitable to
define clearly the scope of the claim. The wording "involved in" can be
interpreted as directly or indirectly, regulation can be up or down, an
interferon response can be any response (directly or indirectly via multiple
intermediate steps) downstream from IFN, the response can be of any type of
interferon. The wording encompasses any protein which can induce e.g. a
gamma interferon response.

This wording in claim 1 does not comply with Art. 6 PCT.

3.2 The wording "delivery signal from a bacterial effector protein" is also open to
interpretation. In addition the application provides support only for the
expression of heterologous proteins (inducing an IFN response) via fusion to
an T3SS effector. The examples show (on p. 130, second paragraph) that the
transport of the heterologous protein is strictly dependent on the T3SS
system. Upon deletion of one of the T3SS pore proteins (YopB) the system
does not work anymore (no IFN response is induced). Therefore this is an
essential feature and should be defined in the independent claim. All
examples relate to the fusion of the heterologous protein to the N-terminal
YopE sequence. The application does not provide any support for any other
"delivery signal from a (any!) bacterial effector protein". The application
concludes in the examples that it is surprising that the fusion of a
heterologous protein (including large proteins such as several tBID BH3
domains or several RIG1 CARD domains) to the N-terminal 1-138 nucleotide
long signal encoding sequence of YopE results in proper expression and
folding of the heterologous proteins which retain their activity and ability to
dimerize/multimerize and to induce type | IFN production. If this result is
considered surprising, then it is not reasonable to expect that the fusion of
any heterologous protein (inducing an IFN response) to any sequence of any
"delivery signal" of any effector protein of any bacterium will have the same
result.

In this context it is also noted that D3 discloses that not every delivery signal
is capable of secretion and translocation of large proteins (see p. 363, right
hand column, |. 32-38). Furthermore this document discloses that the
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presence of SycE is gssential for YopE-guided translocation (see p. 363, right
hand column, |. 45-59), a further essential feature that is missing from the
claims.

3.3 The wording "AraC-type DNA binding protein”, in claims 11 and 12, lacks
clarity in that it is not clear which proteins are covered by said functional
definition and therefore it does not define clearly the scope of the claim.
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