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DESCRIPCION
Proteina de fusion de transcriptasa inversa de la telomerasa, nucleétidos que la codifican y usos de la misma

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere en general a la terapia del cancer. Mas especificamente, la presente invencion se
refiere a polinucledtidos que codifican proteinas de fusion, en la que las proteinas de fusion comprenden al menos
una porcion del polipéptido asociado a tumores transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT). La presente
invencién también proporciona vectores recombinantes y huéspedes que comprenden dichos polinucleétidos,
proteinas de fusién purificadas y procedimientos para generar 0 aumentar una respuesta inmune contra el producto
proteico del gen de TERT, usando las composiciones y moléculas desveladas en el presente documento.

Antecedentes de la invencién

La vacunacion se ha convertido en un procedimiento convencional para la prevencién de numerosas enfermedades
infecciosas. La aplicacion de vacunas a otras enfermedades, tales como cancer, es ahora una posibilidad atractiva
debido a los avances en la ingenieria molecular y a una mejor comprension de la inmunologia tumoral.

El cancer es una de las causas principales de mortalidad en todo el mundo. A pesar de la abundancia de
investigaciones relacionadas con el cancer, las terapias convencionales que combinan cirugia, radiacion y
quimioterapia con frecuencia fracasan en el tratamiento eficaz de canceres establecidos. Contindan sin estar
disponibles también procedimientos fiables de prevencion.

El cancer implica normalmente el mal funcionamiento de genes que contribuyen a la regulacién del ciclo celular o a
la proliferacién celular, tales como factores de crecimiento y sus receptores, oncogenes y genes supresores de
tumores. Los productos de muchos de estos genes se expresan en la superficie de una amplia diversidad de células
tumorales y, por lo tanto, se denominan antigenos asociados o tumores (TAA). Se ha demostrado que la
introduccion de genes que codifican TAA directamente en un sujeto genera una respuesta inmune protectora frente
a los TAA en muchos modelos experimentales, haciendo de estas moléculas una diana para la terapia vacunal. Sin
embargo, debido a que muchos de estos productos génicos también se expresan en células normales, aunque a
menores niveles, muchas terapias inmunoldgicas que se dirigen a TAA han demostrado ser ineficaces debido a la
autotolerancia.

Los genes que codifican varios antigenos asociados a tumores (TAA) se han aislado, caracterizado e insertado en
vectores genéticos tales como ADN plasmidico y vectores viricos. Un antigeno asociado a tumor que se ha
implicado en la patogénesis del cancer es la telomerasa (TERT).

La telomerasa es una ADN polimerasa que funciona normalmente en el mantenimiento de la longitud del telémero
en los extremos de los cromosomas. Durante el crecimiento celular normal, un cebador de ARN se une al extremo 5’
del ADN e inicia la replicacion. Tras la eliminacion del cebador de ARN, se introduce un hueco de longitud en la
cadena de ADN hija resultante. Por lo tanto, la replicacién de una cadena lineal de ADN con polimerasas
convencionales conduce a un acortamiento de la longitud del telémero en cada ronda progresiva de replicacion.
Dicho acortamiento de la longitud del telémero es responsable de la senescencia celular o del envejecimiento de las
células somaticas humanas normales.

La telomerasa es una ribonucleoproteina que comprende un componente de ARN y un componente proteico
catalitico (transcriptasa inversa de la telomerasa). El componente catalitico de la telomerasa humana lo describieron
Meyerson y col. (Cell 1197: 785-95 (1990) y Nakamura y col. (Science 277: 955-59 (1997)). La enzima TERT usa su
componente de ARN como molde para la sintesis de ADN de telomero, permitiendo de este modo que los telémeros
mantengan su longitud a lo largo de generaciones sucesivas de crecimiento celular. Dicho mantenimiento de la
longitud del telémero a lo largo de numerosos ciclos proliferativos permite que una célula escape a la senescencia
normal y se vuelva inmortal, permitiendo que un tumor crezca y metastatice a lo largo de grandes periodos de
tiempo. Debido a que la telomerasa confiere inmortalidad replicativa a las células, se ha detectado actividad
telomerasa en lineas de células cancerosas y en una variedad diversa de tipos tumorales (Kim y col. Science 266:
2011-15 (1994)). Por el contrario, la telomerasa es inactiva o solamente se expresa de forma transitoria a bajos
niveles en tejidos humanos normales y cultivos de células somaticas normales. La combinacion de la sobreexpresion
de telomerasa en la mayoria de tipos de cancer, asi como la baja expresion o la ausencia de expresion en células
normales, hace de TERT una diana para la terapia y/o profilaxis de enfermedades asociadas con una proliferacion
celular aberrante tales como cancer.

El desarrollo de una vacuna especifica de telomerasa es ahora posible debido a que los componentes cataliticos y
de ARN de la telomerasa se han clonado y caracterizado (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos
6.166.178). Sin embargo, el desarrollo y la comercializacién de muchas vacunas se han visto obstaculizados por las
dificultades asociadas con la obtencién de altos niveles de expresién del inmunégeno deseado en organismos
huésped transformados con éxito. El desarrollo de vacunas basadas en ADN eficaces también se ha visto
obstaculizado por la incapacidad para generar una respuesta inmune de una magnitud suficiente en individuos
tratados para conducir a la regresién tumoral en un entorno clinico. Por lo tanto, a pesar de la identificacion de las
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secuencias de nucledtidos de tipo silvestre que codifican las proteinas telomerasa descritas anteriormente, seria
altamente deseable desarrollar una vacuna que sea capaz de generar una respuesta inmune especifica de TERT
aumentada respecto a un ADNc de TERT de longitud completa de tipo silvestre, cuando se administre a un
mamifero. También seria deseable desarrollar procedimientos para tratar o prevenir canceres asociados a TERT
que utilicen moléculas de acido nucleico o proteinas que potencien eficazmente y con seguridad una respuesta
inmune especifica de TERT.

Sumario de la invencion

Como se ha indicado anteriormente, la expresion del gen del antigeno asociado a tumor transcriptasa inversa de la
telomerasa (TERT) estd cominmente asociada con el desarrollo o la presencia de adenocarcinomas, incluyendo
carcinomas colorrectales. Con este fin, la presente invencion se refiere a composiciones y procedimientos para
generar o aumentar la inmunidad contra los productos proteicos expresados por el gen de TERT humano (hTERT).
En concreto, la presente invencion proporciona polinucleétidos que codifican la variante de proteinas de fusion, en la
que las proteinas de fusién comprenden la proteina hTERT fusionada a una porcion sustancial de la subunidad B de
la enterotoxina termolabil de E. coli (LTB) expuesta en la SEC ID N°: 6. La presente invencion también proporciona
vectores recombinantes, incluyendo, pero sin limitacion, vectores plasmidicos y adenovirus, que comprenden dichos
polinucleétidos, y células huésped que comprenden dichos vectores recombinantes. También se proporcionan en el
presente documento proteinas de fusion purificadas codificadas por polinucleétidos de la invencién. Las proteinas de
fusion de hTERT-LTB y polinucleétidos que codifican dichas proteinas de fusion son Utiles como vacunas para la
prevencion y/o tratamiento del cancer asociado a la telomerasa. Dichas vacunas son (tiles como monoterapia o
como parte de un régimen terapéutico, comprendiendo dicho régimen la administracién de una segunda vacuna, tal
como una vacuna de polinucledtido, basada en células, de proteina o basada en péptido, o comprendiendo
radioterapia o quimioterapia.

En realizaciones preferidas de la presente invencion, la secuencia de nucleétidos que codifica hTERT y/o la
secuencia de nucleétidos que codifica LTB comprende codones que se han optimizado para altos niveles de
expresion en una célula huésped humana. En otras palabras, en ciertas realizaciones de la invencién, el patrén de
uso de codones de la secuencia polinucleotidica se parece al de genes mamiferos y/o seres humanos altamente
expresados.

Otro aspecto de la presente invencion es una construccion de expresion que comprende nucleétidos que codifican la
proteina hTERT-LTB variante expuesta en la SEC ID N°: 6. En realizaciones preferidas de esta parte de la invencion,
la construccion comprende una secuencia lider TPA antes de la secuencia codificante para el gen de TERT para
asegurar que la proteina de fusion de TERT-LTB se secreta.

En la presente invencion, la actividad catalitica de la telomerasa del antigeno de telomerasa esta inactivada, de
modo que la proteina de fusion de TERT codificada es mas segura que la TERT de tipo silvestre para fines
vacunales. La actividad enzimatica de la proteina de fusion de TERT puede inactivarse por adicién de
mutaciones/deleciones a la secuencia de nucleétidos codificante de TERT. En la invencion, se han mutado
nucleétidos para cambiar aminoacidos especificos D712A y V713l en la secuencia proteica de TERT humana.

La presente invencién proporciona ademas vectores plasmidicos y adenoviricos que comprenden una secuencia de
nucleétidos que codifica la proteina de fusién de hTERT-LTB variante expuesta en la SEC ID N°: 6. La presente
invencion también describe el uso de los vectores plasmidicos y de adenovirus en composiciones inmunogénicas y
vacunas para la prevencion y/o tratamiento del cancer asociado a hTERT. En realizaciones preferidas de esta parte
de la invencion, el vector de adenovirus es un vector Ad6. En otras realizaciones preferidas, el vector Ad es un
vector Ad5.

También se describen procedimientos para prevenir el desarrollo de un cancer en un paciente o tratar a un paciente
con un tumor asociado a telomerasa generando una respuesta inmune contra la proteina TERT por administracion
de una vacuna o composicién farmacéutica que comprende las fusiones de TERT o proteinas de fusion de TERT
proporcionadas por la invencion. Preferentemente, la respuesta inmune se aumenta respecto a la respuesta
generada por una TERT de tipo silvestre.

Como se usan a lo largo de toda la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares

"un”, "uno”, "una"y "el", "Ia" incluyen la referencia al plural a menos que el contexto imponga claramente otra cosa.

Como se usan a lo largo de toda la memoria descriptiva y de las reivindicaciones adjuntas, son aplicables las
siguientes definiciones y abreviaturas:

El término "promotor" se refiere a un sitio de reconocimiento en una cadena de ADN al que se une la ARN
polimerasa. El promotor forma un complejo de inicio con la ARN polimerasa para iniciar y dirigir la actividad
transcripcional. El complejo puede modificarse por secuencias activantes denominadas "potenciadores” o
secuencias inhibidoras denominadas "silenciadores".

El término "casete" se refiere a una secuencia génica o de nucledtidos que se va a expresar a partir de un vector,
por ejemplo, la secuencia génica o de nucleétidos que codifica la fusion de hTERT(AI)-LTB. En general, un casete
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comprende una secuencia génica que puede insertarse en un vector, que en algunas realizaciones proporciona
secuencias reguladoras para expresar la secuencia génica o de nucleétidos. En otras realizaciones, la secuencia
génica o de nucledtidos proporciona las secuencias reguladoras para su expresion. En realizaciones adicionales, el
vector proporciona algunas secuencias reguladoras y la secuencia génica o de nucleétidos proporciona otras
secuencias reguladoras. Por ejemplo, el vector puede proporcionar un promotor para transcribir la secuencia génica
o de nucleétidos, y la secuencia génica o de nucleétidos proporciona una secuencia de terminacién de la
transcripcidn. Las secuencias reguladoras que pueden proporcionarse por el vector incluyen, pero sin limitacion,
potenciadores, secuencias de terminacion de la transcripcidn, secuencias aceptoras y donadoras de corte y
empalme, intrones, secuencias de union al ribosoma y secuencias de adicion de poli(A).

El término "vector" se refiere a algunos medios por los que pueden introducirse fragmentos de ADN en un organismo
huésped o tejido huésped. Existen diversos tipos de vectores incluyendo plasmidos, virus (incluyendo adenovirus),
bacteri6fagos y césmidos.

La expresion "primera generacion”, como se usa en referencia a vectores adenoviricos, describe vectores
adenoviricos que presentan una replicacion defectuosa. Los vectores adenoviricos de primera generacion tienen
normalmente una regién génica E1 delecionada o inactivada y, preferentemente, tienen una region génica E3
delecionada o inactivada.

La denominacién "pV1JnsA/TPA-mTERT(AI)-LTBopt" se refiere a una construccién plasmidica desvelada en el
presente documento, que comprende el promotor inmediato temprano (IE) de CMV con el intrén A, un gen de TERT
murina de longitud completa y codones optimizados fusionado a un gen de LTB de codones optimizados, y
secuencias de terminacion de la transcripcion y de poliadenilaciéon derivadas de la hormona de crecimiento bovina
(véase el EJEMPLO 2). Ademas, una secuencia lider que codifica la secuencia sefial del activador de plasminégeno
tisular (TPA) humano esta presente 5’ a la secuencia de nucledtidos que codifica mTERT-LTB. La denominacion "Al"
indica que se afiadieron mutaciones a la secuencia de TERT para eliminar funcionalmente la actividad catalitica de
la telomerasa. La denominacion "pV1JnsA/ mTERT(Al)opt" se refiere a una construccién esencialmente como se ha
descrito anteriormente, excepto por que la construccién comprende una secuencia de nucleétidos de TERT
optimizada murina que no se fusioné a LTB o TPA.

La denominacion "pV1JnsA/TPA-hTERT(AI)-LTBopt" se refiere a una construccién plasmidica desvelada en el
presente documento, que comprende el promotor inmediato temprano (IE) de CMV con el intrén A, un gen de TERT
humana de longitud completa y codones optimizados fusionado a un gen de LTB de codones optimizados, y
secuencias de terminacion de la transcripcion y de poliadenilaciéon derivadas de la hormona de crecimiento bovina
(véase el EJEMPLO 2). Ademas, una secuencia lider que codifica la secuencia sefial del activador de plasminégeno
tisular (TPA) humano esta presente 5’ a la secuencia de nucleétidos que codifica hTERT-LTB. La secuencia de
hTERT en esta construccion comprende mutaciones para eliminar funcionalmente la actividad catalitica de la
telomerasa.

Las denominaciones "Ad6/TPAMTERT(AI)-LTBopt" y "Ad6/hTERT(AI)" se refieren a dos construcciones desveladas
en el presente documento, que comprenden un genoma adenovirico Adé con delecién de las regiones E1 y E3. En
la construccion "Ad6/TPAMTERT(AI)-LTBopt", la regiéon E1 se sustituye por un gen de TERT murina-LTB de
codones optimizados en una orientacién paralela a E1 bajo el control de un promotor de CMV humano sin el intrén
A, seguido por una sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina. La secuencia codificante de TERT
comprende mutaciones para eliminar la actividad catalitica de la telomerasa. La construccién comprende ademas
secuencias que codifican la secuencia sefial del activador de plasmindgeno tisular (TPA) humano 5’ a la secuencia
de nucledtidos codificante de TERT(AI)-LTB. La construccion "Ad6/hTERT(AI)" es esencialmente como se ha
descrito anteriormente, excepto por que la regiéon E1 del genoma de Ad6 se sustituye con una secuencia de ADNc
de TERT, comprendiendo dicha secuencia mutaciones para suprimir la actividad enzimatica.

La abreviatura "LTB" se refiere en general a la subunidad B de la enterotoxina termolabil de E. coli, 0 a una porcion
substancial de la misma, incluyendo subunidades que estan truncadas en el extremo C-terminal o N-terminal pero
gue mantienen actividad adyuvante, asi como subunidades que contienen inserciones, deleciones o sustituciones de
aminoacidos internos pero que mantienen actividad adyuvante (Fingerut y col. Vaccine 23: 4685-4696 (2005)).

Como se usa en el presente documento, una "proteina de fusién" se refiere a una proteina que tiene al menos dos
polipéptidos heterélogos unidos covalentemente, en la que un polipéptido viene de una secuencia proteica o dominio
y el otro polipéptido viene de una segunda secuencia proteica o dominio. Las proteinas de fusién de la presente
invencién comprenden una variante polipeptidica de TERT de las mismas y un segundo polipéptido, que comprende
una porcion sustancial de LTB. El extremo C-terminal del polipéptido de TERT se fusiona al extremo N-terminal de
LTB como se ejemplifica en las FIGURAS 1y 2.

Las expresiones "proteina de fusion de TERT" o "proteina de fusion de TERT-LTB" se usan indistintamente en el
presente documento como una expresion general que se refiere a una fusion como se ha descrito anteriormente,
que comprende una variante polipeptidica de TERT de la misma fusionada a un polipéptido LTB. Las fusiones de
TERT-LTB de la presente invencion, tras su administracion a un mamifero tal como un ser humano, pueden
estimular una respuesta inmune mediante linfocitos T auxiliares o linfocitos T citotoxicos, al menos tan bien como
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una secuencia de hTERT de "tipo silvestre". En realizaciones preferidas de la invencion, la fusion de TERT-LTB
puede aumentar la respuesta inmune en comparacion con una hTERT de tipo silvestre.

El término "tratamiento” se refiere tanto a tratamiento terapéutico como a medidas preventivas o profilacticas.
Aguellos que necesitan tratamiento incluyen los que ya presentan el trastorno, asi como los propensos a presentar el
trastorno o aquellos en los que debe prevenirse el trastorno. Como se usa en el presente documento, el término
"tratamiento” también incluye la reduccién de la probabilidad de obtener el trastorno, asi como la reduccion de la
gravedad del trastorno en los ya afectados.

Un "trastorno” es cualquier afeccion que se beneficiaria del tratamiento con las moléculas de la presente invencion,
incluyendo las moléculas de acido nucleico descritas en el presente documento y las proteinas de fusion que estan
codificadas por dichas moléculas de acido nucleico. Se incluyen en el término "trastorno" trastornos o enfermedades
cronicas y agudas incluyendo las afecciones patoldgicas que predisponen al mamifero al trastorno en cuestion. Las
moléculas de la presente invencion pretenden usarse como tratamientos para trastornos o afecciones caracterizadas
por una proliferacion celular aberrante, incluyendo, pero sin limitacion, cancer de mama, cancer colorrectal y cancer
pulmonar.

La expresion "cantidad eficaz" significa que se introduce una composiciéon de vacuna suficiente para producir los
niveles adecuados del polipéptido, de modo que se obtiene como resultado una respuesta inmune. Un experto en la
materia reconoce que este nivel puede variar.

Una "sustitucion de aminoacidos conservativa" se refiere a la sustitucion de un resto de aminoéacido por otro resto de
aminoéacido quimicamente similar. Son ejemplos de dichas sustituciones conservativas: la sustitucion de un resto
hidréfobo (isoleucina, leucina, valina o metionina) por otro, la sustitucién de un resto polar por otro resto polar de la
misma carga (por ejemplo, arginina en lugar de lisina: acido glutamico en lugar de acido aspartico).

El término "hTERT" se refiere a un antigeno de transcriptasa inversa de la telomerasa humana o a nucleétidos que
codifican el antigeno de transcriptasa inversa de la telomerasa humana. El término "hTERTopt" se refiere a una
secuencia de nucleétidos de codones optimizados que codifica el antigeno de transcriptasa inversa de la telomerasa
humana.

Las secuencias de nucleétidos o aminoacidos de TERT humana de tipo silvestre se exponen en las SEC ID N°11y
12, respectivamente, y las secuencias de nucleétidos o aminoacidos de LTB se exponen en las SEC ID N°13
(secuencia opt) y 14.

Un "gen" se refiere a una molécula de acido nucleico cuya secuencia de nucleétidos codifica una molécula
polipeptidica. Los genes pueden ser secuencias ininterrumpidas de nucleétidos o pueden incluir segmentos
intermedios tales como intrones, regiones promotoras, sitios de corte y empalme y secuencias repetitivas. Un gen
puede ser ARN o ADN.

La expresion "acido nucleico" o "molécula de acido nucleico" esta destinada a acido ribonucleico (ARN) o acido
desoxirribonucleico (ADN), sondas, oligonucleétidos, fragmentos o porciones de los mismos, y cebadores.

Las expresiones "TERT de tipo silvestre" o "proteina de tipo silvestre" o "proteina wt" se refieren a una proteina que
comprende una secuencia de aminoacidos de origen natural o una variante de la misma. La secuencia de
aminoacidos de TERT humana de tipo silvestre se expone en la SEC ID N°: 12. La secuencia de aminoacidos de la
TERT humana de tipo silvestre se ha descrito previamente (Patente de Estados Unidos N° 6.166.178; Patente de
Estados Unidos 6.261.836; Patente de Estados Unidos N° 6.927.285; Solicitud de Patente de Estados Unidos 2003-
0096344; Meyerson y col., Cell 90: 785-95 (1997); Nakamura y col., Science 277: 955-59 (1997)).

La expresién "gen de TERT de tipo silvestre" se refiere a un gen que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina TERT de origen natural, incluyendo proteinas de origen humano o proteinas obtenidas de otro
organismo, incluyendo, pero sin limitacién, otros mamiferos tales como ratas, ratdn y mono rhesus. La secuencia de
nucleétidos del gen de TERT humana esta disponible en la técnica (anteriormente).

La denominacion "TERT(AI)" se refiere a una secuencia de transcriptasa inversa de la telomerasa que comprende
mutaciones para eliminar o reducir la actividad catalitica de la telomerasa.

El término "mamifero” se refiere a cualquier mamifero, incluyendo un ser humano.
La abreviatura "Ag" se refiere a un antigeno.
La abreviatura "ORF" se refiere a la fase de lectura abierta de un gen.

Breve descripcién de los dibujos

La FIGURA 1 muestra la secuencia de nucleétidos (SEC ID N°: 1) y de aminoacidos (SEC ID N°: 2) de una
fusion de TPA-hTERT(AI)-LTBopt ejemplar.
La FIGURA 2 muestra la secuencia de nucleétidos (SEC ID N°: 3) y de aminoacidos (SEC ID N°: 4) de una
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fusion de TPA-mTERT(AI)-LTBopt ejemplar.

La FIGURA 3 muestra los resultados de un ensayo ELlspot de IFNy en ratones BALB/c vacunados con
inyecciones repetidas de plasmido pVIJ/TPA-mTERT(AI)-LTBopt. Se usaron 5 ratones de cada grupo para
controlar la repuesta inmune dirigida contra mTERT o LTB usando combinaciones de péptidos. Los datos
representados son de 6 ratones individuales (circulos en blanco). Se indican los valores medios geométricos
(circulos oscuros). No se detect6 respuesta de linfocitos T contra mTERT en ratones con tratamiento simulado
(no se muestra). Véase el EJEMPLO 7.

La FIGURA 4 muestra los resultados de la tincién intracelular de IFNy en esplenocitos de ratones BALB/c
vacunados. Se midieron las respuestas de linfocitos T CD4" y CD8" contra TERT de ratdon usando
combinaciones de péptidos solapantes que abarcan la proteina completa. También se control6 la respuesta
inmune contra LTB. Los datos representados son de 6 ratones individuales (triangulos oscuros). Se indican los
valores medios geométricos (linea recta). No se detectaron respuestas de linfocitos T contra TERT en ratones
con tratamiento simulado (no se muestra). Véase el EJEMPLO 7.

La FIGURA 5 muestra los resultados de destruccion de CTL por liberacién de 51 Cr mediante linfocitos T
efectores de células diana 4T1 estimuladas con péptido especifico de linfocitos T CD8" mTERTaal67
(AYQVCGSPL; SEC ID Ne°: 20). Se prepararon células efectoras a partir de esplenocitos de dos ratones BALB/c
inmunizados y se reestimularon in vitro con el péptido especifico. Los resultados se expresan como porcentaje
de destruccion especifica a diferentes proporciones de Efectores/Diana. Véase el EJEMPLO 8.

La FIGURA 6 muestra la induccién de una respuesta inmune contra TERT de ratdn. Se inmunizaron ratones
C57BL/6 con 5 inyecciones semanales de plasmido pV1J/TPA-mTERT(AI)-LTBopt. La respuesta inmune se
evalué en esplenocitos de ratén por ensayo ELIspot de IFNy usando combinaciones de péptidos de TERT de
ratén. Las respuestas de linfocitos T CD4" y CD8" especificos de antigeno se muestran como valores medios
geométricos obtenidos de 6 ratones inmunizados, también se indica la desviacion tipica. Véase el EJEMPLO 7.
La FIGURA 7 muestra la induccion de una respuesta inmune especifica de mTERT en ratones BALB/c. Los
ratones se inmunizaron con 5 inyecciones semanales de las construcciones pV1J-mTERT(Al)opt o pV1J-
TPAMTERT(AI)-LTBopt. Se determinaron las respuestas inmunes por tincién intracelular de IFNy en PBMC
usando el epitopo CD8" correspondiente a la secuencia peptidica mTERTaal67 (AYQVCGSPL; SEC ID N°: 20).
Los datos representados son de 8 ratones individuales (triAngulos oscuros). Se indican los valores medios
geométricos (lineas rectas).

La FIGURA 8 muestra que la respuesta inmune especifica de TERT se aumenta tras la inyeccion de vectores de
adenovirus que expresan mTERT(AI)-LTBopt. Se sometieron grupos de 10 ratones BALB/c a 5 inyecciones
semanales de pVIJ/TPA-mTERT(AI)-LT-Bopt (50 pg/iny.). Dos semanas después de la ultima inyecciéon de ADN
plasmidico, los ratones se reforzaron con una inyeccion adicional de ADN plasmidico (ADN-EP) o con 10™ pv
de Ad6/TPA-mTERT(AI)-LTBopt (Ad). Se controlaron las respuestas inmunes contra TERT por ICS de IFNy en
PBMC. Los datos representados son de 10 ratones individuales (rombos oscuros). También se muestran los
valores medios geométricos de cada grupo (lineas rectas). Véase el EJEMPLO 10.

La FIGURA 9 representa el protocolo usado para analizar la carcinogénesis inducida por DMH y la vacunacion
en ratones BALB/c. Se administr6 DMH i.p. semanalmente. La vacunacion con pV1J/TPA-mTERT(A1)-LTBopt
se llevo a cabo a los puntos temporales indicados. El andlisis de las lesiones intestinales se llevé a cabo la
semana 12. Véase el EJEMPLO 11.

La FIGURA 10 muestra el efecto antitumoral de pVIJ/TPA-mTERT(AI)-LTBopt sobre la carcinogénesis inducida
por DMH. Se trataron ratones BALB/c con DMH y ADN-EP como se indica en la FIGURA 9. El analisis de ACF y
de la formacion de adenoma en el colon se llev6 a cabo la semana 12 desde el comienzo del tratamiento. El
numero de ACF y de adenomas en ratones vacunados se comparé con el detectado en controles no vacunados.
Véase el EJEMPLO 11.

La FIGURA 11 representa el protocolo usado para analizar la carcinogénesis inducida por DMH y la vacunacion
en ratones BALB/c. Se administr6 DMH i.p. semanalmente. La vacunacién con ADN de pV1J/TPA-mTERT-LTB
y Ad se llevé a cabo a los puntos temporales indicados. El analisis de las lesiones intestinales se llevé a cabo la
semana 30. Véase el EJEMPLO 11.

La FIGURA 12 demuestra el efecto antitumoral de la sensibilizacion con ADN de pV1J/TPA-mTERT(AI)-
LTBopt/refuerzo con Ad son el nimero de lesiones tumorales. Se trataron ratones BALB/c con DMH y ADN-EP
segun se indica en la FIGURA 9. El analisis de ACF y de la formacién de adenomas en el colon se llevé a cabo
la semana 30 desde el comienzo del tratamiento. El nimero de ACF y adenomas en ratones vacunados se
comparo con el detectado en controles no vacunados. Véase el EJEMPLO 11.

La FIGURA 13 demuestra el efecto antitumoral de la sensibilizacion con ADN de pV1J/TPA-mTERT-
LTB(Al)opt/refuerzo con Ad sobre el volumen y la fase de diferenciacién de las lesiones tumorales. Se trataron
ratones BALB/c con DMH y ADN-EP segun se indica. El volumen (Panel A) y la fase de diferenciacién
histolégica (Panel B) de los adenomas de colon presentes en ratones vacunados y de control se analizaron a las
30 semanas desde el comienzo del tratamiento. Los tumores se clasificaron de la forma siguiente: G1:
adenocarcinoma bien diferenciado; G2: adenocarcinoma moderadamente diferenciado; G3: adenocarcinoma
escasamente diferenciado). Véase el EJEMPLO 11.

La FIGURA 14 muestra la inducciéon de una respuesta inmune contra TERT humana. Se inmunizaron ratones
transgénicos HHD con dos inyecciones bisemanales (ADN-ADN) de plasmido pV1J/TPA-hTERT(AI)-LTBopt o
mediante una inyeccién de plasmido pV1J/TPA-hTERT(AI)-LTBopt seguida, después de dos semanas, por una
inyeccion de Ad6hTERT(AI) 10*° pp (ADN/Ad). La respuesta inmune se evalué en PBMC de ratén mediante
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ensayo de ICS de IFNy. Se incubaron PBMC de ratén con el péptido inmunodominante CD8 para el alelo HLA-
A2 hTERT865 (SEC ID N°: 22). Los datos representados son de 10 ratones individuales (triangulos oscuros). Se
indican los valores medios geométricos (linea recta). Véanse los EJEMPLOS 12y 13.

La FIGURA 15 muestra los resultados de un ensayo de CTL sobre células HeLa-HHD diana marcadas con crh,
Se ensayaron linfocitos T CD8" obtenidos de un ratén inmunizado en un ensayo de CTL frente a células HelLa-
HHD, cargadas exégenamente con el péptido hTERT865 o sin péptido pero en presencia del DMSO usado para
la dilucion de péptido. Las células HeLa-HHD se infectaron también con un vector Ad que codifica hTERT o un
Ad que codifica GFP como control. Véase el EJEMPLO 14.

La FIGURA 16 muestra la induccién de una respuesta inmune mediada por células contra hTERT en monos
rhesus inmunizados mediante ADN-EP. Se realiz6 un analisis ELIspot sobre PBMC de monos rhesus
inmunizados con hTERT (pVIJ/TPA-hTERT-LTB; ADN-EP/ADN-EP). El ensayo se realizd por duplicado y se
muestra el valor promedio de las repeticiones. Se muestra el analisis realizado después del segundo ADN-EP
(Panel A). También se muestra el andlisis realizado después del quinto ADN-EP (Panel B). Véase el EJEMPLO
15.

La FIGURA 17 muestra que la respuesta inmune mediada por células contra hTERT se amplificaba en monos
rhesus que estaban vacunados con ADN-EP y reforzados con adenovirus que expresaba hTERT, en
comparacion con la CMI generada en monos vacunados mediante ADN-EP solamente. Se realizé un ELIspot
sobre PBMC de monos rhesus inmunizados con hTERT al final del programa de inmunizacién, que incluia cinco
inyecciones de ADN-EP (pV1J/TPA-hTERT-LTB) seguidas de dos inyecciones de Ad (Ad6-hTERT). El ensayo
se realizé por duplicado y se muestra el valor promedio de las repeticiones. Véase el EJEMPLO 15.

Descripcion detallada de la invenciéon

La expresion del componente catalitico de la telomerasa, conocido como transcriptasa inversa de la telomerasa
(TERT), se detecta cominmente en una variedad diversa de tipos tumorales. La combinacién de la sobreexpresion
de la telomerasa en la mayoria de tipos de cancer, asi como la baja expresion o la ausencia de expresion en células
normales hace de TERT una diana para la terapia y/o profilaxis de enfermedades asociadas con una proliferacion
celular aberrante tal como cancer. Con este fin, la presente invencién se refiere a composiciones y procedimientos
para generar o aumentar inmunidad contra el producto proteico expresado por el antigeno asociado a tumor TERT,
en la que la expresion aberrante de TERT esta asociada con el carcinoma o su desarrollo. La asociacion de la
expresion aberrante de TERT con un carcinoma no requiere que se exprese la proteina TERT en tejido tumoral en
todos los puntos temporales de su desarrollo, ya que la expresion anormal de TERT puede estar presente al inicio
del tumor y no ser detectable posteriormente en la progresion del tumor o viceversa.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona polinucledtidos que codifican una variante de proteina TERT
fusionada a una secuencia de nucledtidos que codifica la subunidad B de la enterotoxina termolabil de E. coli (LTB),
como se expone en la SEC ID N°: 6, que es capaz de servir eficazmente como adyuvante de una respuesta inmune
contra el antigeno de TERT asociado.

En algunas realizaciones de la invencion, la secuencias de nucleétidos desveladas en el presente documento
comprenden ademas una secuencia lider TPA antes de la secuencia codificante para el gen de TERT para asegurar
que la proteina de fusion de TERT-LTB se secreta. En realizaciones preferidas de este aspecto de la invencion, la
fusién de TPA-hTERT(AI)-LTB codifica una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEC ID N° 2. Se
expone una secuencia de nucleétidos preferida en la SEC ID N°: 1.

La secuencia de nucleétidos de TERT humana de tipo silvestre se expone en la SEC ID N°: 12 y se ha descrito
previamente (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 6.166.178; Patente de Estados Unidos
6.261.836; Patente de Estados Unidos N° 6.927.285; Solicitud de Patente de Estados Unidos 2003-0096344;
Meyerson y col., Cell 90: 785-95 (1997); Nakamura y col., Science 277: 955-59 (1997)). La variante de TERT de la
presente invencion comprende mutaciones que eliminan funcionalmente actividad catalitica de la telomerasa. Las
proteinas de fusién de TERT codificadas de la presente invencion son capaces de inducir una respuesta inmune
mediada por células cuando se introducen en un destinatario de vacuna o paciente que lo necesite.

Como se ha indicado anteriormente, en realizaciones preferidas de la presente invencion, la actividad catalitica de la
telomerasa del antigeno de telomerasa se inactiva (en lo sucesivo denominado “TERT(AI)"), de modo que la
proteina de fusion de TERT codificada es mas segura que la TERT de tipo silvestre para fines vacunales. La
actividad enzimatica de la proteina de fusion de TERT puede inactivarse por adicién de mutaciones/deleciones a la
secuencia de nucleétidos codificante de TERT. Por lo tanto, la presente invencion incluye moléculas de acido
nucleico que codifican una proteina de fusion de TERT-LTB, en la que la secuencia de nuclettidos codifica una
proteina hTERT variante, en la que dicha variante comprende una o mas mutaciones respecto a la secuencia de
aminoacidos de hTERT de tipo silvestre, como se expone en la SEC ID N° 12, y en la que dichas mutaciones
funcionan eliminando la actividad catalitica de la telomerasa de la proteina hTERT codificada. En realizaciones
ejemplares especificas de la invencién, se han mutado nucleétidos para cambiar los aminoacidos especificos D712A
y V713l en la secuencia proteica de TERT humana (como se expone en la SEC ID N°: 10). Se desvela una
secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de TERT humana mutada expuesta en la SEC ID N° 10 en la
SEC ID N°: 9.
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Por consiguiente, la presente invencion se refiere a polinucleétidos sintéticos que comprenden una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina de fusion de TERT-LTB, comprendiendo dicha proteina de fusién una forma
mutante de una proteina TERT fusionada a una proteina LTB que puede aumentar eficazmente la respuesta inmune
contra la proteina TERT. Dichas formas mutantes de la proteina TERT incluyen, pero sin limitacion: sustituciones de
aminoacidos conservativas, truncamientos amino-terminales, truncamientos carboxi-terminales, deleciones o
adiciones. Cualquiera de dichas variantes de TERT codificara una proteina que imite al menos sustancialmente las
propiedades inmunoldgicas de la proteina TERT como se expone en la SEC ID N° 12. Las variantes de TERT
preferidas son cataliticamente inactivas, por ejemplo, la variante de TERT expuesta en la SEC ID N°; 10.

Los polinucleétidos sintéticos de la presente invencion codifican moléculas de ARNm que expresan una proteina de
fusion de TERT(AI)-LTB que es capaz de estimular o aumentar la respuesta inmune contra la proteina TERT
asociada, de modo que sean Utiles en el desarrollo de una vacuna terapéutica o profilactica contra el cancer. Se ha
demostrado que la porcién LTB de las fusiones de TERT-LTB de la presente invencion potencian fuertemente la
inmunogenicidad de los antigenos coadministrados (véase, por ejemplo, Simmons y col. Scand. J. Immunol. 53: 218-
26 (2001)).

La presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico sintética (polinucle6tido) que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un ARNm que expresa una nueva proteina de fusion de TERT-LTB; es decir,
secuencias de nucleétidos que codifican las proteinas de fusién como se exponen en la SEC ID N°: 6. Una fusion de
TERT particularmente preferida de la presente invencion es la secuencia de fusion de hTERT(AI)-LTB expuesta en
la SEC ID N°: 5. Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion estan sustancialmente libres de otros
acidos nucleicos.

La presente invencidon también se refiere a vectores recombinantes y células huésped recombinantes, tanto
procariotas como eucariotas, que contienen las moléculas de acido nucleico de la invencion. Las moléculas de ADN
sintéticas, vectores asociados y huéspedes de la presente invencién son Utiles para el desarrollo de una vacuna
contra el cancer.

Moléculas de acido nucleico ejemplares de la presente invencién comprenden la secuencia de nucleétidos de la
SEC ID N°: 5, como se muestra en la FIGURA 1, que codifica proteinas de fusién de hTERT-LTB y mTERT-LTB
ejemplares de la presente invencién.

Como se ha indicado anteriormente, la presente invencién se refiere ademas a vectores recombinantes que
comprenden las moléculas de acido nucleico de la invencion. Estos vectores pueden estar compuestos por ADN o
ARN. Para la mayoria de fines de clonacion, se prefieren vectores de ADN. Los vectores tipicos incluyen plasmidos,
virus modificados, baculovirus, bacteriéfagos, césmidos, cromosomas atrtificiales de levaduras y otras formas de
ADN episomal o integrado que pueden codificar una proteina de fusién de TERT-LTB. Esta bien dentro del ambito
del experto en la materia determinar un vector apropiado para una transferencia de genes particular u otro uso.

También se proporcionan por la presente invencion proteinas de fusion de TERT-LTB purificadas codificadas por los
acidos nucleicos desvelados a lo largo de la presente memoria descriptiva, especialmente proteinas de fusion de
TERT(AI)-LTB. La proteina de fusion de TERT-LTB comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID Ne: 6.

Un vector de expresion que contiene una molécula de acido nucleico codificante de proteina de fusion de TERT-LTB
puede usarse para una expresion de alto nivel de proteina de fusiébn de TERT-LTB en una célula huésped
recombinante. Los vectores de expresién pueden incluir, pero sin limitacion, vectores de clonacion, vectores de
clonacion modificados, plasmidos disefiados especificamente o virus. Ademas, si se desea pueden usarse una
diversidad de vectores de expresion bacterianos para expresar secuencias de fusion de TERT-LTB recombinantes
en células bacterianas. Ademas, pueden usarse una diversidad de vectores de expresion de células fungicas para
expresar secuencias de fusién de TERT-LBT recombinantes en células fungicas. Ademas, pueden usarse una
diversidad de vectores de expresion de células de insecto para expresar proteina recombinante en células de
insecto.

La presente invencidon también se refiere a células huésped transformadas o transfectadas con vectores que
comprenden las moléculas de acido nucleico de la presente invencién. Las células huésped recombinantes pueden
ser procariotas o eucariotas, incluyendo, pero sin limitacidn, bacterias tales como E. coli, células fungicas tales como
levaduras, células de mamifero incluyendo, pero sin limitacion, lineas celulares de origen bovino, porcino, mono y
roedor; y células de insecto incluyendo, pero sin limitacion, lineas celulares derivadas de Drosophilla y gusano de
seda. Dichas células huésped recombinantes pueden cultivarse en condiciones adecuadas para producir una
proteina de fusion de TERT-LTB o una forma biolégicamente equivalente. En una realizacion preferida de la
presente invencion, la célula huésped es humana. Como se define en el presente documento, la expresion “célula
huésped” no pretende incluir una célula huésped en el cuerpo de un ser humano transgénico, feto humano o
embrion humano.

Como se ha sefialado anteriormente, un vector de expresion que contiene ADN que codifica una proteina de fusién
de TERT-LTB puede usarse para la expresion de una proteina de fusion de TERT en una célula huésped
recombinante. Por lo tanto, otro aspecto de la presente invencién es un procedimiento para expresar una proteina de
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fusion de TERT-LTB en una célula huésped recombinante, que comprende: (a) introducir un vector que comprende
un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de fusién de TERT-LTB
en una célula huésped humana adecuada, en el que la proteina de fusion de TERT-LTB comprende una proteina
TERT o variante inactiva de la misma fusionada a una porcién sustancial de la proteina LTB, y en el que la proteina
de fusién es capaz de producir una respuesta inmune en un mamifero; y (b) cultivar la célula huésped en
condiciones que permitan la expresién de dicha proteina de fusién de TERT-LTB.

En realizaciones preferidas del procedimiento para expresar una proteina de fusion de TERT-LTB descrito
anteriormente, se deleciona la secuencia sefial de la secuencia de LTB.

Después de la expresion de una fusién de TERT-LTB en una célula huésped, la proteina de fusién de TERT-LTB
puede recuperarse para proporcionar una proteina de fusién de TERT-LTB purificada. Estan disponibles varios
procedimientos de purificacion de proteinas y son adecuados para su uso. La proteina recombinante puede
purificarse a partir de lisados y extractos celulares por diversas combinaciones de, o la aplicacion individual de
fraccionamiento salino, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de exclusién por tamafo, cromatografia
de adsorcion de hidroxilapatita y cromatografia de interacciéon hidréfoba. Ademas, la proteina de fusion de TERT-
LTB recombinante puede separarse de otras proteinas celulares mediante el uso de una columna de inmunoafinidad
generada con anticuerpos monoclonales o policlonales especificos para una proteina TERT, o fragmentos
polipeptidicos de una proteina TERT.

Las moléculas de acido nucleico que comprenden fusiones de TERT-LTB y las proteinas de fusién codificadas de la
presente invencién estaban disefiadas para aumentar la respuesta inmune especifica de TERT respecto al ADNc de
tipo silvestre de longitud completa que codifica TERT, para su uso en el desarrollo de vacunas. Para aumentar
adicionalmente las propiedades inmunogénicas de las secuencias de fusion de TERT-LTB de la presente invencion,
en algunas realizaciones descritas en el presente documento, los polinucledtidos que codifican proteinas de fusién
de TERT-LTB comprenden codones optimizados para una expresion de mas alto nivel en una célula huésped, como
se describe a continuacion. En estas realizaciones, al menos una porcién de los codones de las fusiones de TERT-
LTB se disefian de modo que se usen los codones preferidos por la célula huésped prevista, que en realizaciones
preferidas es una célula humana. Las fusiones de TERT-LTB optimizadas pueden usarse para el desarrollo de
vacunas de ADN basadas en plasmidos o adenovirus recombinantes, que proporcionan una inmunoprofilaxis eficaz
frente al cancer asociado a TERT a través de una inmunidad mediada por células. Las moléculas sintéticas pueden
usarse como una composicion inmunogénica. La presente invencion proporciona polinucleétidos de fusion de TERT-
LTB de codones optimizados que, cuando se introducen directamente en un vertebrado in vivo, incluyendo
mamiferos tales como primates y seres humanos, inducen la expresién de proteinas codificadas dentro del animal.

Como se ha indicado anteriormente, en algunas realizaciones de la presente invencién, las moléculas sintéticas
comprenden una secuencia de nucle6tidos, en las que algunos de los nucledtidos se han alterado de modo que se
usen los codones preferidos por una célula humana, permitiendo de este modo un alto nivel de expresién de
proteina de fusion en una célula huésped humana. Las moléculas sintéticas pueden usarse como una fuente de una
proteina de fusiébn de TERT-LTB, que puede usarse en una vacuna contra el cancer para proporcionar una
inmunoprofilaxis eficaz frente a carcinomas asociados a TERT a través de una inmunidad mediada por células. Las
moléculas de acido nucleico desveladas en el presente documento también puede servir como base para una
vacuna contra el cancer basada en ADN.

Un coddn de “triplete” de cuatro bases de nucleétidos posibles puede existir en mas de 60 formas variantes. Debido
a que estos codones proporcionan el mensaje para sélo 20 aminodacidos diferentes (asi como el inicio y la
terminacion de la transcripcién), algunos aminoacidos pueden estar codificados por mas de un codoén, un fenémeno
conocido como redundancia de codones. Por razones que no se entienden completamente, los codones alternativos
no estan uniformemente presentes en el ADN enddgeno de diferentes tipos de células. De hecho, parece existir una
jerarquia natural variable o “preferencia” por ciertos codones en ciertos tipos de células. Como ejemplo, el
aminoacido leucina esta especificado por cualquiera de seis codones de ADN incluyendo CTA, CTC, CTG, CTT,
TTA y TTG. El andlisis exhaustivo de frecuencias de codones del genoma para microorganismos ha puesto de
manifiesto que el ADN enddgeno de E. coli contiene mas cominmente el codon de especificacion de leucina CTG,
mientras que el ADN de levaduras y mohos del fango incluye mas comiunmente un codén de especificacion de
leucina TTA. En vista de esta jerarquia, generalmente se cree que la probabilidad de obtener altos niveles de
expresion de un polipéptido rico en leucina por un huésped de E. coli dependera en cierta medida de la frecuencia
de uso de codones. Por ejemplo, es probable que un gen rico en codones TTA apenas se exprese en E. coli,
mientras que un gen rico en CTG probablemente se expresara mucho en este huésped. De forma similar, un codén
preferido para la expresion de un polipéptido rico en leucina en células huésped de levadura seria TTA.

Las implicaciones de los fendmenos de preferencia de codones sobre técnicas de ADN recombinante son evidentes,
y el fendmeno puede servir para explicar muchos fracasos previos a la hora de conseguir altos niveles de expresion
de genes exdgenos en organismos huésped transformados con éxito —un codén menos “preferido” puede estar
presente de forma repetida en el gen insertado y la maquinaria de la célula huésped para la expresiéon puede no
funcionar tan eficazmente. Este fendmeno sugiere que los genes sintéticos que se han disefiado para incluir los
codones preferidos de la célula huésped prevista proporcionan una forma 6ptima de material genético extrafio para
la practica de técnicas de ADN recombinante. Por lo tanto, un aspecto de la presente invencion es un gen de fusion
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de TERT-LTB que presenta codones optimizados para la expresion en una célula humana. En una realizacién
preferida de la presente invencion, se ha descubierto que el uso de codones alternativos que codifican la misma
secuencia proteica puede eliminar las limitaciones de la expresion de proteina de fusién de TERT-LTB exdgena en
células humanas.

De acuerdo con algunas realizaciones de la presente invencién, las moléculas de acido nucleico que codifican las
proteina de fusion de TERT-LTB se convierten en una secuencia polinucleotidica que tiene una secuencia traducida
idéntica pero con un uso de codones alternativo, como se describe por Lathe, “Synthetic Oligonucleotide Probes
Deduced from Amino Acid Sequence Data: Theoretical and Practical Considerations” J. Molec. Biol. 183: 1-12
(1985). La metodologia consiste generalmente en identificar codones en la secuencia de tipo silvestre que no estén
cominmente asociados con genes humanos altamente expresados, y sustituirlos con codones éptimos para una alta
expresion en células humanas. La nueva secuencia génica se inspecciona después para determinar secuencias no
deseadas generadas por estas sustituciones de codones (por ejemplo, secuencias “ATTTA”", creacion involuntaria de
sitios de reconocimiento de corte y empalme de intrones, sitios de enzimas de restriccion no deseados, etc.). Las
secuencias no deseables se eliminan por sustitucion de los codones existentes con diferentes codones que
codifiguen el mismo aminoacido. Los segmentos génicos sintéticos se ensayan después para una expresion
mejorada.

Se entiende que este procedimiento no dara como resultado necesariamente una secuencia polinucleotidica en la
que todos los codones sean codones éptimos de acuerdo con el uso de codones de células de mamifero y/o
humanas de alto nivel de expresion. Sin embargo, se prefiere que, en realizaciones de la invencién en las que se
contemplen variantes de polinucledtidos de codones optimizados de TERT y/o LTB, una porcién sustancial de los
codones resultantes se parezca al uso de codones de genes de mamifero y/o humanos altamente expresados.

Los procedimientos descritos anteriormente se usaron para crear secuencias de genes sintéticos que codifican
proteinas de fusién de TERT-LTB, dando como resultado un gen que comprende codones optimizados para un alto
nivel de expresidon en células humanas. Aunque el procedimiento anterior proporciona un resumen de una
metodologia representativa para disefiar genes de codones optimizados para su uso en vacunas contra el cancer,
un experto en la materia entiende que puede conseguirse una eficacia vacunal o una expresién de genes
aumentada similar mediante variaciones minoritarias en el procedimiento o mediante variaciones minoritarias en la
secuencia.

Un experto en la materia también reconocera que pueden construirse moléculas de acido nucleico adicionales que
proporcionen altos niveles de expresion de fusion de TERT-LTB en células humanas, en las que sélo una porcion de
los codones de las moléculas de ADN sean codones optimizados. Por ejemplo, en algunas realizaciones de la
presente invencion, los codones que comprenden la porcién TERT de la fusién de TERT-LTB estan optimizados
para un alto nivel de expresion en células humanas, y los codones que comprenden la porciéon LTB de la fusion de
TERT-LTB son sustancialmente similares a la LTB de tipo silvestre. En otras realizaciones de la presente invencion,
los codones que comprenden la porcion LTB de la fusién de TERT-LTB estan optimizados para un alto nivel de
expresion en células humanas, y los codones que comprenden la porcion TERT de la fusion de TERT-LTB son
sustancialmente similares a un gen de TERT de tipo silvestre. En otras realizaciones mas de la presente invencion,
las porciones tanto TERT como LTB de la fusion de TERT-LTB son de codones optimizados para un alto nivel de
expresion en células humanas, por ejemplo, la secuencia de hTERT-LTBopt como se expone en la SEC ID N°: 5.
También se contemplan por la presente invencién fusiones de TERT-LTB en las que s6lo un subconjunto de los
codones estan optimizados dentro de la porcion de TERT y/o LTB de la fusion de TERT-LTB.

Los acidos nucleicos de la presente invencién pueden ensamblarse en un casete de expresién que comprende
secuencias disefiadas para proporcionar una expresion eficaz de la proteina en una célula humana. El casete
contiene preferentemente un gen codificante de proteina de fusion de TERT-LTB, con secuencias de control de la
transcripcion y de la traduccion relacionadas unidas operativamente al mismo, tales como un promotor y secuencias
de terminaciéon. En una realizacién preferida, el promotor es el promotor de citomegalovirus con la secuencia del
intron A (CMV), aunque los expertos en la materia reconoceran que puede usarse cualquiera de varios otros
promotores conocidos, tales como un promotor de inmunoglobulina fuerte u otro promotor de gen eucariota. Un
terminador de la transcripcién preferido es el terminador de la hormona de crecimiento bovina, aunque también
pueden usarse otros terminadores de la transcripcion conocidos. La combinacion de terminador de CMV-BGH se
prefiere particularmente.

De acuerdo con la presente invencidn, el casete de expresion de la fusiéon de TERT-LTB se inserta en un vector. El
vector es preferentemente un vector adenovirico o plasmidico, aunque también puede usarse ADN lineal unido a un
promotor, u otros vectores tales como virus adenoasociados o un virus vaccinia modificado, vector retrovirico o
lentivirico.

En una realizacion preferida de la invencion, el vector es un vector de adenovirus (usado indistintamente en el
presente documento con el término “adenovector”). Los adenovectores pueden basarse en diferentes serotipos de
adenovirus, tales como los encontrados en seres humanos o animales. Los ejemplos de adenovirus de animales
incluyen bovinos, porcinos, de chimpancés, murinos, caninos y aviares (CELO). Los adenovectores preferidos estan
basados en serotipos humanos, mas preferentemente serotipos de Grupo B, C o D. Los ejemplos de serotipos de
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Grupo B, C, D o E de adenovirus humanos incluyen los tipos 2 (“Ad2”), 4 (“Ad4"), 5 (“Ad5"), 6 (“Ad6"), 24 (“Ad24"), 26
(“Ad26"), 34 (“Ad34") y 35 (“Ad35"). En realizaciones particularmente preferidas de la presente invencion, el vector
de expresion es un vector de adenovirus de tipo 6 (Ad6).

Si el vector seleccionado es un adenovirus, se prefiere que el vector sea un denominado vector adenovirico de
primera generacion. Estos vectores adenoviricos se caracterizan por tener una region de gen E1 no funcional vy,
preferentemente, una regién de gen E1 adenovirico delecionada. Ademas, los vectores de primera generacion
pueden tener una region de gen E3 no funcional o delecionada (Danthinne y col. Gene Therapy 7: 1707-1714
(2000); F. L. Graham, Immunology Today 21(9): 426-428 (2000)). Los adenovectores no tienen que tener sus
regiones E1 y E3 completamente eliminadas. En su lugar, se elimina una cantidad suficiente de la region E1 para
hacer que el vector sea incompetente para la replicacion en ausencia de que las proteinas E1 se suministren en
trans; y la delecion de E1 o la combinacion de las deleciones de E1 y E3 son suficientemente grandes para alojar un
casete de expresion génica.

En algunas realizaciones, el casete de expresion se inserta en la posicién en la que se localiza normalmente el gen
E1 adenovirico. Ademas, estos vectores tienen opcionalmente una regién E3 no funcional o delecionada. Se prefiere
que el genoma de adenovirus usado tenga delecionadas las regiones tanto E1 como E3 (AE1AE3). Los adenovirus
pueden multiplicarse en lineas celulares conocidas que expresan el gen E1 virico, tales como células 293 o células
PERC.6, o en lineas celulares derivadas de células 293 o PERC.6 que se transformen de forma transitoria o de
forma estable para expresar una proteina extra. Por ejemplo, cuando se usan construcciones que tienen una
expresion de gen controlador, tal como un sistema de promotor regulable por tetraciclina, la linea celular puede
expresar los componentes implicados en el sistema regulador. Un ejemplo de dicha linea celular es T-Rex-293; se
conocen otras en la técnica.

Por comodidad en la manipulacién del vector adenovirico, el adenovirus puede estar en forma de un plasmido
lanzadera. La presente invencion también se refiere a un vector plasmidico lanzadera que comprende una porcion
plasmidica y una porcion de adenovirus, comprendiendo la porcién de adenovirus un genoma adenovirico que tiene
E1l delecionado y una delecion de E3 opcional, y que tiene un casete de expresion insertado que comprende una
secuencia de nucleétidos codificante de proteina de fusion de TERT-LTB. En realizaciones preferidas, existe un sitio
de restriccion flanqueando la porcién adenovirica del plasmido, de modo que el vector adenovirico puede eliminarse
facilmente. El plasmido lanzadera puede replicarse en células procariotas o células eucariotas.

En una realizacién preferida de la invencion, el casete de expresién se inserta en un plasmido de adenovirus Ad6
(AE1AE3) (véase Emini y col., documento US20040247615). Este vector comprende un genoma adenovirico Ad6
con las regiones E1 y E3 delecionadas. En otras realizaciones preferidas de la invencion, el casete de expresion se
inserta en el plasmido adenovirico pMRKAd5-HVO (véase Emini y col., documento US20030044421). Este plasmido
comprende un genoma adenovirico Ad5 con las regiones E1 y E3 delecionadas. El disefio del plasmido pMRKAd5-
HVO se mejord sobre los adenovectores previos por extension de la region de empaquetamiento que actda en cis 5’
mas hacia el gen E1 para incorporar elementos que se descubrié que eran importantes en la optimizacion del
empaquetamiento virico, dando como resultado una amplificacion de virus aumentada. Ventajosamente, estos
vectores adenoviricos mejorados son capaces de mantener una estabilidad genética después de una propagacion
de alto numero de pases.

Las técnicas convencionales de biologia molecular para preparar y purificar construcciones de ADN permiten la
preparacion de los adenovirus, plasmidos lanzadera e inmundgenos de ADN de la presente invencion.

Se ha determinado de acuerdo con la presente invencidon que la vacunacion genética con ADN plasmidico que
codifica TPA mTERT(AI)-LTBopt puede romper la inmunotolerancia en ratones BALB/c y B6 (véase el EJEMPLO 7).
También se ha demostrado en el presente documento que la inmunizacion con el plasmido TPA-mTERT(AI)-LTBopt
puede generar una respuesta inmune citotéxica en ratones BALB/c (véase el EJEMPLO 8). Se ha demostrado
ademas que esta construccion es capaz de inducir una respuesta inmune CD8+ mas potente que mTERT(AI)
solamente (véase el EJEMPLO 9) y es capaz de controlar el crecimiento tumoral (EJEMPLO 11). Por lo tanto, los
datos descritos en la presente memoria demuestran que la fusion de la secuencia codificante de TERT con el ADNc
de LTB da como resultado un aumento en la respuesta inmune especifica de TERT.

También se ha demostrado de acuerdo con la presente invencion que el hTERT(AI)-LTBopt puede inducir una
respuesta inmune CD8+ restringida por HLA-A2 (véase el EJEMPLO 12), y que esta respuesta inmune puede
amplificarse por refuerzo con Ad6-hTERT(AI).

Por lo tanto, los vectores descritos anteriormente pueden usarse en composiciones inmunogénicas y vacunas para
prevenir el desarrollo de tumores asociados con una expresién aberrante de TERT y/o para tratar canceres
existentes. Los vectores de la presente invencién permiten el desarrollo y la comercializaciéon de vacunas eliminando
las dificultades con la obtencion de altos niveles de expresion de TERT exdgena en organismos huésped
transformados con éxito y proporcionando una proteina de fusiéon de TERT-LTB que pueda generar una respuesta
inmune aumentada cuando se administra a un mamifero tal como un ser humano.

Con este fin, también se describe un procedimiento de prevencion o tratamiento del cancer asociado a TERT, que

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2376 010 T3

comprende administrar a un mamifero un vector vacunal, que comprende un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos de la invencion.

El vector vacunal puede administrarse para el tratamiento o la prevencién de un cancer en cualquier mamifero,
incluyendo, pero sin limitacién: cancer pulmonar, cancer de mama y cancer colorrectal. En una realizacién preferida
de la invencién, el mamifero es un ser humano.

Ademas, un experto en la materia puede seleccionar cualquier tipo de vector para su uso en el procedimiento de
tratamiento y prevencién descrito. Preferentemente, el vector es un vector de adenovirus o un vector plasmidico. En
una realizacion preferida de la invencion, el vector es un vector adenovirico que comprende un genoma adenovirico
con una delecién en la regiéon E1 de adenovirus y un inserto en la regiéon E1 de adenovirus, en el que el inserto
comprende un casete de expresion que comprende: (a) una secuencia de nucleétidos de la invencién; y (b) un
promotor unido operativamente al polinucledtido.

La presente invencion se refiere ademas a un vector vacunal de adenovirus que comprende un genoma adenovirico
con una delecién en la region E1 y un inserto en la regiéon E1, en el que el inserto comprende un casete de expresion
gue comprende: (a) una secuencia de nuclettidos de la invencion; y (b) un promotor unido operativamente al
polinucleétido.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el vector adenovirico es un vector Ad 6.
En otra realizacion preferida de la invencion, el vector adenovirico es un vector Ad 5.

En otra realizacion preferida mas, el vector adenovirico es un vector Ad 24. También se contempla para su uso en la
presente invencién un vector vacunal de adenovirus que comprende un genoma de adenovirus que infecta de forma
natural a una especie distinta del ser humano, incluyendo, pero sin limitacién, vectores adenoviricos de chimpanceés.
Una realizacion preferida de este aspecto de la invencién es un vector vacunal Ad 3 de chimpancé.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un plasmido vacunal que comprende una porcién plasmidica y una porcion
de casete de expresion, comprendiendo la porcion de casete de expresion: (a) una secuencia de nucleétidos de la
invencion; y (b) un promotor unido operativamente al polinucleétido. Un ejemplo de un plasmido adecuado seria el
plasmido de expresién de mamifero VIJns como se describe (J. Shiver y col. en DNA Vaccines, M. Liu y col. eds., N.
Y. Acad. Sci., N. Y., 772: 198-208 (1996).

En algunas realizaciones de la presente invencién, las vacunas de polinucleétidos basadas en plasmidos y
adenovirus recombinantes desveladas en el presente documento se usan en diversas combinaciones de
sensibilizacion/refuerzo para inducir una respuesta inmune aumentada. En este caso, los dos vectores se
administran en un régimen de “sensibilizacion y refuerzo”. Por ejemplo, el primer tipo de vector se administra una o
mas veces y entonces, después de una cantidad de tiempo predeterminada, por ejemplo, 2 semanas, 1 mes, 2
meses, seis meses u otro intervalo apropiado, se administra un segundo tipo de vector una 0 mas veces.
Preferentemente, los vectores llevan casetes de expresion que codifican el mismo polinucle6tido o una combinacion
de polinucledtidos.

En la realizacién en la que también se usa ADN plasmidico, se prefiere que el vector contenga uno o mas
promotores reconocidos por células de mamifero o de insecto. En una realizacion preferida, el plasmido contendria
un promotor fuerte tal como, pero sin limitacién, el promotor de CMV. Un experto en la materia reconocera que
puede seleccionarse cualquiera de varios otros promotores conocidos con los fines de dirigir la expresion de las
secuencias de nucleétidos de TERT-LTB de la presente invencion. Los ejemplos de promotores adicionales incluyen
promotores de origen natural tales como el promotor alfa EF 1, el promotor del virus del sarcoma de Rous y los
promotores temprano/tardio de SV40 y el promotor de p-actina; y promotores artificiales tales como un promotor
especifico de musculo sintético y un promotor de CMV/especifico de musculo quimérico (Li y col., Nat. Biotechnol.
17: 241-245 (1999); Hagstrom y col., Blood 95: 2536-2542 (2000)). El gen de fusion de TERT-LTB sintético u otro
gen a expresar estaria unido a dicho promotor.

Como se ha indicado anteriormente, una vacuna de vector adenovirico y una vacuna plasmidica pueden
administrarse a un vertebrado como parte de un solo régimen terapéutico para inducir una respuesta inmune. Por lo
tanto, se desvela un procedimiento de proteccion de un mamifero de un cancer asociado a TERT que comprende:
(a) introducir en el mamifero un primer vector que comprende: i) una secuencia de nucleétidos de la invencion vy ii)
un promotor unido operativamente al polinucleétido; (b) permitir que pase una cantidad de tiempo predeterminada; y
(c) introducir en el mamifero un segundo vector que comprende: i) una secuencia de nucledétidos de la invencion; vy ii)
un promotor unido operativamente al polinucleétido.

En una realizacion del procedimiento de proteccién descrito anteriormente, el primer vector es un plasmido y el
segundo vector es un vector de adenovirus. En una realizacién alternativa, el primer vector es un vector de
adenovirus y el segundo vector es un plasmido. En algunas realizaciones de la presente invencion, el primer vector
se administra al paciente mas de una vez antes de que se administre el segundo vector.

En el procedimiento descrito anteriormente, el primer tipo de vector puede administrarse mas de una vez, con cada
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administracion del vector separada por una cantidad de tiempo predeterminada. Dicha serie de administraciéon del
primer tipo de vector puede estar seguida de la administraciéon de un segundo tipo de vector una o mas veces,
después de que haya pasado una cantidad de tiempo predeterminada. De forma similar al tratamiento con el primer
tipo de vector, el segundo tipo de vector también puede administrarse una vez o mas de una vez, después de
intervalos de tiempo predeterminados.

Se desvela un procedimiento de tratamiento de un paciente que padece un cancer asociado a TERT que
comprende: (a) introducir en el mamifero un primer vector que comprende: i) una secuencia de nucleétidos de la
invencion; y ii) un promotor unido operativamente al polinucleétido; (b) permitir que pase una cantidad de tiempo
predeterminada; y (c) introducir en el paciente un segundo vector que comprende: i) una secuencia de nucleétidos
de la invencién; y ii) un promotor unido operativamente al polinucleétido.

El primer vector puede ser un plasmido y el segundo vector puede ser un vector de adenovirus. Como alternativa, el
primer vector puede ser un vector de adenovirus y el segundo vector puede ser un plasmido. El primer vector puede
administrarse al paciente mas de una vez antes de que se administre el segundo vector al paciente.

La cantidad de ADN expresable o de ARN transcrito a introducir en un destinatario de vacuna dependera
parcialmente de la potencia de los promotores usados y de la inmunogenicidad del producto génico expresado. En
general, una dosis inmunolégicamente o profilacticamente eficaz de aproximadamente 1 ng a 100 mg v,
preferentemente, de aproximadamente 10 pg a 300 pg de un vector vacunal plasmidico se administra directamente
en tejido muscular. Una dosis eficaz para adenovirus recombinante es de aproximadamente 10°-10" particulas vy,
preferentemente, de aproximadamente 10-10" particulas. La inyeccién subcutanea, la introduccion intradérmica, la
impresion a través de la piel y otros modos de administracion tales como la administracién intraperitoneal,
intravenosa, intramuscular o por inhalacién también se contemplan.

Los vectores vacunales pueden introducirse en el destinatario a través de inyeccién intramuscular.

Los vectores vacunales de la presente invencion pueden estar desnudos, es decir, no asociados con ninguna
proteina u otros agentes que afecten al sistema inmune del destinatario. En este caso, es deseable para los vectores
vacunales que estén en una solucion fisioldgicamente aceptable, tal como, pero sin limitacién, solucién salina estéril
0 solucién salina tamponada estéril. Como alternativa, puede ser ventajoso administrar un agente que contribuya a
la captacion celular de ADN, tal como, pero sin limitacién, ién calcio. Estos agentes se denominan generalmente
reactivos facilitadores de la transfeccion y camaras farmacéuticamente aceptables. Los expertos en la materia seran
capaces de determinar el reactivo o vehiculo farmacéuticamente aceptable particular, asi como el tiempo y modo de
administracion apropiados.

Los ejemplos siguientes ilustran la invencion.
Ejemplo 1
Construccion de proteinas de fusion de TERT

Para determinar si la fusion del antigeno de transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT) con la subunidad LTB de
enterotoxina termolabil de E. coli (Fingerut y col. Vaccine 23(38): 4685-96 (2005); Rigano y col. Plant Cell Rep.
22(7): 502-8 (2004)) podia aumentar la inmunogenicidad de TERT en solitario, se construyeron vectores que
codifican la transcriptasa inversa de la telomerasa de longitud completa con modificaciones. En primer lugar, se
optimizaron los codones de la secuencia de ADN para incorporar los codones preferidos por células huésped
humanas. Ademas, para asegurarse de que el antigeno codificado era seguro para uso vacunal, se introdujeron
mutaciones en la secuencia de nuclettidos de TERT para inactivar la actividad catalitica de la telomerasa de la
proteina codificada. En concreto, se afadieron las mutaciones D712A y V713l a la secuencia de TERT humanay se
afiadieron las mutaciones D702A y V703l a la secuencia de TERT de ratén (Arai y col. Two independent regions of
human telomerase reverse transcriptase are important for its oligomerization and telomerase activity. J. Biol. Chem.
277 (10): 8538-44 (2002)).

Las fusiones de TERT se obtuvieron por ingenieria genética uniendo el extremo C-terminal de las secuencias de
nucleétidos de TERT modificadas descritas anteriormente a una secuencia de nucleétidos que codifica una LTB
modificada (nt 64 a 375), en la que se habia eliminado la secuencia codificante de péptido sefial. Ademas, se afiadio
una secuencia lider que codifica la secuencia sefal del activador de plasminégeno tisular (TPA) humano 5’ a la
secuencia de nucleétidos codificante de TERT para asegurar la secrecion de la proteina TERT (Haddad y col.
Comparative study of DNA-based immunization vectors: effect of secretion signals on the antibody responses in
mice. FEMS Immunol. Med. Microbiol. 18(3): 193-202 (1997)). Se optimizaron los codones de la secuencia completa
para incorporar codones preferidos por células huésped humanas usando algoritmos informaticos. El gen de
codones optimizados sintético se ensamblé mediante oligonucledtidos sintéticos. En la construccion final, se
afnadieron dos aminoacidos (S y R) entre la secuencia de TERT y la secuencia de LTB debido a la estrategia de
clonacion.

Las secuencias de nucledtidos que codifican las fusiones de TERT se clonaron en el vector pV1JnsA bajo el control
del promotor de citomegalovirus humano (CMV)/intron A mas la sefial de poliadenilacion de la hormona de
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crecimiento bovina (BGH). El plasmido pV1J/TPA-hTERT-LTBopt lleva el ADNc inactivado de codones optimizados
de TERT humana fusionado a las secuencias codificantes de la secuencia sefial de TPA en el extremo N-terminal, y
LTB en el extremo C-terminal. De forma similar, el plasmido pV1J/TPA-mTERT-LTBopt lleva el ADNc inactivado de
codones optimizados de TERT de rat6n fusionado a TPA 'y LTB.

Ejemplo 2
Construcciones de plasmido y adenovirus

pV1JInsA/TPA-mTERT(A-LTBopt: El plasmido 041046pucKana que contenia la secuencia de TPA-mTERT(AI)-LTB
se obtuvo en GENEART (Geneart GmbH, Regensburg, Alemania). El plasmido se digiri6 con Bglll y Sall y el
fragmento resultante se cloné en el sitio Bglll/Sall en el plasmido pV1JnsA (Montgomery y col., DNA Cell Biol., 12
(9): 777-83(1993)).

pV1JInsA/MTERT(Alopt: El pV1InsA/TPA-mTERT(AI)-LTB se digirié con Xbal para eliminar la secuencia codificante
de LTB (presente entre dos sitios Xbal), la construccién resultante pV1JInsA/TPA-mTERT(AI) tenia 3 aminoacidos
(S;R;N) después del ultimo aminoacido de mTERT y antes del codén de terminacion. La eliminacion de la secuencia
codificante de TPA se realiz6 en el pV1InsA/TPA-mTERT(AI) por digestion con BamHI y EcoRV. La secuencia
codificante de TPA se sustituyé por un producto de PCR obtenido amplificando la secuencia de mTERT con el
cebador con sentido (5-GATCTGATGATATCGCCA CCATGACCAGAGCCCCCAGATG-3; SEC ID Neo: 15) y el
cebador antisentido (5'-AGGGGGGATCCGCACACCTGGTAGGCGCAGCTGGGG-3"; SEC ID N°: 16) y se clono de
nuevo en el vector digerido con BamHI y EcoRV.

pV1JInsA/TPA-hTERT(AI-LTBopt: El fragmento sintético correspondiente a TPA-hTERT(AI)-LTB obtenido por
GENEART se clon6 en el pvV1JnsA usando los sitios de restriccion Bglll/Sall.

Ad6-TPAMTERT(AN-LTBopt: El plasmido 041046pucKana que contenia la secuencia de TPA-mTERT(AI)-LTBopt se
obtuvo en GENEART. El plasmido se digiri6 con Bglll y Sall y el fragmento se cloné con Bglll/Sall en el vector
lanzadera plasmidico pNEBAd6-CMVpA. El plasmido pNEBAd6-CMVpA-TPA-mTERT(AI)-LTB digerido con
EcoRI/Hindll se recombin6 con el plasmido linealizado con Clal pMRK Ad6 AE1 AE3. El plasmido se corté con Pac |
para liberar las ITR de Ad y se transfecté en células Perc-6. La amplificacion del vector Ad6 se llevd a cabo por
pases en serie y se purifico a través de purificacion en gradiente de CsCl convencional.

Ad6-hTERT(AD: El plasmido pCRsript que contenia la secuencia de tipo silvestre de hTERT (la secuencia de tipo
silvestre de hTERT se rescat6 por transcripcion inversa de ARNm de células tumorales humanas) se digirié con
Bglll/Xbal, se rellené con la enzima Klenow y se cloné en pV1JnsA digerido con EcoRV y Bglll. El pV1InsA-hTERT
se mut6 usando un oligonucleétido (5-CTGTACTT TGTCAAGGTGGCTATCACGGGCGCGTACG-3’; SEC ID N°: 17)
y el kit de mutagénesis dirigida Quikchange de Stratagene (Stratagene, LA Jolla, CA; Cat: 200513) para obtener el
pV1InsA-hTERT(AI). El plasmido se digiri6 con Bglll y Sall y el fragmento se clon6é con Bglll/Sall en el vector
lanzadera plasmidico pNEBAd6-CMVpA. El plasmido pNEBAd6-CMVpA-hTERT(AI) se digiri6 con Pacl/Pmel y se
recombiné con plasmido linealizado con Clal pMRK Ad6 AE1 AE3. El plasmido se corté con Pacl para liberar las ITR
de Ad y se transfectd en células Perc-6. La amplificacion del vector Ad6 se llevé a cabo por pases en serie y se
purifico a través de una purificacion en gradiente de CsCl convencional.

Ejemplo 3
Ensayo ELISPOT de IFN-y

Se detectaron esplenocitos de ratén que secretaban IFN-y de una forma especifica de antigeno usando un ensayo
Inmunospot (ELISPOT) unido a enzimas (Miyahira y col. J Immunol Methods 181(1): 45-54 (1995)). Se revistieron
placas MAIP de noventa y seis pocillos (Millipore Corp., Billerica, MA) con 100 pl/pocillo de anti-IFN-y de raton de
rata purificado (IgG1, clon R4-6A2, Pharmingen) diluido hasta 2,5 pg/ml en PBS estéril. Después de lavar con PBS,
el bloqueo de las placas se llevd a cabo con 200 pl/pocillo de medio R10 durante 2 h a 37 °C.

Se obtuvieron esplenocitos por extirpacién del bazo de los ratones eutanasiados de una forma estéril, seguido de
disgregacion del bazo por rallado sobre una rejilla de metal. Se eliminaron los eritrocitos por lisis osmaética por
adicion de 1 ml de PBS 0,1X al sedimento celular y agitacion vorticial durante aproximadamente 15 s. Después, se
afadié un ml de PBS 2x y el volumen se llevé a 4 ml con PBS 1x. Las células se sedimentaron por centrifugacion a
1200 rpm durante 10 min a temperatura ambiente, y el sedimento se resuspendié en 1 ml de medio R10. Las células
viables se contaron usando tincién de Tirks.

Los esplenocitos se sembraron en placas a 5 x 10° y 2,5 x 10° células/pocillo por duplicado y se incubaron durante
20 h a 37 °C con una suspension de 1 pug/ml de cada péptido. Se usé concanavalina (ConA) como control interno
positivo para cada raton a 5 ug/ml. Después de lavar con PBS, Tween 20 al 0,05 %, las placas se incubaron durante
una noche a 4 °C con 50 pl/pocillo de anti-IFNy de ratén de rata conjugado con biotina (IgG1 de rata, clon XMG 1.2,
PharMingen) diluido a 1:2500 en tamp6n de ensayo. Después de un lavado exhaustivo, las placas se revelaron por
adicion de NBTB-CIP 50 pl/pocillo (Pierce) hasta que era claramente visible el desarrollo de manchas. La reaccién
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se interrumpié por lavado de las placas minuciosamente con agua destilada. Las placas se secaron al aire y
después se contaron las manchas usando un lector ELISPOT automatico.

Ejemplo 4
Tincién de citocina intracelular

De uno a dos millones de esplenocitos de ratén o PBMC obtenidas por extraccién de sangre retroorbitaria en EDTA
se resuspendieron en 1 ml de RPMI FCS al 10 % y se incubaron con una combinacion de péptidos (5-6 pug/ml de
concentracion final de cada péptido) y brefeldina A (1 pg/ml; BD Pharmingen n° cat 555028/2300kk) a 37 °C y CO» al
5 % durante 12-16 horas. Después, las células se lavaron con tampén FACS (PBS FBS al 1 %, NaNs al 0,01 %) y se
incubaron con blogue de Fc anti-CD16/CD32 de raton purificado (BD Pharmingen n° cat 553142) durante 15 min a 4
°C. Después, las células se lavaron y se tifieron con anticuerpos de superficie: anti-ratén conjugado con CD4-PE (BD
Pharmingen, n° cat. 553049), anti-raton conjugado con PercP CD8 (BD Pharmingen n° cat 553036) y anti-CD3e de
ratén conjugado con APC (BD Pharmingen n° cat 553066) durante 30 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad. Después del lavado las células se fijaron y se permeabilizaron con Solucién Cytofix-Cytoperm (BD
Pharmingen n° cat 555028/2300kk) durante 20 min a 4 °C en la oscuridad. Después de lavar con Solucion
PermWash (BD Pharmingen n° cat 555028/2300kk) las células se incubaron con los anticuerpos de IFNy-FITC (BD
Pharmingen). Después, las células se lavaron, se fijaron con formaldehido al 1 % en PBS y se analizaron en un
citdbmetro de flujo FACS-Calibur usando el programa informatico CellQuest (Becton Dickinson, San José, CA).

Ejemplo 5
Ensayo de linfocitos T citotéxicos (CTL)

Se obtuvieron esplenocitos extirpando el bazo de los ratones eutanasiados de forma estéril, seguido de disgregacion
del bazo por rallado sobre una rejilla de metal. Se eliminaron los eritrocitos por lisis osmética por adicion de 1 ml de
PBS 0,1X al sedimento celular y agitacion vorticial durante aproximadamente 15 s. Se sembraron en placas
esplenocitos a 2 x 10° células/ml en R10 en una placa de cultivo celular de 24 pocillos (2 ml de células/pocillo) en
presencia del péptido inmunogénico a la concentracion final de 10 pg/ml. Las placas se incubaron a 37 °C, humedad
del 95 %, CO; al 5 % durante 6 dias. El dia 3 de cultivo, se afiadi6 IL-2 humana recombinante a una concentracion
final de 10 U/ml.

Las células diana que crecian en fase exponencial se recogieron y se llevaron a 1 x 10° células/ml/tubo en presencia
de péptido inmunogénico a 10 ug/ml de concentracion final. Las células se marcaron con 50-100 pCi de *ICritubo a
37 °C durante 2 horas. Las células diana se lavaron tres veces con 10 ml de medio por centrifugacion a 250 g, a
temperatura ambiente durante 5 min y se llevaron 1 x 10° células/ml.

El ensayo de CTL se realizd por siembra en placa de células Efectoras/Diana con una proporcion de E/T a 100:1,
50:1, 25:1y 12,5:1. Después de 4 horas de incubacion, las placas se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min y se
recogio el sobrenadante (30 pl/pocillo). Las placas se secaron durante una noche y se contaron usando un contador
BetaPlate.

Ejemplo 6
Inmunizacion de ratones

Se adquirieron ratones C57BL/6 hembra (H-2b) en Charles River (Lecco, Italia). Los ratones HLA-A2.1 (HHD) se
proporcionaron por cortesia de F. Lemmonier (Instituto Pasteur, Paris, Francia). Se adquirieron ratones BALB/c (H-
2d) en Charles River (Lecco, Italia). Los ratones se inmunizaron a las 8 semanas de edad. Se electroinyectaron
cincuenta microgramos de ADN plasmidico en un volumen de 50 ul en el cuadriceps de los ratones como se ha
descrito previamente (Rizzuto y col. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96(11): 6417-22 (1999)). La electroporacion (EP)
se realizé como se ha descrito previamente (Zucchelli y col. J. Virol. 74(24): 11598-607 (2000); Rizzuto y col.,
anteriormente). En resumen, el choque eléctrico consistia en 10 series con 1000 pulsos cuadrados bipolares
(90V/cm, 75mA, 200 pus/fase). Las inyecciones de Ad se llevaron a cabo en los cuadriceps de ratones en un volumen
de 50 pl. Se analizé la respuesta inmune mediada por células en el momento indicado.

Ejemplo 7
La vacunacion genética con ADN plasmidico que codifica TPA-mTERT(AI)-LTB rompe la inmunotolerancia

Para determinar si la vacunaciéon de ratones con TPA-mTERT(AI)-LTB podia romper la inmunotolerancia, se
inmunizaron grupos de 20 ratones BALB/c con 5 inyecciones semanales de plasmido pV1J/TPA-mTERT(AI)-LTB
seguido de electroporacion, como se describe en el EJEMPLO 6. Once dias después de la Ultima inyeccién, se
obtuvieron esplenocitos de ratones individuales, que se usaron para analizar la respuesta inmune mediada por
células mediante un ensayo ELISPOT de IFN-y y mediante tincidn de citocina intracelular (ICS).

La secrecion de IFNy especifica de antigeno a partir de esplenocitos estimulados se midid usando tres
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combinaciones de péptidos de mTERT de 15 mondémeros que solapaban en 11 aminoéacidos y que abarcaban la
proteina mTERT completa. La combinacion de mTERT-1 estaba compuesta por 94 péptidos individuales que
abarcaban la region de mTERT del aminoacido 1 al 388. La combinacion de mTERT-2 estaba compuesta por 106
péptidos individuales que abarcaban la region de mTERT del aminoacido 377 al 811. La combinacién de mTERT-3
estaba compuesta por 78 péptidos individuales que abarcaban la region de mTERT del aminoacido 801 al 1122.
Como control negativo, también se midié la produccién de citocina tras la estimulacién de los esplenocitos con
DMSO a la misma concentracion usada para solubilizar los péptidos de TERT. La respuesta inmune inducida frente
al adyuvante LTB se detect6 también usando una combinacién de 24 péptidos de 15 mondmeros individuales que
solapaban en 11 aminoéacidos y que abarcaban la secuencia completa de LTB. Los resultados de ELIspot indican
que la vacunacion de ratones con TPA-mTERT (Al)-LTBopt generaba una respuesta inmune mediada por células
(CMI) contra las regiones N-terminal y central de la proteina TERT, contenidas dentro de las combinaciones de
péptidos TERT-1y TERT-2 (FIGURA 3). También se detectd la CMI contra LTB mediante ELIspot (FIGURA 3).

Para caracterizar mejor la respuesta de linfocitos T generada por el plasmido pV1J/TPA-mTERT(AI)-LTBopt, y para
identificar el subconjunto de linfocitos T CD8+ y CD4+ responsables de la produccion de IFN-y, se llevé a cabo la
tincién intracelular de IFN-y en esplenocitos de ratones vacunados y se analizé por FACS. Los datos obtenidos por
ICS demuestran que la inmunizacién genética de ratones BALB/c vacunados con TPA-mTERT(AI)-LTBopt generaba
una respuesta de linfocitos T CD8" significativa contra la region N-terminal de la proteina TERT (contenida dentro de
la combinacion de péptidos mTERT-1, véase la FIGURA 4). La respuesta de linfocitos T CD4" se mape6 en la region
central de TERT (combinacion de péptidos mMTERT-2). Por el contrario, no pudo detectarse CMI en estos ratones
contra la regién C-terminal de la proteina (combinacion de péptidos mTERT-3). También se detecté una respuesta
de linfocitos T CD4" contra LTB (FIGURA 4).

Para mapear adicionalmente la respuesta de linfocitos T CD8+, se us6 una combinacion de tamafio medio de
péptidos de 15 monémeros de mTERT. Cada combinacion de tamafio medio contenia diez péptidos de 15
monomeros, que estaban cada uno contenido individualmente en una combinacién de tamafio medio separada. Por
lo tanto, una reaccién positiva de 2 combinaciones de tamafio medio identificaria inequivocamente un péptido de 15
monomeros individual como inmunogénico. Debido a que los epitopos CD8+ son siempre de 9 aminoacidos de
longitud, cualquier péptido CD8+ esta contenido en dos péptidos de 11 mondémeros adyacentes. Los resultados
demostraron que la respuesta inmune de linfocitos T CD8+ estaba localizada en la regién de TERT incluida en los
péptidos de MTERT de 15 mondmeros siguientes: mTERT-41 (TERTaal61l; LVPPSCAYQVCGSPL (SEC ID N°: 18)
y mTERT-42 (TERTaal65; SCAYQVCGSPLYQIC; SEC ID N° 19). Por solapamiento de los dos péptidos de 15
monomeros (NTERT41 y mTERT-42), se sintetizaron tres nonameros reactivos posibles y se ensayaron en ICS. Por
altimo, el epitopo CD8" inmunodominante en ratones BALB/c se identifico en la secuencia siguiente (NTERTaal67;
AYQVCGSPL; SEC ID Ne°: 20). Estos resultados demuestran que la vacunacién de ratones BALB/c con pV1J/TPA-
MTERT-LTB podria romper la inmunotolerancia al antigeno de mTERT.

Para confirmar los datos obtenidos en ratones BALB/c, se inmunizaron también ratones C57BL/6 (B6) con 5
inyecciones semanales de plasmido pV1J/TPA-mTERT(AI)-LTBopt. Se llevé a cabo la tincion intracelular de IFN-y en
esplenocitos de ratones vacunados y se analizaron por FACS. De forma similar a los resultados obtenidos con
ratones BALBI/c, la tolerancia frente a mTERT se rompi6 en todos los ratones B6. Ademas, se detectaron linfocitos T
tanto CD4" como CD8" que producian IFNy por ICS tras la estimulacion con péptidos de TERT (véase la FIGURA 6).

La respuesta inmune CD8+ generada por vacunacion con ADN en ratones C57BL/6 estaba principalmente sesgada
hacia la region central de la proteina TERT (combinacién de péptidos mMTERT-2). También era detectable una
respuesta inmune a CD8+ més débil en la combinacion de péptidos de mTERT-1. La respuesta inmune CD8+ se
maped en ratones B6 usando combinaciones de tamafio medio como se han descrito anteriormente. Se identificaron
dos epitopos CD8+ en B6, La primera secuencia inmunogénica se maped en la secuencia de aminoacidos
MTERT198 (VGRNFTNL; SEC ID N° 21) y el segundo epitopo CD8+ se mapel en la secuencia mTERT486
(SLGKYGKL; SEC ID N°: 22). Ademas, la respuesta inmune CD4+ estaba localizada en la region N-terminal de
TERT (combinacién de péptidos mTERT-1). No se detecté respuesta inmune contra la regién C-terminal de mTERT.

De forma similar a los resultados obtenidos con ratones BALB/c descritos anteriormente, la inmunizacion y el analisis
de la respuesta inmune posterior de ratones B6 confirma que la inmunizacién con TPA-mTERT(AI)-LTBopt puede
romper la inmunotolerancia al antigeno mTERT. Por lo tanto, en su conjunto, los resultados obtenidos con ratones
BALB/c y B6 indican que la fusién de TPA-mTERT(AI)-LTBopt es un inmundgeno potente en el contexto propio
independientemente de la cepa de ratones usada.

Ejemplo 8
Actividad citolitica de linfocitos T CD8" especificos de TERT

Se us6 un ensayo de linfocitos T citotéxicos (CTL) para detectar la actividad citolitica de linfocitos T CD8"
especificos de TERT generada por inmunizacién de ratones BALB/c con pV1J/TPA-mTERT(AI)-LTBopt. Los ratones
se inmunizaron con 5 inyecciones semanales de plasmido pV1J/TPA-mTERT(AI)-LTBopt, seguido de
electroporacion. Los esplenocitos de ratones obtenidos de 2 ratones individuales se recogieron 10 dias después de
la dltima inmunizacién. Estos esplenocitos se estimularon durante una semana con el péptido inmunogénico
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MTERTaal67 (AYQVCGSPL; SEC ID N°: 20) para obtener linfocitos T activados in vitro. La linea celular tumoral
singénica de BALB/c 4T1 (Aslakson y col. Cancer Res. 52(6): 1399-405 (1992)) se us6 como diana. Las células 4T1
se cargaron con el péptido inmunorreactivo y se marcaron con crt para usarse como diana para el ensayo de CTL.
Los linfocitos T activados se coincubaron con las células 4T1 diana a diferentes proporciones de efectores/diana.
Los linfocitos T activados obtenidos tanto del ratén n® 1 como del ratén n°® 2 mostraban actividad citolitica sobre
células diana cuando estaban cargados con el péptido inmunogénico mTERTaal67 (AYQVCGSPL; SEC ID N°: 20).
Los dos ratones mostraban grados diferentes de actividad citotdxica que variaba del 80 % (raton n° 1) al 25 % (raton
n° 2) a una proporcion de efectores/diana de 50/1.

Los resultados indican que se indujo una respuesta inmune citotdxica tras la inmunizacién con ADN con TPA-
MTERT(AI)-LTBopt como autoantigeno en ratones BALB/c (FIGURA 5).

Ejemplo 9
Inmunogenicidad comparativa de la construccion TPA-mTERT(AI)-LTBopt.

Para comparar la inmunogenicidad de la proteina mTERT(AI) secretada fusionada a LTB codificada por pV1J/TPA-
MTERT(AI)-LTBopt con una versién no secretada de mTERT(AI) sin fusién a LTB, se construyé un derivado del
plasmido pV1J que llevaba el mMTERT(AI), como se describe en el EJEMPLO 2.

Se inmunizaron grupos de 6 ratones BALB/c con 5 inyecciones semanales de plasmidos pV1J/TPA-mTERT(Al)-
LTBopt o pV1J/mMTERT(Al)opt. La respuesta inmune se controlé mediante tincion intracelular de IFNy usando la
secuencia de epitopo inmunodominante CD8+ mMTERTaal67 previamente identificada para ratones BALB/c
(AYQVCGSPL (SEC ID Ne: 20).

Los resultados indican que TPA-mTERT(AI)-LTBopt es una construccién mejor para la induccién de una respuesta
inmune CD8+ contra la telomerasa murina que mTERT(AI) (FIGURA 7). La diferencia observada en la respuesta de
linfocitos T CD8" inducida en el grupo inmunizado por TPA-mTERT-LTB(Al)opt es estadisticamente diferente de la
obtenida usando el mMTERT(Al)opt en el contexto de la inmunizacién con ADN (prueba t de Student p = 0,04).

Ejemplo 10
Comparacion de regimenes de inmunizacién

La respuesta inmune mediada por células anti-mTERT generada por inmunizacién de ratones BALB/c con ADN
TPA-mTERT(AI)-LTBopt mas estimulacion eléctrica en solitario se comparé con la respuesta inmune inducida por un
régimen de inmunizacion de sensibilizacion/refuerzo diversificado usando ADN TPA-mTERT(AI)-LTBopt mas
estimulacion eléctrica como sensibilizacion y Adé TPA-mTERT(AI)-LTBopt como reforzador final de la respuesta
inmune.

Se inmunizaron grupos de 10 ratones con 5 inyecciones semanales de plasmido pV1J/TPA-mTERT(AI)-LTBopt. Una
semana después, se administré una inyeccion de refuerzo que consistia en una inyeccion adicional de 50 ug de
ADN mas electroporacion (EP) con 10* pv del Ad6/TPA-mTERT(AI)-LTBopt. Se realiz6 tincién intracelular de IFNy
en PBMC de ratén para evaluar la respuesta inmune mediada por células resultante. Un péptido que incluia un
epitopo especifico de linfocitos T CD8" mTERT 167 (AYQVCGSPL; SEC ID N°: 20) que se habia mapeado
previamente en la region N-terminal de TERT se us6 como antigeno. Los resultados indican que la amplitud de la
respuesta inmune generada por la combinacion de ADN-EP/Ad era 4,6 veces superior a la que se observé en
ratones que habian recibido solamente un régimen de ADN-EP (véase la FIGURA 8).

Ejemplo 11
La vacunacion con TPA-mTERT-LTB controla el crecimiento tumoral

Para determinar si la respuesta inmune especifica de mTERT podia generar un efecto antitumoral, se trataron
ratones BALB/c con el carcinégeno quimico dimetil hidrazina por inyeccion intraperitoneal (i.p.) antes de la
vacunacion. El tratamiento de ratones con este carcindbgeno conduce a un desarrollo progresivo de tumores en el
colon caracterizado por formacion de criptas aberrantes, adenomas y, por ultimo, carcinomas. El tratamiento quimico
de estos ratones no hizo que estuvieran inmunocomprometidos, ya que la inmunizacion con TPA-mTERT(AI)-LTBopt
generaba una respuesta inmune comparable a la encontrada previamente en ratones no tratados (no se muestran
los datos).

Para evaluar el impacto de la inmunizacién genética en fases tempranas de la carcinogénesis inducida por DMH, se
trataron ratones BALB/c con DMH y se inmunizaron mediante ADN seguido de electroporacion (ADN-EP) con
pV1J/TPA-mTERT(AI)-LTBopt de acuerdo con el programa descrito en la FIGURA 9.

Se eutanasiaron veinte ratones 12 semanas después del comienzo de tratamiento con DMH para contar el nimero
de ACF (focos de criptas aberrantes) y el nUmero de adenomas que se habian formado. Se observé una reduccién
significativa tanto del niumero de ACF como del nimero de adenomas presentes en ratones vacunados en
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comparacion con ratones no vacunados (FIGURA 10).

También se control6 la eficacia de la vacunacion con mTERT en una fase posterior de desarrollo tumoral. Para
aumentar y mantener la respuesta inmune contra mTERT, los ratones se sometieron a ADN-EP repetido TPA-
MTERT(AI)-LTBopt y Ad6TPA-mTERT(AI)-LTBopt (FIGURA 11). La respuesta inmune generada en estos ratones
era comparable a la detectada en ratones BALB/c vacunados con el mismo régimen de ADN/Ad y no tratados con
DMH.

Se eutanasiaron veinte ratones 30 semanas después del comienzo del tratamiento con DMH para contar el nimero
de ACF (focos de criptas aberrantes) y de adenomas formados. Como los resultados observados con el desarrollo
de tumores en fase temprana, se observé una reduccién significativa en el nimero de ACF y adenomas en ratones
vacunados en comparacion con ratones no vacunados (FIGURA 12).

Por Ultimo, los tumores encontrados en ratones vacunados eran de menor volumen en comparacion con los
encontrados en ratones no vacunados (FIGURA 13A). Ademas, el andlisis histoldgico mostré que los tumores
presentes en ratones vacunados estaban en una fase menos avanzada en comparacion con los tumores en
animales no vacunados (FIGURA 13B).

Ejemplo 12
Caracterizacion de pV1JTPA-hTERT(AI)-LTBopt.

El potencial inmunogénico de pV1J/TPA-hTERT(AI)-LTBopt se evalud en un contexto no propio ya que no estaban
disponibles ratones transgénicos para hTERT. Se usaron ratones C57BL/6 transgénicos para el HLA-A2 humano
(ratones transgénicos HHD) de modo que los péptidos inmunogénicos de TERT se presentarian en el contexto de
HLA humano clase 1. Se vacunaron ratones transgénicos HHD mediante ADN-EP con 2 inyecciones bisemanales
de 50 pg de plasmido pV1J/TPA-hTERT(AI)-LTBopt. La respuesta inmune inducida se evalué por ICS en PBMC de
ratones. El péptido inmunogénico de hTERT correspondiente al epitopo de hTERT 865 RLVDDFLLV (SEC ID N°: 23)
se us6 como antigeno. Esta secuencia de epitopo se describié previamente como un agente de union fuerte para
HLA-A2 e inductor de actividad CTL en experimentos de sensibilizacién in vitro de linfocitos T (Dupont y col. Cancer
Research 65(12): 5417-27 (2005)).

Los resultados obtenidos a partir de 10 ratones mostraron que, de promedio, el 12 % de las células CD8+ producian
IFN-y cuando se estimulaban con el péptido de hTERT 865 inmunogénico (FIGURA 14). Los resultados indican que
el candidato a vacuna pV1JTPA-hTERT(AI)-LTBopt es inmunogénico e inducia una respuesta inmune CD8
restringida por HLA-A2.

Ejemplo 13
Caracterizacion de la respuesta inmune en ratones vacunados después del refuerzo con Ad6-hTERT(AI).

Se ensamblé una construccion de Adé hTERT(AI) como se ha descrito en el EJEMPLO 2. Esta construccion
comprende codones de tipo silvestre, con la excepcién de dos mutaciones que se afiadieron para suprimir la
actividad catalitica de la telomerasa. También se generé una construccion de fusion de Ad6 hTERT-LTB, pero no
pudo rescatarse, de modo que el ensayo posterior se realiz6 solamente con AA6hTERT(AI).

La construccion Ad6 hTERT(AI) se ensayd para determinar su capacidad de refuerzo sobre la respuesta inmune
inducida por ADN-EP en ratones transgénicos HHD. Se vacunaron grupos de 10 ratones mediante ADN-EP con 1
inyeccion de 50 pg de plasmido pV1J/TPA-hTERT(AI)-LTBopt y se reforzaron con una segunda inyeccion de ADN o
con Ad6é hTERT 10" pp dos semanas después de la primera inyeccién de ADN. La respuesta inmune inducida se
midié usando el péptido inmunodominante para alelo HLA-A2 hTERT865 identificado previamente. Se detectaron
linfocitos T CD8+ reactivos que producian IFN-y con altas frecuencias. Como se muestra en la FIGURA 14, la
amplitud de la respuesta inmune generada por la combinacion de ADN-EP/Ad era 3 veces superior a la observada
en ratones que habian recibido solamente un régimen de ADN-EP.

Los resultados demostraron que la respuesta inmune especifica de hTERT sensibilizada por inyeccion de ADN de
pVIJ/TPA-hTERT(AI)-LTBopt se amplificaba por refuerzo de la misma con Ad6-hTERT(AI).

Ejemplo 14
Caracterizacion de la actividad CTL inducida por inmunizacion con hTERT.

La respuesta de linfocitos T CD8" contra hTERT generada en ratones vacunados se caracterizé adicionalmente por
ensayo de la actividad citotoxica (CTL) de linfocitos T activados contra células diana tumorales. Se estimularon
esplenocitos de ratones inmunizados en cultivo durante 6 dias en presencia del péptido hTERT865 (SEC ID N°: 23;
véase el EJEMPLO 12) e IL-2. Después de eso, se ensayaron linfocitos T CD8+ activados frente a células diana
para determinar su actividad litica en un ensayo de liberacion de Cr’*. Se usaron como células diana células HeLa
transfectadas de forma estable para expresar la molécula de MHC de clase | quimérica presente en ratones HHD
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(HeLa-HHD). Las células diana HeLa-HHD se cargaron exdgenamente con el péptido inmunogénico hTERT865 o se
infectaron 24 horas antes con un vector Ad6 que codifica hTERT, para sobreexpresar de forma endoégena el
antigeno TERT. Como control, las células diana se infectaron con un vector Ad6é que codifica GFP. Los resultados
indican que los linfocitos T CD8+ inducidos por la vacunacion descrita eran capaces de destruir células diana que
sobreexpresan el antigeno hTERT (FIGURA 15).

Ejemplo 15
Caracterizacion de la inmunogenicidad de la vacuna de TERT humana en monos Rhesus.

La inmunogenicidad de la plataforma de vacunacion genética basada en sensibilizacién con ADN, refuerzo con Ad,
con hTERT se evalué en monos rhesus. Debido a que la homologia de secuencia de la TERT humana y la TERT de
rhesus es del 96 %, se esperaba que la tolerancia desempefiara un papel fundamental en la determinacién de la
eficacia de la vacunacion.

El protocolo de vacunacion consistia en cinco inyecciones de ADN-EP (pV1J/TPA-hTERT-LTB, 5 mg/inyeccion),
administradas cada dos semanas. Cuatro semanas después del Ultimo tratamiento con ADN-EP, los monos se
reforzaron con un vector Ad que expresaba hTERT (Ad6-hTERT, 10" pv) 2 veces con un intervalo de dos semanas.
Los datos sobre peso corporal y signos clinicos se recogieron cada semana. No se observaron efectos negativos
sobre el peso corporal del animal o la aparicion de signos clinicos.

La respuesta inmune inducida se controlé mediante ensayo ELISPOT de IFN-y de PBMC usando combinaciones de
péptidos de hTERT similares a las descritas en el EJEMPLO 7, y una combinaciéon de péptidos que abarcaba la
secuencia de LTB. Las respuestas inmunes se puntuaron positivas si la sefial obtenida era al menos cuatro veces
superior a la reactividad de fondo (DMSO). El analisis ELIspot de la CMI inducida indicaba que habia una respuesta
inmune detectable después de los primeros 2 tratamientos con ADN-EP en cuatro de los cuatro monos vacunados
(FIGURA 16A). Se observé un ligero aumento a la respuesta después del quinto ADN-EP (FIGURA 16B). La
respuesta inmune también se midi6 al final del protocolo completo de inmunizacion, después de los dos refuerzos
con Ad. Los resultados indican que los refuerzos con Ad inducian un aumento uniforme en la amplitud de la CMI
(FIGURA 17). Por lo tanto, la potencia de una modalidad de sensibilizacion/refuerzo heteréloga se confirmo
adicionalmente mediante este experimento.
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LA CODIFICAN Y USOS DE LA MISMA

<130> ITRO119Y PCT

<150> 60/851.183
<151> 12-10-2006

<160> 23

<170> FastSEQ para windows Version 4.0

<210>1

<211> 3783
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> TPA-hTERT(AI)-LTBopt

<400>1

atggatgcaa
agccctageg
cactaccggg
cggctggtgc
tgcgtgeect
ctgaaggaac
ctggccttcg
acaagcgtgc
tggggcctge
gccctgtteg
cagctgggag
ctgggctgcg
ccagcccctg
cggcccagaa
gcccacceccg
agacccgccg
cccagegtag
tgggacaccc
gacaaggagc
gccaggagac
cggagactgc
ctgggcaacc
gccgecgtga
gctcccgagg
agcccttggce
ctgtggggca
ctggggaagc
tgcgectggce
cgggaggaga
ctgcggtect
cggaagagcg
cagctgcggg
ctgaccagcc
gactacgtgg
agagtgaagdg
ggcgccagceg
gtgcgggecc
tacgacacca
aacacctact
aaggccttca
gtggcccacc
agcctgaacg
gccgtgegga
ctgagcacac

tgaagagggg
agatccccag
aagtgctgcc
agcggggcega
gggacgccag
tggtggccag
gcttcgeccct
ggagctacct
tgctgagaag
tgctggtggc
ccgccaccca
agcgggectyg
gcgccagaag
gaggcgctge
gcagaaccag
aggaggccac
gccggcagca
cctgcecccccc
agctgcggcec
tggtggagac
cccggetgec
acgcccagtg
cceeegetgce
aggaggacac
aggtgtacgg
gcagacacaa
acgccaagct
tgcggcggag
tcctggccaa
tcttctacgt
tgtggagcaa
agctgagcga
ggctgcggtt
tgggcgccag
ccctgttcag
tgctgggect
aggacccccc
tcccccagga
gcgtgeggceg
agagccacgt
tgcaggagac
aggccageag
tccggggcaa
tgctgtgctc

cctgtgctgc
agcccccaga
cctggccacc
ccctgecegec
acccccececca
agtgctgcag
gctggacggc
gcccaacacc
agtgggcgac
ccccagcetgc
ggccaggccc
gaaccacagc
aagaggcggce
cceccgagece
aggccccage
aagcctggag
ccacgccgga
tgtgtacgcc
cagcttcctyg
catcttcctg
ccagcggtac
cccctacgge
cggcgtgtgce
cgaccccaga
cttcgtgecgg
c€gagcggcegg
gagcctgcag
ccctyggegtg
gttcctgcac
gaccgaaacc
gctgcagagc
ggccgaagtg
catccccaag
aaccttccgg
cgtgctgaac
ggacgacatc
acccgagctg
ccggcectgacc
gtacgccgtg
gagcaccctg
cagccccctg
cggcctgttc
gagctacgtg
tctgtgctac

gtgctgctgc
tgcagagccg
ttcgtgcgge
ttccgggcecc
gccgecccta
cggctgtacg
gccagaggceg
gtgaccgacg
gacgtgctgg
gcctaccagg
ccaccccacg
gtgagagagg
agcgccagec
gagcggaccc
gaccggggct
ggcgccctga
ccceccagea
gagaccaagc
ctgagcagcc
ggcagccggc
tggcagatgc
gtgctgctga
gccagagaga
cgcectggtgce
gcctgectga
ttcctgcgga
gaactgacct
ggctgegtgc
tggctgatga
accttccaga
atcggcatca
agacagcacc
cccgacggcec
c€gggagaagc
tacgagcggg
caccgggcect
tacttcgtga
gaagtgatcg
gtgcagaagg
accgacctgc
cgggatgccg
gacgtgttcc
cagtgccagg
ggcgacatgg

20

tgtgtggcgce
tgcggagect
ggctgggccc
tggtggctca
gcttccggea
agagaggcgc
gcectcecga
ccctgegagq
tgcacctgct
tgtgcggccc
ccagcggcecc
ccggcgtgec
ggagcctgcec
ccgtgggcca
tctgecgtggt
gcggcacccg
ccagcagacc
acttcctgta
tgagacccag
cctggatgcc
ggcccctgtt
aaacccactg
agccccaggg
agctgctgceg
gaaggctggt
acaccaagaa
ggaagatgag
cagccgccga
gcgtgtacgt
agaaccggct
ggcagcacct
gggaggccag
tgcggcccat
gggccgageg
ccaggagacc
ggcggacctt
aagtggccat
ccagcatcat
ccgcccacgg
agccctacat
tggtgatcga
tgcgcttcat
gcatccctca
agaacaagct

cgtgtttgtg
gctgcggagce
ccagggctgg
gtgcctggty
ggtgagctgc
caagaacgtg
ggccttcacc
cagcggcgcc
ggcccggtgc
acccctgtac
cagacggaga
cctgggecctg
cctgcccaag
gggcagctgg
gagccccgcece
gcacagccac
ccccagaccc
cagcagcggc
cctgaccggce
cggcaccccc
cctggagctg
cccecctgaga
cagcgtggcc
gcagcacagc
gcceccctggce
gttcatcagc
cgtgcgggac
gcaccggctg
ggtggaactg
gttcttctac
gaagagagtg
acctgccctg
cgtgaacatg
gctgaccagc
cggcctgctg
cgtgctgaga
caccggcgcc
caagccccag
ccacgtgcgg
gcggcagttc
gcagagcagc
gtgccaccac
gggcagcatc
gttcgceggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
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<210>
<211>
<212>

atccggcggy
ctgacccacyg
gtgotgaacc
acagcectteg
acccggacce
agcctgacat
gtgctgcgge
gtgtgcacca
ctgcagctgce
tctgacaccg
ggcgccaagg
geettterge
cggaccgecce
gccgetgeca
cagagcatca
aagatcctga
aagagcggcg
aaggccatcg
gacaagctgt
aac

2
1267
PRT

acggactgct
Ccaagacctt
tgcgcaagac
tgcagatgcc
tggaagtgca
tcaaccgcgg
tgaagtgcca
acatctacaa
ccttccatca
ccagcectatg
gcgctgecgg
tgaagctogac
agacccagcet
accccgeect
ccgagctgtg
gctacaccga
ccacctttca
agcggatgaa
gtgtgtggaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> -hTERT(Al)-LTBopt

<400>

2
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gctgegectg
cctgeggace
cgtggtgaac
cgeccatggce
gagcgactac
cttcaaggcc
cagcctgttt
gatcctgctyg
gcaggtgtyg
ctacagcatt
acccctgece
ccggcaccygc
gagccggaag
gcctagegac
cagcgagtac
gtctatggcc
ggtggaagtg
dgacaccctg
caacaagacc

gtggacgact
ctggrgcgag
ttccccgtgy
ctgttccctt
agcagctacg
ggcagaaaca
ctggacctge
ctgcaggect
aagaacccca
ctoaaggcca
agcgaggccg
gtgacctacg
ctgcctggca
ttcaagacca
cggaacacce
ggcaagcggy
cctggcagec
cggatcacct
cccaacagca

21

tcctgctgat
gcgtgcccga
aggacgaggc
ggtgcgggct
cccggaccag
tgcggcggaa
aggtgaacag
accggttcca
cctrctrect
agaacgccag
tgcagtggct
tgcccctyget
ccaccctgac
tcctggacte
agatttacac
agatggtgat
agcacatcga
acctgaccoa
tcgecgecat

gacccctcac
gtacggctgt
ccrgggcegyc
gcrgctggac
catcegggec
gctgtttggc
cctgcagacc
cgccrgcgtg
gcygcgtgatce
catgagcctg
gtgtcaccag
gggaagcctyg
agccctgaag
tagagccecct
catcaacgac
catcaccttc
cagccagaag
gaccaagatc
ctctatggag

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3130
3240
31300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3783



Met

Ala
Ala
Ala

Ar
65g

cys
Gln
Cys
Asp
ser
145
Trp
Leu
GIn
Arg
e
Pro
Pro
Thr

Pro

AsSp
val
val
Thr
Gly

val
val
Glu
o
Tyr
Gly
Ala
val
Pro
210
Ala
Ala
Leu
Pro

ser
290

Ala
Phe
Arg
Phe

ASp

Pro
ser
Arg
115
Ala
Leu
Leu
Arg
Cys
195
Pro
Trp
Pro
Pro
val

275
ASD

Met
val
20

Ser
val

Pro

Trp
Cys
100
Gly
Arg
Pro
Leu
Cys
180
Gly
Pro
Asn
Gly
Lys
260
Gly

Arg

Lys
ser
Leu
Arg
Ala
Asp
&5

Leu
Ala
Gly
Asn
Leu
165
Ala
Pro
His
His
Ala
245
Arg
GIn

Gly
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Arg
Pro
Leu
Arg

Ala
70

Ala
Lys
Lys
aly
Thr
150
Arg
Leuy
Pro
Ala
ser
230
Arg
Pro
Gly
Phe

Gly
Ser
Arg
Leu

Phe

Arg
Glu
Asn
Pro
135
val
Arg
Phe
Leu
ser
215
val
Arg
Arg

sSer

265

Leu
Glu
ser
Gly
Arg

Pro
Leu
val
120
Pro
Thr
val
val
Tyr
200
Gly
Arg
Arg
Arg
Trp

280
val

22

Cys
Ile
25

H1s
Pro

Ala

Pro
val
108
Leuw
Glu
Asp
Gly
Leu
185
Gln
Pro
Glu
Gly
Gly
265
Ala

val

Cys
10

Pro
Tyr
Gln

Leu

Pro
Ala
Ala
Ala
Ala
176
val
Leu
Arg
Ala
258
Ala
His

Ser

val
Arg
Arg
Gly

val
75

Ala
Arg
Phe
Phe
Leu
155
Asp
Ala
Gly
Arg
Gl

23

ser
Ala
Pro

Pro

Leu
Ala
Glu
Trp
Ala

Ala
val
Gly
Thr
140
Arg
val
Pro
Ala
Arg
220
val
Ala
Pro
Gly

Ala
300

Leu
Pro
val
45

Arg

Gln

Pro
Leu
Phe
125
Thr
Gly
Leu
ser
Ala
205
Leu
Pro
Ser
Glu
Arg

285
Arg

Leu
Arg
30

Leu
Leu

Cys

ser
Gln
110
Ala
Ser
ser
val
Cys
190
Thr
Gly
Leu
Arg
Pro
270
Thr

Pro

Cys
15

Cys
Pro
val
Leu
Phe
95

Arg
Leu
val
Gly
His
175
Ala
Gin
cys
Gly
sar
255
Glu
Arg

Ala

Gly
Arg
Leu
Gln

val
80

Arg
Leu
Leu
Arg
Ala
160
Leu
Tyr
Ala
Glu
Leu
240
Leu
Arg
Gly

Glu



Glu
305
Pro
Pro
Lys
Phe
val
388
Arg
Phe
Leu
val
Glu
485
ser

val

Arg
Leu
Ar

54

Arg
val
Gln
Gln
Leu
625
Leu
Ile
Lys
Lteu
Leu
705
val
Ile
Ile
Ala
Ser
785
val
Glu

Phe

Ala
Ser
Pro
His
370
Glu
Arg
Leu
Lys
%
Asp
Pro

Pro

Asn
Gln
530
Arg
Glu
val
Lys
Ser
610
ser
Thr
val
Arg
Asn
690
Gly
Arg
Thr
Ala
val
770
His
Ala
GIn

Leu

Thr
val
Arg
Phe
355
Leu
Thr
Leu
Glu
Thr
435
Ala
Thr
Trp
Pro
Thr
515
Glu
ser
Glu
Glu
ASh
595
Ile
Glu
Ser
Ash
Ala
675
Tyr
Leu
Ala
Gly
ser
755
val
val
His
sSer

Arg
835

Ser
Gly
Pro
340
Leu
Ser
Ile
Pro
Leu
420
His
Arg
ASp
Gln

Gly
500

Lys
Leu
Pro
Ile
Leu
580
Arg
Gly
Ala
Arg
Mat
660
Glu
Glu
Asp
Ggin
Ala
740
Ile
Gln
Ser
Leu
Ser

820
Phe

Leu
Arg
325
Trp
Tyr
ser
Phe
Ar

40

Leu
Cys
Glu
Pro
val
485
Leu
LyS
Thr
G6ly
Leuy
565
Leu
Leu
Ile
Glu
Leu
645
AsSp
Arg
Arg
Asp
AS

72

Tyr
Ile
Lys
Thr
GIn
805
ser

Met
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Glu
310
Gln
Asp
Ser
Leu
Leu
390
Leu
Gly
Pro
Lys
Ar

470
Tyr
Trp

Pha
Trp
val
550
Ala
Arg
Phe
Arg
val
630
Arg
Tyr
Leu
Ala
Ile
710
Pro
Asp
Lys
Ala
Leu
790
Glu
Leu

Cys

Gly
His
Thr
Ser
Ar

37

Gly
Pro
Asn
Leu

Pro
455

g Arg

Gly
Gly

Ile
Lys
535
aly
Lys
Ser
Phe
Gln
615
Arg
Phe
val
Thr
arg
695
His
Pro
Thr
Pro
Ala
775
Thr
Thr
Asn

His

Ala
His
Pro
Galy
360
Pro
ser
Gln
His
Ar

44

Gln
Leu
Phe
ser
Ser
520
Met
Cys
Phe
Phe
Tyr
600
His
GlIn
Ile
val
ser
680
Arg
Arg
Pro
Ile
Gln
760
His
Asp
Ser
Glu

His
840

23

Leu
Ala
Cys
345
Asp
ser
Arg
Arg
Ala
429
Ala
Gly
val
val

Arg
505

Leu
Ser
val
Ley
Phe
585
Arg
Leu
His
Pro
Gly
665
Arg
Pro
Ala
Glu
Pro
745
Ash
Gly
Leu
Pro
Ata

825
Ala

ser
Gl

33

Pro
Lys
Leu
Pro
Tyr
410
Gln
Ala
ser
6in
Arg
490
His
Gly
val
Pro
His
570
Tyr
Lys
LyS
Arg
Lys
650
Ala
val
Gly
Trp
Leu
73G¢
GlIn
Thr
His
Gln
Leu
810
ser

val

Gl

31§
Pra
Pro
Glu
Thr
Trp
39%
Trp
Cys
val
val
Leu
475
Ala

ASN

Lys
Arg
Ala
555
Trp
val
Ser
Arg
Glu
635
Pro
Arg
LyS
Leu
Arg
715
Tyr
Asp
Tyr
val
Pro
79§
Arg
Ser

Arg

Thr
Pro
val
Glin
Gl

38

Met
Gln
Pro
Thr
Ala
460
Leu
Cys
Glu

His
Asp
540
aAla
Leu
Thr
val
val
620
Ala
Asp
Thr
Ala
Leu
700
Thr
Phe
Arg
Cys
Ar

78

Tyr
Asp
Gly

Ile

Arg
ser
Tyr
Leu
365
Ala
Pro
Met
Tyr
Pro
445
Ala
Arg
Leu
Arg
Ala
525
Cys
Glu
Met
Glu
Trp
605
Gin
Arg
Gly
Phe
Leu
685
Gly
Phe
val
Leu
val
765
Lys
Met
Ala

Leu

843

His
Thr
Ala
350
Arg
Arg
Gly
Arg
Gly
430
Ala
Pro
Gln
Arg

Ar
51

Lys
Ala
His
Ser
Thr
590
ser
Leu
Pro
Leu
Ar

67

Phe
Ala
val
Lys
Thr
750
Arg
Ala
Arg
val
Phe

830
Gly

Ser
Ser
335
Glu
Pro
Arg
Thr
Pro
415
val
Ala
Glu
His
Ar

49

Phe
Leu
Trp
Arg
val
575
Thr
Lys
Arg
Ala
Arg
655
Arg
ser
sSer
Leu
val
735
Glu
Arg
Phe
GlIn
val
815
Asp

Lys

His
320
Arg
Thr
sSer
Leu _
Pro
400
Leu
Leu
Gly
Glu
ser
480
Leu

Leu

Ser
Leu

Leu
360

Tyr
Phe
Leu
Glu
Leu
640
ero
Glu
val
val
Arg
720
Ala
val
TYr
Lys
Phe
800
Ile
val

ser
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Tyr
Leu
865
Ile
val
Arg
val
Gln
945
Thr
sSer
Asn

Leu

Ile

1025

Leu
Leu
Ala

Leu

Lys
1105

Arg
Thr
Thr
Glu
Tyr

1185

Lys
ASp
Thr
Lys
Ile

1265

<210>3
<211> 3753
<212> ADN

val GlIn
850
Cys Ser

Arg Arg

Thr Pro
val
915
Phe

Gly

Asn
930

Met Pro

Arg Thr

Ile Arg

Met Ar
99

Phe teu

1010

Tyr Lys
Gln Leu
Arg val

Lys Asn

1075

Cys
Leu
Asp
His
900
Pro

Pro

Ala
Leu
Ala
980
Arg
Asp
Ile
Pro

Ile

GlIn
Cys
Gl
88
Leu
Glu

val

His
Glu
265
sSer
Lys
Leu
Leu

Phe

1045

ser

1060

Ala Gly Met Ser Leu
1080
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Ile
855
Gly

Gly Pro

&0

Leu

Asp
Leu Leu

Thr His Ala
Tyr

Glu

Cys
920
Glu

Gly

Asp
935

Gly Leu Phe

950

val GIn Ser

Leu Thr Phe

Leu Phe Gly

Gln
Met
Arg
593
val
Ala

Pro
Asp
Asn

985
val

1000

vai
1015
Leu Leu GIn
1030

His GIn GIn

Gln Asn

Asp Thr aAla

Ser
Ala
val

Gly ser

Glu Asn
875
Leu val
830
Thr Phe

val Asn

Leu Gly

Trp Cys
955

Ser

Gly

TYI"'
970
Arg

Leu Arg

Leu Gln
Tyr Arg
1035
Trp
1050

ITe
860
Lys

Leu
Leu
Asp Asp
Leu Arg
Ar

92
Thr

Leu

Gly
940

Gly Leu

ser Tyr

Phe Lys
Leu Lys
1005
Thr val
1020
rPhe His

Lys Asn Pro Thr

ser Leu Cys Tyr Ser

1065

ser Thr Leu

Phe Ala Gly

880

Phe Leu Leu

895

Thr Leu val

910

Lys Thr val

Ala phe val

Leu Leu Asp
960

Ala Arg Thr
975

Ala Gly

990

Cys

Arg

His Ser

Cys Thr Asn
val
1040

Phe

Ala Cys
Phe
1055
ITe Leu Lys
1070

Gly Ala Lys Gly Ala Ala Gly Pro
Y Y Y 1085

Pro Ser Glu Ala val g&gsTrp Leu Cys His Gln Ala

1090

1100

Leu Thr Arg His Arg val Thr Tyr val Pro Leu Leu
1110 1115

Thr Ala GIn Thr Gln
1125
Ala Leu Glu Ala Ala
1140

Ile Leu Asp Ser Arg
1155

TYr Arg
1170
Thr Glu
Gly

aln

ser
Ser

Tyr Leu

1235
Pro Asn Ser Ile Ala Ala Ite Ser Met Glu Asn Ser Glu GIn
1258 1260

Thr
1250
Asp Asn

<213> Secuencia artificial

<220>

Asn Thr GIn
Ser Met Ala

Ala Pro

Gln

1160

Ile Tyr
1175
Gly Lys
1190

Ala Thr Phe Gln val

1205

Lys Lys Ala Ile Glu
1%20

Thr Glu Thr Lys Ile

<223> TPA-mTERT(AI)-LTBopt

<400> 3

1240

24

Thr
Arg
Glu

Arg

1225

Leu Ser Arg &ys Leu

130

Ala Asn Pro Ala Leu
1145

ser Ile
Ile Asn

Glu Met
1195

val Pro Gly Ser Gln His

1210

Pro Gly
Pro Ser
Thr Glu

1165
ASp Lys
11

80
val 1le

Phe Leu Leu

Gly Ser Leu
1120
Thr Thr Leu
1135
Asp Phe
1150
Leu Cys

Lys
Ser
Ile Ley
Ile Thr

ser

Phe
1200
Ile
1215

Met Lys Asp Thr Leu Arg Ile
1230

Asp Lys Leu Cys val Trp Asn Ash
1245
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atggatgcaa tgaagagggy cctgtgctgc gtgctgoctge tgtgtggcge cgtgtttgtg 60
agccctageg agatcaccag ageccccaga tgccctgecg tgagaagcoct gctgcggage 120
cggtacagag aagtgtggcc cctggecace tttgtgagoa gactgggccc tgagggcagg 180
agactggtgc agcctggega ccccaaaate tacaggaccc tggtggccca gtgtctggtg 240

tgtatgcact
ctgaaggaac
ctggccttcg
agctctgtga
tggatgctgc
gccctgtate
cagatttgcg
cctotggocce
caggaggccc
accagcacca
gagggccctc
gccagaagceg
gacctgtctc
agcecccceca
tacagcagag
cctaacctga
accagcggee
ctgttccagce
cactgcagat
cacctgatgg
gcctgectgt
ttcttcaaga
gaactgatgt
gacagagtgc
tggctgatgg
accttccaga
atcggagtga
agacaccacc
cccaacggcec
agaagaaagc
tacgagcgga
taccggacct
tacttcgtga
gaagtggtgg
gtggtgagaa
ctgagcgatc
agcgecctga
agcctgttcg
tgctacaccc
ctgtgcttcy
ctgegetecg
ctgagcacac
gtggtygaact
gcoccactgec
tgcgactaca
ttcaagoccg
ggecctgttcec
attttectyc
agagtgcgga
tacgccatcc
ccegaggecyg
gtgatctaca
ctgcccogagg
ttccagacca
cggaacaccc
ggcaagcggay
cctggcagcec
cggatcacct
cccaacagca

ggggcageca
tggtggccag
gcttcgaget
ggagctacct
tgctgagcag
tgctggtgcc
ccaccaccga
ggaacttcac
ccaagcccct
gcgtgcccag
acagacaggt
ccgaagtgce
tgagcggcag
gacagaacgc
gcgatggceca
<Cggcgccag
ctctgtgcag
agctgctggt
tcaggaccgc
atctgctgag
gcaaagtggt
atctgaagaa
ggaagatgaa
ctgcegeeyga
acacctacgt
agaaccggct
gacagcacct
aggatacctyg
tgagacccat
aggcccagca
C€Ccaagcacce
ggagagcctt
aggccgccat
cCcaacatgat
gagacagcca
tgcagcctta
gaaatagcgt
acttcttcct
agtgtcagyy
gcgacatgga
tggacgattt
tggtgcacgg
tccctgtgga
tgttccecty
gcggcetacgc
gcaagaccat
tggatctgca
tgcaggccta
agaacctgac
tgaaagtgaa
cccactggct
agtgcctget
ccaccatgac
tcctggacte
agatttacac
agatggtgat
agcacatcga
acctgaccga
tcgccgecat

gceoeectece
agtggtgcag
gctgaacgag
gcccaacace
agtgggcgat
ccccagetge
catctggecc
caacctgcygg
ggccctgecc
Cgccaagaaa
gctgcccace
caccgcecgag
cgtgtgttgc
cttccagety
ggagagactg
acgcctggtg
aacccaccgg
gaaccacgcce
caaccagcag
gctgcacagc
gtccgccage
gttcatcagc
agtggaggac
gcacagactg
ggtgcagctg
gttcttctac
ggagagagto
gctggccatg
cgtgaacatg
cttcacccag
acacctgatg
cgtgctgaga
caccggegee
caggcacagc
gggccaggtg
catgggccag
ggtgatcgag
gcacttcctg
catccctcag
gaataagctg
cctgctggtg
cgrgeccgag
gcccggcacc
gtogcggactyg
ccagaccagce
gaggaacaag
ggtgaacagc
cagattccac
cttcttccty
gaaccccggc
gtgctraccag
gggccctctyg
cattctgaaa
tagagccect
catcaacgac
catcaccttc
cagccagaag
gaccaagatc
ctctatggag

‘gccgacctga

agactgtgcg
gccagaggey
gtgatcgaga
gacctgctgg
gcctaccagg
agcgtgtctg
ttcctygcage
agcagagyca
gccagatget
cccageggea
aaggacctga
aagcacaagc
aggcctttca
aaccccaget
gagatcatct
ctgagcaggc
gagtgccagt
gtgaccgacy
agcccoctggce
ctgtggggca
ctgggcaagt
tgccactggce
agggagagaa
ctgcggtcct
cggaagtcty
aggctgagag
cccatctgcec
agctacagca
cggctgaaaa
ggcagcagcg
gtgcgggccc
tacgacgcca
gagtccacct
cacaagagct
ttcctgaagc
cagagcatca
aggcacagcyg
ggctctagce
ttcgccgaag
accccacacc
tacggetgea
ctgggcagag
ctgctggata
atcaagacca
ctgctgageg
ctgcagaccg
gcetgegtga
gggatcatca
atgaccctga
gcctttetygce
agaaccygcee
gccgecgeeg
cagagcatca
aagatcctoga
aagagcggcg
aaggccatcg
gacaagctgt
aac

gctteccacca
agcggaacga
gcccteecat
ccctgagagt
tgtacctgct
tgtgcggatc
ccagetacag
dgatcaagag
ccCaagagaca
acceegtgec
agagctgggt
gcagcaagyg
ccagcagcac
tcgagacceg
tcctygctgag
tcctgggeag
ggtactggca
atgtgcogct
ccctgaacac
aggtgtacgy
ccagacacaa
acggcaagct
tgagaagcag
tcetggecac
tcitctacat
tgtggagcaa
agctgageca
ggctogagatt
tgggcacaag
ccctottcrc
tgctgggcat
tggaccagac
tcecececaggg
actgcatcag
tccggagaca
acctgcagga
gcatgaacga
toggtgaagat
tgagcaccect
tacagagaga
tggaccaggc
tgatcaatct
ccgoecctta
cccagacect
gcctgaccett
tgctgagact
tgtgtatcaa
tccagctgcc
gcagccaggce
aggccageyg
tgaagctggc
agaagctgct
acccecgeect
ccgagectgtg
gctacaccga
ccacctttca
agcggatgaa
gtgtgtggaa

ggtgtccagc
gagaaacgtg
ggccttcace
gagcggegec
ggcccactgce
cccectgtac
acccaccaga
cagcagcaga
cctgagectg
tagagtgaag
gcccageeec
caaagtgagc
cagcctgetg
gcacttcctg
caacctgcag
cagacccaga
gatgagaccc
gctgaggage
cagcccccct
cttcctgaga
€93agcggcyg
gagcctgcag
ccceggcaag
attcctgttc
caccgagage
gctgcagagc
ggaggaagtg
catccccaag
agccctggac
catgctgaac
gaacgacatc
ccctcggatg
caaactggtg
gcagtacgcc
ggtgaccacc
tagcgacgec
gtccagcagce
cggcgacaga
gctgrgtage
tggcctgcetg
caagaccttc
gcagaaaacc
ccagetgecc
ggaagtgttc
ccagagegty
gaagtgccac
catctacaag
cttcgaccag
cagctgctge
cagctrccecet
cgcccacage
gtgccggaag
gagcaccgac
cagcgagtac
gtctatggce
ggtggaagtg
ggacaccctg
caacaagacc

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2530
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3753

<210> 4
<211> 1251
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> TPA-mTERT(AI)-LTBopt

<400> 4
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Met
1
Ala
Ala
Ala
Pro
Cys
Gln
Cys
Asn
Ser
145
Trp
Leuw
Gln
Trp
Asn
225
Gln
His
Cys
Pro
Glu
305
Asp
Thr
Phe
Arg

Gl

38

Thr
GlIn
Gln
Gln
Leu
465
Ala
Asn
LYyS
Glu
Ala

Asp
val
val
Thr
Gly
Met
val
Glu
Glu
130
Tyr
Met
Ala
val
Pro
210
Phe
Glu
Leu
Tyr
Thr
290
val
Leu
ser
Ile
Leu
370
Ala
ser
Met
Tyr
Gln
450
Leu
Cys
Glu
Tyr
Asp

530
Ala

Ala
Phe
Arg
Phe
Asp
His
Ser
Arg
115
Ala
Leu
Leu
His
Cys
195
Ser
Thr
Ala
ser
Pro
275
Pro
Pro
ser
Leu
Glu
355
Asn
Arg
Gly
Arg
val
435
val
Arg
Leu
Arg
Gl

51

Ccys
Glu

Met
val
20

ser
val
Pro
Trp
ser
100
Asn
Arg
Pro
Leu
Cys
180
Gly
val
Asn
fro
Leu
260
val
Ser
Thr
Leu
Leu
340
Thr
Pro
Arg
Pro
Pro
420
Arg
Thr
Ley
Cys
Arg
500
Lys
His

His

Lgs
ser
Leu
Arg
Lys
Gly
8s

Leu
Glu
Gly
Asn
Leu
165
Ala
Ser
ser
Leu
Lys
245
Thr
Pro
Gly
Ala
sar
325
ser
Arg
ser
Leu
Leu
405
Leu
Leu
Asp
His
Lys
485
Phe
Leu
Trp

Arg

ES 2376 010 T3

Arg
Pro
Leu
Arg
Ile
ser
Lys
Arg
Gly
Thr
150
ser
Leu
Pro
Ala
Ar

23

Pro
ser
Arg
LYS
Glu
310
Gly
Pro
His
Phe
val
390
Cys
Phe
Leu
Ala
Ser
470
val
Phe
Ser
Leu

Leu

Gly
Ser
Arg
Leu
53

Tyr
Gln
Glu
Asn
Pro
135
val
Arg
TYyr
Leu
Ser
215
Phe
Leu
Thr
val
Ser
295
Lys
ser
Pro
Phe
Leu
375
Glu
Arg
GlIn
Arg
Leu
455
ser
val
Lys
Leu
Ar

53
Arg

Leu
Glu
Ser
Gly
Arg
Pro
Leu
val
120
Pro
Ite
val
Leu
Tyr
200
Tyr
Leu
Ala
ser
Glu
280
Trp
Asp
val
Arg
Lew
360
Leu
Ile
Thr
Gln
Ser
440
Asn
Pro
Ser
Asn
Gln
520
ser

Glu

27

Cys
Ile
25

Arg
Pro
Thr
Pro
val
105
Leu
Met
Glu
Gly
Leu
135
GIn
Arg
GIn
Leu
val
265
Glu
val
Leu
Cys
Gln
345
Tyr
ser
Ile
His
Leu
425
His
Thr
Trp
Ala
Leu
505
Glu
ser

Arg

Cys
1

Thr
Tyr
Glu
Leu
Pro
0

Ala
Ala
Ala
Thr
Asp
170
val
Ile
Pro
GlIn
Pro
250
Pro
Gly
Pro
ser
Cys
330
Asn
Ser
Asn
Phe
Ar

41

Leu
Cys
ser
GlIn
ser
490
Lys
Leu
Pro

Ile

val
Arg
Arg
Gly
val
Ala
Arg
Phe
Phe
Leu
155
Asp
Pro
Cys
Thy
Ile
235
ser
ser
Pro
Ser
ser
315
Lys
Ala
Arg
Leu
Leu
3195
Leu
val
Arg
Pro
val
475
Leu
LYS
Met
Gly

Leu

Leu
Ala
Glu
Arg
Ala
ASp
val
Gly
Thr
140
Arg
Leu
Pro
Ala
Arg
220
Lys
Arg
Ala
His
Pro
300
Lys
His
Phe
Gly
Gln
380
Gly
sSer
ASn
Phe
Pro
460
Tyr
Trp
Phe
Trp
Lys

540
Ala

Leu
Pro
val
45

Arg
Gln
Leu
val
Phe
125
ser
val
Leu
ser
Thr
205
Pro
ser
Gly
LyS
Ar

28

Ala
Gly
Lys
Gln
AS

36

Pro
ser
Arg
His
Ar

44

His
Gly
Gly
Ile
LYS
525
ASp

Thr

Leu
Arg
30

Trp
Leu
Cys
ser
GIn
110
Glu
ser
Ser
val
Cys
190
Thr
val
Ser
Thr
LYS
2)7,0
GIn
Arg
Lys
Pro
Leu
350
Gly
Asn
Arg
Arg
aAla
430
Thr
Leuw
Phe
Thr
ser
910
Met
Arg

Phe

Cys
i

Cys
Pro
val
Leu
fhe
95

Arg
Leu
val
Gly
TYr
175
Ala
Asp
Gly
Ser
LyS
255
Ala
val
Ser
val
Ser
335
Arg
Gln
Leu
Pro
Tyr
415
Glu
Ala
Met
Leu
Ar

49

Leu
Lys
val

Leu

Gly
Pro
Leu
GIn
val
80

His
Leu
Leu
Arg
Ala
160
Leu
Tyr
Ile
Arg
Arg
240
Arg
Arg
Leuw
Pro
ser
320
Ser
Pro
Glu
Thre
Arg
400
Trp
Cys
Asn
Asp
Ar

48

His
Gly
val
Prg

Phe



545
Trp

Ile
ser
Arg
Asp
625
Pro
Arg
Lys
Leu
Ar

705
Tyr

Gly

Thr
Gln
Gln
785
ser
Glu
Ser
Pro
Asp
865
Leu
Ala
Cys
Gly
Phe
945
Cys
Phe
Ser
Asn

Gln

Leu
Thr
val
val
i
Asn
Ala
Thr

Met
630

g Ala

Phe

Lys

Tyr
val
770
Pro
Ala
Ser
val
Gln
850
Met
Arg
Lys
Met
Thr
930
Pro
Asp
Gln
val

ser

Met
Glu
Trp
595
Arg
Trp
Gly
Leu
Leu
675
Gly
Phe
val
Leu
Cys
755
His
Tyr
Leu
Ser
val
835
Gly
Glu
Phe
Thr
Ile
915
Leu
Trp
Tyr
ser
Leu

995
Leu

1010

Ala

1025

Arg
Ala
Leu

Tyr

val
ser
Lys
Gln

Tyr
Arg
Cys

Ala

1075

ASp
ser
580
Ser
Leu
Leu
Leu
Gly
660
Phe
Ser
val
Lys

val
740

Ile
Lys
Met
Arg
Ser
820
Lys
Ser
Asn
val
Phe
900
Asn
Gly
Cys
Ser
val
980
Arg
GlIn
Arg
Lys

Ccys

Thr
565
Thr
Lys
Arg
Ala
Arg
645
Arg
ser
Ser
Leu
Ala
725
Glu
Arg
Ser
Gly
Asn
805
ser
Ile
ser
LYyS
Asp
885
Leu
Leu
Gly
Gly
Gly
965
Phe
Leu
Thr
Phe

Asn

1045

ES 2376 010 T3

550
Tyr

Phe
Leu
Glu
Met
630
Pro
Arg
Met
val
Arg
710
Ala

val

GIn
Phe
Gln
790
ser
Leu
Gly
Leu
Leu
870
Asp
Ser
GIn
Ala
Leu
950
Tyr
Lys
Lys
val

His

val
Gln
Gln
Leu
615
Pro
Ile
Lys
Leu
Leu
695
val
Ile

val

Tyr
Arg
775
Phe
val
Phe
Asp
Ser
855
Phe
Phe
Thr
Lys
Ala
935
Leu
Ala
Ala
Cys

Cys

1015

val
Lys
ser
600
ser
Ile
val
Gln
Asn
680
Gly
Arg
Thr
Ala
Ala
760
Arg
Leu
val
Asp
Arg
840
Thr
Ala
Leu
Leu
Thr
920
Pro
Leu
GlIn
Gly

His

1000

Ile

Gln
Asnh
585
Ile
Gln
Cys
Asn
Ala
665
Tyr
Met
Ala
Gly

Asn
745

val
GIn
Lys
Ile
Phe
825
cys
Leu
Glu
Leu
val
905
val
Tyr
Asp
Thr
Lys
985
Gly

Asn

Ala cys val

1030
Leu Thr Phe Phe

Tyr Ala Ile Leu Lys

1060

Leu
570
Arg
Gly
Glu
Arg
Met
650
Gln
Glu
Asn
Leu
Ala
730
Met
val
val
His
Glu
810
Phe
Tyr
Leu
val
val
890
His
val
Gln
Thr
ser
970
Thr
Leu
Ile
Ile

Leu
1050

555
Leu

Leu
val
Glu
Leu
635
ser
His
Arg
Asp
Asp
715
Tyr

Ile

Arg
Thr
Leu
795
Gln
Leu
Thr
Cys
Gln
875
Thr
Gly
Asn
Leu
Gln
955
Ile
Met
Phe
Tyr

Gln

Arg
Phe
Arg
val
620
Arg
Tyr
Phe
Thr
Ile
700
Gln
Asp

Arg

Arg
Thr
780
Gln
ser
His
Gln
ser
860
Arg
Pro
val
Phe
Pro
940
Thr
Lys
Arg

Leu

Ser
Phe
Gln
605
Arg
Phe
Ser
Thr
LYyS

685
Tyr

Thr:

Ala
His
Asp
765
Leu
Asp
Ile
Phe
Cys
845
Leu
ASp
His
Pro
Pro
925
Ala
Leu
Thr

Asn

Asp

1005

507 °

Leu

1035
Gly Ile Ile

Pro

val Lys Asn Pro

1065 _
ser Gly Ser Phe Pro Pro Glu Ala Ala His
1080 108

Phe
Tyr'
590
His
His
Ile
Met
GIn
670
H1s
Arg
Pro
Ile

ser
750

ser
ser
ser
ser
Leu
830
Gln
Cys
Gly
Leu
Glu
910
val
His
Glu
Ser
Lys
990
Leu
Phe
Phe
ser

Gly

Phe
575
Arg
Leu
His
Pro
Gly
655
Arg
Pro
Thr
Arg
Pro
735
Glu
Gln
Asp
Asp
Met
815
Arg
Gly
Phe
Leu
Asp
895
Tyr
Glu
cys
val
Leu
975
Leu
Gln
Leu
Asp
ser

1055
Met

1070

560
Tyr

Lys
Glu
Gln
Lys
640
Thr
Leu
His
Trp
Met
720
Gln

ser

Gly
Leu
Ala
800
Asn
His
Ile
Gly
Leu
880
Gln
Gly
Pro
Leu
Phe
960
Thr
Leu
val
Leu
Gln
1040
Glin

Thr

5Trp Leu Cys

Ala Phe Leu Leu Lys Leu Ala Ala His Ser val Ile Tyr Lys

28



10

1090

Cys Leu Leu Gly Pro Leu Arg Thr Ala GIn Lys Leu Leu Cys Arg Lys
1105 1110 1115 1

ES 2376 010 T3

1095

1100

120

Leu Pro Glu Ala Thr Met Thr Ile Leu Lys Ala Ala Ala Asp Pro Ala
112 1130 1135

Leu Ser Thr Asp Phe Gln Thr Ile Leu Asp Ser Arg Ala g;goG1n ser

1140

1145

Ile Thr Glu Leu Cys Ser Glu Tyr Arg Asn Thr Gln
1155 1160

Ile Tyr Thr Ile
1165

Asn Asg Lys Ile Leu Ser Tyr Thr Glu Ser Met Ala Gly Lys Arg Glu
1170 1175 1180

Met val Ile
1185

Ile Thr

Phe Lys Ser Gly Ala Thr pPhe GIn val Glu val
1190 1195

1200

Pro Gly Ser GIn His Ile Asp Ser Gln Lys Lys Ala Ile Glu Arg Met
120% 1210 1215

Lys Asp Thr Leu Arg Ile Thr Tyr Leu Thr Glu Thr Lys Ile Asp Lys
Y g 1220 g y 1225 1230

Leu Ccys val Trp Asn Asn Lys Thr Pro Ash Ser Ile Ala Ala Ile Ser
1235 1240

Met Glu Asn
1250

<210>5

<211> 3711

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> hTERT(AI)-LTBopt

<400> 5
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cccagagccc
ctgcccctag
ggcgaccctg
gccagacecc
gccagagtge
gccctgetag
tacctgccca
agaagagtgg
gtggccccca
acccaggeca
gcctggaace
agaagaagag
gctgceccccg
accagaggcec
gccacaagec
cagcaccacg
ccccctgtgt
cggcccaget
gagaccatct
ctgceccage
cagtgcccct
gctgccgocg
gacaccgacc
tacggcttcg
cacaacgagc
aagctgagcc
cggagccctg
gccaagttcc
tacgtgaccg
agcaagctgc
agcgaggccy
cggttcatcc
gccagaacct
ttcagegtgc
ggcctogacyg
cececacceg
caggaccgge

cggcggtacg
cacgtgagca
gagaccagcc
agcagcgygcce
ggcaagagct
tgctctctgt
ctgctgeige
accrtcctge
aagaccgtgg
atgcccgecce
gtgcagagcyg
cgcggcttca
tgccacagcc
tacaagatcc
catcagcagg
ctgtgctaca
gecggaccee
ctgacccggc
cagctgagcc
gcectgecta
ctgtgcagcg
accgagtcta
tttcaggtog
atgaaggaca
tggaacaaca

<210>6

ccagatgcag
ccaccttcgt
ccgecttcey
ccecagecge
tgcagcggct
acggcgccag
acaccgtgac
gcgacgacgt
gctgegecta
ggcceccace
acagcgtgag
gcggcagcegc
agcceegagey
ccagcgaccg
tggaggocgc
ccggaccecce
acgccgagac
tcctgetgag
tcetgggcag
ggtactggca
acggcgtgcet
tgtgcgccag
ccagacgcct
tgcgggectg
ggcggttcct
tgcaggaact
gcgtgggety
tgcactgyct
aaaccacctt
agagcatcgg
aagtgagaca
ccaagccecga
tccggeggga
tgaactacga
acatccaccg
agctgtactt
tgaccgaagt

ccgtggtgca
ccctgaccga
ccctgeggga
tgttcgacgt
acgtogcagtg
gctacggcga
gcctggtgga
ggaccctggt
tgaacttcce
atggccrott
actacagcag
aggccggeag
tgttitctgga
tgctgectgca
tgtggaagaa
gcattctgaa
tgcccagega
accgcgtgac
ggaagctgcc
gcgacttcaa
agtaccggaa
tggccggcaa
aagtgcctgg
ccetgeggat
agacccccaa

ES 2376 010 T3

agccgrgegy
gcggegactg
ggccctggtg
ccctagettc
gtgcgagaga
aggcggcecct
cgacgcecty
gctggtgcac
ccaggrotgc
ccacgecage
agaggccggc
cagccggage
gacccccgtg
gggctrctgc
cctgagcgqgc
cagcaccagc
caagcacttc
cagcctgaga
ccggecctgg
gatgcggccc
gctgaaaacc
agagaagccc
ggtgcagcty
cctgagaagg
gcggaacacc
gacctggaag
cgtgccagec
gatgagcgtg
ccagaagaac
catcaggcag
gcaccgggag
cggcetgcgg
gaagcgggcc
gcgggecagg
ggcctggegg
cgtgaaagtg
gatcgccage

gaaggccgcc
cctgcagecce
tgccgtggtg
gttcctgcge
ccagggcatc
catggagaac
cgacttccty
gcggggcgtyg
cgtggaggac
cccttggtoc
ctacgcccygy
aaacatgcgg
cctgcaggty
ggcctaccyg
ccccacctte
ggccaagaac
ggccgtgeag
¢tacgtgecc
tggcaccacc
gaccatcctg
cacccagatt
gcgggagatg
cagccagcac
cacctacctg
cagcatcgec

agcctgcetgc
ggcccccagyg
gctcagtgcc
cggcaggtga
ggcgccaaga
cccgaggect
€g9gggcageg
ctgctggccc
ggcccaccec
ggccccagac
gtgcccctgg
ctgcccctge
ggccagggea
gtggtgagcc
accecggceaca
agacccccca
ctgtacagca
cccagectga
atgcccgygca
ctgttcctgg
cactgcccec
cagggcageg
ctgcggcage
ctggtgccec
aagaagttca
atgagcgtgc
gccgagcacce
tacgtgatgg
cggctgttct
cacctgaaga
gccagacctg
cccatcgtoga
gagcggctga
agacccggec
acctecgtrge
gccatcacceg
atcatcaagc

cacggccacg
tacatgcggc
atcgagcaga
ttcatgtgcec
cctcaggdaca
aagctgttcyg
ctggtgaccc
cccgagtacy
gaggccctyg
gggctgctac
accagcatcc
cggaagctgt
aacagcctgce
ttccacgcect
ttcctgegcy
gccggcatga
tggctgtgtce
ctgctgggaa
ctgacagceec
gactctagag
tacaccatca
gtgatcatca
atcgacagcc
accgagacca
gccatctcta

30

ggagccacta
gctggeggct
tggtgtgcat
gctgcctgaa
acgtgctggc
tcaccacaag
gcgectogag
ggtgcgccct
tgtaccagct
ggagactggg
gcctgecagce
ccaagcggcce
gctgggcecca
ccgecagace
gccaccccag
gaccctggga
gcggcgacaa
ccggcgecag
ccceecggag
agctgctgag
tgagagccge
tggccgetec
acagcagccc
ctggcctgtg
tcagcctggg
gggactgcge
ggctgcggga
aactgctgcg
tctaccggaa
gagtgcagct
ccctgctgac
acatggacta
ccagcagagt
tgctgggoge
tgagagtgcg
gcgcctacga
cccagaacac

tgcggaaggc
agttcgtgac
gcagcagcect
accacgeegt
gcatcctgag
ccggcatcecyg
ctcacctgac
gctgrgrggt
gcggcacage
tggacacccy
gggccagect
ttggcgtgct
agaccgtgtg
gcgtactgca
tgatctctga
gcctoggego
accaggcectt
dgcctgcdggac
tggaggcecge
cccctcagag
acgacaagat
ccttcaagag
agaagaaggc
agatcgacaa
tggagaactg

ccgogaagtg
ggtgcagcgg
gccctgggac
ggaactggtg
cttcggettc
cgtgcggagc
cctgetgety
gttcgtgctg
gggagccgec
€1gcgagegy
cectyggegec
cagaagaggc
ccccggeaga
cgccgaggag
€otgggccygg
caccccectgce
ggagcagctg
gagactgotg
actgccccygg
caaccacgcc
cgtgaccccc
cgaggaggag
ttggcagotg
gggcagcaga
gaagcacgcc
ctggctgcyg
ggagatcctg
gtccticttc
gagcgtgtog
gcgggagetg
cagccggetg
cgtggtoggc
gaaggccctg
cagcgtgoty
ggcccaggac
caccatcccc
ctactgcgtg

cttcaagagc
ccacctgcag
gaacgaggcc
gcggatccyy
cacactgctg
gcgggacgga
ccacgcecaag
gaacctgcgce
cttegtgcag
gaccctggaa
gacattcaac
gcggctgaag
caccaacatc
gctgcccttc
caccgccage
caagggcgct
tctgctgaag
cgcccagaco
tgccaaccce
catcaccgag
cctgagetac
cggcgccacc
catcgagcgg
gctgtgtotg
a

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3711
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<211> 1236
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> hTERT(AI)-LTBopt

<400> 6

Pro
Tyr
GlIn
Leu
Pro
Ala
Ala
Ala
Ala
Asp
145
val
Leu
Arg
Ala
Gly
225
Ala

His

Arg
Arg
Gly
val
Ala
Arg
Phe
Phe
Leu
130
Asp
Ala
Gly
Arg
Gly
210
Ser
Ala

Pro

Ala
Glu
Trp
Ala
Ala
val
Gly
Thr
115
Arg
val
Pro
Ala
Arg
195
val
Ala
Pro

Gly

Pro
val
20

Arg
GlIn
Pro
Leu
Phe
100
Thr
Gly
Leu
ser
Ala
180
Leu
Pro
Ser
Glu

Arg
260

Arg
5
Leu
Leu
Cys
ser
Gln
Ala
ser
ser
val
i
Thr
Gly
Leu
Arg
Pro

245
Thr

ES 2376 010 T3

Cys
Pro
val
Leu
Phe
70

Arg
Leu
val
Gly
His
150
Ala
GlIn
Cys
Gly
Ser
230
Glu

Arg

Arg
Leu
Gln
val
55

Arg
Leu
Leu
Arg
Ala
135
Leu
Tyr
Ala
Glu
Leu
215
Leu
Arg

Gly

Ala
Ala
Arg
40

Cys
Gln
Ccys
ASp
ser
120
Trp
Leu
Gln
Arg
Arg
200
Pro
Pro
Thr

Pro

31

val
Thr
Gly
val
val
Glu
o
Tyr
Gly
Ala
val
Pro
185
Ala
Ala
Leu
Pro

Ser
265

Arg
Phe
Asp
Pro
ser
Arg
90

Ala
Leu
Leu
Arg
Cys
170
Pro
Trp
Pro
Pro
val

250
Asp

ser
val
Pro
Trp
Cys
Gly
Arg
Pro
Leu
cys
155
Gly
Pro
Asn
Gly
Lys
235
Gly
Arg

Leu
Arg
Ala
Asp
60

Leu
Ala
Gly
ASn
Leu
140
Ala
Pro
His
His
Ala
220
Arg
Gln

Gly

Leu
Arg
Ala
Ala
LysS
Lys
Gly
Thr
125
Arg
Leu
Pro
Ala
Ser
205
Arg
Pro
Gly

Phe

Arg
Leu
30

Phe
Arg
Glu
Asn
Pro
110
val
Arg
Phe
Leu
Ser
190
val
Arg
Arg
ser

Cys
270

ser
15

Gly
Arg
Pro
Leu
val
95

Pro
Thr
val
val
Tyr
175
Gly
Arg
Arg
Arg
Trp

255
val

His
Pro
Ala
Pro
val
80

Leu
Glu
Asp
Gly
Leu
160
Gln
Pro
Glu
Gly
Gly
240
Ala

val



ser
ser
Gly
305
Pro
Lys
Leu
Pro
Tyr
335
GIn
Ala
ser
Gln
Ar

46

His
Gly
val
Pro
His
545
Tyr
Lys
Lys
Arg
LYS
625
Ala
val
Gly
Trp
Leu
705
GIn
Thr
His
Gln
Leu

785
ser

Pro
Gly
290
Pro
Pro
Glu
Thr
Trp
370
Trp
Cys
val
val
Leuy
450
Ala
Asn
LyS
Arg
Ala
330
Trp

val

ser
Arg
Glu
610
Pro
Arg
Lys
Leu
Ar

69

Tyr
ASp
Tyr
val
Pro
770
Arg

ser

Ala
275
Thr
Pro
val
GlIn
Gly
355
Met
GlIn
Pro
Thy
Ala

435
Leu

Cys
Glu
His
ASp
515
Ala
Leu

Thr

val
val
595
aAla
ASp
Thr
Ala
Leu
675
Thr
Phe
Arg
Cys

Ar
75
Tyr

Asp
Gly

Arg
Arg
Ser
Tyr
Leud
340
Ala
Pro
Met
TYr
Pro
420
Ala
Arg
Leu
Arg
Ala
500
Cys
Glu
Met
Glu
Trp
580
Gln
Arg
Gly
Phe
Leu
660
Gly
Phe
val
Leu
val
740
Lys
Mat
Ala

Leu

Pro
His
Thr
Ala
325
Arg
Arg
Gly
Arg
Gl

40

Ala
Pro
Gln
Arg
Arg
485
Lys
Ala
His
ser

Thr
565

Ser
Leu
Pro
Leu
Arg
645
Phe
Ala
val
Lys
Thr
725
Arg
Ala
Arg
val

Phe
805

ES 2376 010 T3

Ala
Ser
Sar
310
Glu
Pro
Arg
Thr
Pro
3150
val
Ala
Glu
His
Arg
470
Pha
Leu
Trp
Arg
val
550
Thr
Lys
Arg
Ala
Arg
630
Arg
ser
ser
Leu
val
710
Glu
Arg
Phe
Gln
val

790
Asp

Glu
His
295
Arg
Thr
ser
Leu
Pro
375
Leu
Leuy
Gly
Glu
ser
455
Leu
Leu
ser
Leu
Ley
535
Tyr

Phe

Leu
Glu
Leu
615
Pro
Glu
val
val
Ar

69

Ala
val
Tyr
Lys
Phe
775
Ile

val

Glu
280
Pro
Pro
Lys
Phe
val
360
Arg
Phe
Leu
val
Glu
440
ser
val
Arg
Leu
Ar

52

Arg
val

Gln

Gln
Leu
©00
Leu
Ile
Lys
Leu
Leu
680
val
Ile
Ile
Ala
ser
760
val
Glu

Phe

32

Ala
Ser
Pro
His
Leu
Glu
Arg
Leu
Lys
Cys
425
ASD
Pro
Pro
Asn
GIn
505
Arg
Glu
val
Lys
Ser
585
ser
Thr
val
Arg
AsSn
665
Gly
Arg
Thr
Ala
val
745
His
Ala
Gln

Leu

Thr
val
Arg
Phe
330
Leu
Thr
Leu
Glu
Thr
410
Ala
Thr
Trp
Pro
Thr
490
Glu
sSer
Glu
Glu

Asn
570

Ile
Glu
sar
Asn
Ala
650
Tyr
Leu
Ala
Gly
ser
730
val
val
His
ser

Arg
810

ser
Gly
Pro
315
Leu
Ser
Ila
Pro
Leu
395
His
Arg
ASp
GIn
Gl

47

Lys
Leu
Pro
Ile
Leu
55%
Arg
Gly
Ala
Arg
Met
635
Glu
Glu
Asp
Gln
Ala
715
Ile
Gln
Ser
Leu
ser

795
Phe

Leu
Arg
300
Trp
Tyr
sSer
Phe
Ar

380
Leu
Cys
Glu
Pro
val
460
Leu
Lys
Thr
Gly
Leu
540
Leu

Leu

Ile
Glu
Leu
620
Asp
Arg
Arg
ASp
As

70

Tyr
Ile
Lys
Thr
Glin
780
Ser

Met

Glu
285
GIn
Asp
ser
Leu

Leu
365

g Leu

Gly
Pro
LyS
Ar

44

Tyr
Trp
Phe
Trp
val
525
Ala
Arg

Phe

Arg
val
60S
Arg
Tyr
Leu
Ala
Ile
685
Pro
Asp
Lys
Ala
Leu
765
Glu
Leu

Cys

Gly
His
Thr
Ser
Ar

35

Gly
Pro
Asn
Leu
Pro
430
Arg
Gly
Gly
Ile
Lys
510
Gly
Lys
Ser
Phe
Gin
590
Arg
Phe
val
Thr
Arg
670
His
Pro
Thr
Pro
Ala
750
Thr
Thr
Asn

His

Ala
His
Pro
Gl

33

Pro
ser
Gln
His
Ar

41

Gln
Leu
Phe
Ser
Ser
495
Met
Cys
Phe
Phe

TYIr
575

His
Gln
Ile
val
Ser
655
Arg
Arg
Pro
Ile
Gln
735
His
Asp
Ser
Glu

His
815

Leu
Ala
Cys
320
Asp
ser
Arg
Arg
Ala
400
Ala
Gly
val
val
Arg
480
Leu
ser
val
Leu
Phe
560
Arg
Leu
His
Pro
Gly
640
Arg
Pro
Ala
Glu
Pro
720
Asn
Gly
Leu
Pro
Ala

800
Ala
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<210>7

val
Gly
Glu
Leu
865
Thr
val
Leu
Trp
Tyr
945
Arg
Leu

Leu

Tyr
Trp
1025
Leu
Ala
Cys
val
Lys
1105
Ala
ser
Ile
Glu

val
1185

Arg Ile

Ile
835
Lys

Ser

Asn
850
val Asp

Phe Leu

Asn Leu

Gl
91
Gly

Gly

Cys
930
ser Ser

Gly Phe

Arg Ley
Thr
995

Arg Phe
1010
Lys

Gin

Asn
Cys Tyr
Gly

G1In

Lys
His

1075

Pro Leu
1090
teu Pro

Leu Pro

Ile Thr

Ash Asp

1155

Met val
1170

Pro Gly

Arg
820
Leu
Leu
Asp
Arg
Ar

90

Thr
teu
Tyr
Lys
Lys
980
val
His
Pro
ser

Ala

Gly
Ser
Phe
Phe
Thr
885
Lys
Ala
Leu
Ala
Ala
965
Cys

cys

Ala
Thr
Ile

1045
Ala

1060

Ala
Leu
Gly
Ser

Glu

Phe
Gly
The
Asp
1125

Leu

1140

Lys
Ile

ser

Met Lys Asp Thr

ser Met Glu Asn

<211> 3681
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mTERT(AI)-LTBopt

<400> 7

123

Ile
Ile
GlIn

Leu
1205

ES 2376 010 T3

Lys
Thr
Ala
Leu
870
Leu
Thr
Pha
Leu
Ar

95

Gly
His
Thr

Cys
Phe
1030
Leu
Gly
Leu
Ser
Thr
1110
Phe
Cys
Leuy
Thr

His
1190

val
825
Cys

ser Tyr
Leu
840
Ile

Leu

Gly
855
Ley

Arg

val Thr

val Arg Gy
Asn
905

Met

val val
Gin
920
Thr

val
Asp Arg
935
Thr

Ser Ile

Met

Phe
985
Ile Tyr
1000

val Leu Gln
1015
Phe

Arg Asn

Ser Leu

Asn

Leu Arg
Lys Ala Lys

Pro Leu Pro

Gln
ser
Arg
Pro
val
890
Phe
Pro
Thr
Arg
Ar

97

Leu

Lys

Leu

val

1050

Cys
Leu
Asp
His
875
Pro
Pro
Ala
Leu
Ala
955
Arg
Asp

Ile

Pro

Ile

1035

Ala

Ile
830
Gly

aIn Gly
Cys Tyr
845
Gly Leu
860
Leu

Leu

Thr His

Glu Tyr Gly

val Glu Asp
910
Gly Leu
92

val

His
Glu Gln
940
ser

Leu Thr

Lys teu Phe
val
990
Leu Leu

1005

Phe His GIn
1020
ser Asp Thr

Leu Gln

Leu

Gly Met Ser

ser Glu Ala val GIn

1065

Leu

Leu
1095
Leu

Arg
Thr

Lys Thr

ser Glu
ser Tyr
1160
Phe
1175

1070

Lys Leu Thr Arg His Arg val
1580 1085
Thr Ala Gln Thr GIn Leu

1100

Ala Leu Glu Ala Ala Ala

1115

1130

Ile Leu Asp Ser Arg Ala

Tyr Arg Asn Thr gin Ile

1145

Thr Glu Ser Met Ala Gly Lys
1165

Pro
Asp
Leu
Ala
555
Glu
Phe
Ser
Phe
57
Asn
Gln

GlIn
Ala

Leu

1055

Trp
Thr
Ser
Asn

Pro

1135

Tyr
1150 d

Lys Ser Gly Ala Thr Phe GIn val
1130

Ile Asp Ser GlIn Lys Lys Ala Ile Glu
1195

Arg Ile Thr Tyr Leu Thr Glu Thr Lys Ile

33

1210
Lys Leu Cys val Trp Asn Asn Lys Thr Pro Asn Ser Ile
1220 1225

1230

1215
Ala Ala Ile

GlIn
Met
Arg
Lys
880
val
Ala
Pro
Asp
Asn
960
val
ser

Ala

val
Ser
1040
Gly
Leu
Tyr
Arg
Pro
1120
GlIn
Thr
Arg
Glu
Arg

1200
ASp
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accagagcce ccagatgecc tgocgtgaga agcctgetge ggagecggta cagagaagtg 60
tggeccctgg ccacctitgt gaggagactg ggccctgagg gcaggagact ggtgcagect 120
ggcgacccca aaatctacag gaccctggtyg gcccagitgtc tggtgtgtat gcactggagge 180
agccageccce ctcccgccga cctgagettc caccaggtgt ccagcctgaa ggaactogtg 240

gccagagtgg
gagctgctga
tacctgccca
agcagagtgg
gtgccecccca
accgacatct
ttcaccaacc
ccectgygcee
cccagegeca
caggtgctgc
gtgcccaccg
ggcagcgtgt
aacgccttcc
ggccaggaga
gccagacgccg
tgcagaaccc
ctggtgaacc
accgccaace
ctgaggctoc
grggtgtccy
aagaagttca
atgaaagtgg
gccgagcaca
tacgtggtgc
cggcrgttct
cacctggaga
acctgoctgo
cccatcgtga
cagcacttca
cacccacace
gcctrcgtge
gccatcaccy
atgatcaggc
agccagggcc
ccttacatgo
agcgtagtga
ttcctgeact
cagggcatcc
atggagaata
gatttcctgc
cacggcgtge
gtggagcccg
ccectggtgco
tacgcccaga
accatgagga
ctgcaggtga
gcctacagat
ctgaccttct
gtgaagaacc
tggctgtgct
ctgctoggcc
atgaccattc
gactctagag
tacaccatca
gtgatcatca
atcgacagcc
accgagacca
gccatcrcta

<210>8

tgcagagact
acgaggccag
acaccgtoat
gcgatgacct
gctgcgecta
ggcccagegt
tgcggttcct
tgcccagcag
agaaagccag
ccaccceeag
ccgagaagga
gttgcaagca
agctgaggcc
gactgaaccc
tggrggagat
accggctogag
acgccgagtg
agcaggtgac
acagcagccc
ccagectygty
tcagcctggg
aggactgcca
gactgaggga
agctgetgeg
tctaccggaa
gagtgaggct
ccatgcccat
acatgagcta
cccageggct
tgatgggcag
tgagagtgcg
gcgcctacga
acagcgagtc
aggtgcacaa
gccagttcct
tcgagcagag
tcctgagygca
ctcagggctc
agctgttcgce
tggtgacccc
ccogagtacgg
gcaccctgygg
gactgctgcer
ccagcatcaa
acaagctgct
acagcctgca
tccacgectg
tcctggggat
ccggcatgac
accaggccte
ctctgagaac
tgaaagccygc
cccctcagag
acgacaagat
ccttcaagag
agaagaaggc
agatcgacaa
tggagaactg

gtgcgagcgg
aggcggcecct
cgagaccctyg
gctggtgtac
ccaggtgtge
gtctgccagce
gcagcagatc
aggcaccaag
atgctacccc
cggcaagagc
cctgagcagce
caagcceagce
tttcatcgag
cagcttcectg
catcrtcctg
caggcggtac
ccagtatgtg
cgacgccctg
ctggcaggtg
gggcaccaga
caagtacggc
ctggctgaga
gagaatcctg
gtcctrcttc
gtctgtgtygg
gagagagctg
ctgecgactg
cagcatgggc
gaaaaccctg
cagcgtgctg
ggccctggac
cgccatccce
cacctactgc
gagcttccgg
gaagcacctg
catcagcatg
cagcgtggtg
tagcctgagc
cgaagtgcag
acacctggac
ctgcatgartc
cggageecgcece
ggatacccag
gaccagcctg
gagcgtgctg
gaccgtgtgt
cgtgatccag
catcagcagce
cctgaaggcc
tctgctogaag
cgcccagaaqg
cgccgacece
catcaccgag
cctgagctac
cggcgecacce
catcgagegg
gctgtgtgtg
a

aacgagagaa
cccatggect
agagtgagcg
ctgctggecc
ggatcccccce
tacagaccca
aagagcagca
agacacctga
gtgcctagag
tgggtgccca
aagggcaaag
agcaccagcc
acccggeact
ctgagcaacc
ggcagcagac
tggcagatga
cggctgctga
aacaccagcc
tacggcttrcc
cacaacgagc
aagctgagec
agcagccccg
gccacattec
tacatcaccy
agcaagctgc
agccaggagg
agatccatcc
acaagageccc
ttctccatygc
ggcatgaacyg
cagacccctc
cagggcaaac
atcaggcagt
agacaggtga
caggatagcg
dacgagtcca
aagatcggcg
accctgetgt
agagatggcc
caggccaaga
aatctgcaga
ccttaccage
accctggaag
accttccaga
agactgaagt
atcaacatct
ctgcccrtcg
caggccagct
agcggceagcet
ctggccgeec
ctgctgtgec
gccctgagea
ctgtgcagcg
accgagtcta
tttcaggtyy
atgaaggaca
tggaacaaca

34

acgtgctggc
tcaccagctc
gcgcctggat
actgcgecet
tgtaccagat
ccagacctge
gcagacagga
gcctgaccag
tggaggaggg
gococgecag
tgagcgacct
tgctgagecce
tcctgtacag
tgcagcctaa
ccagaaccag
gacccctgtt
ggagccactg
cccctcacct
tgagagcctg
ggcggttctt
tgcaggaact
gcaaggacag
tgttctggct
agagcacctt
agagcatcgg
aagtgagaca
¢caagcccaa
tgggcagaag
tgaactacga
acatctaccg
ggatgtactt
tggtggaaqt
acgccgrggt
ccaccctgag
acgccagege
gcagcagect
acagatogcta
gtagcctgtg
tgctgctgceg
ccttecctgag
daaccgtrggt
tgcecygcecca
tgttctgcga
gcgtgttcaa
gccacggect
acaagatttt
accagagagt
gctgctacge
tceccteccga
acagcgtgat
ggaagctgcc
ccgacttcca
agtaccggaa
tggccggcaa
aagtgcctgg
ccctgcggat
agacccccaa

cttcggcttce
tgtgaggage
gctgctgetg
gtatctgctg
ttgcgecace
gggccggaac
ggccccecaag
caccagcgtrg
ccetcacaga
aagccccgaa
gtctctgagc
ccccagacag
cagaggcgat
ccrgaccggce
cggccctctg
ccagcagctg
cagattcagg
gatggatctg
cctgtgcaaa
caagaatctg
gatgtggaag
agtgcectgec
gatggacacc
ccagaagaac
agtgagacag
ccaccaggat
cggcctgaga
aaagcagocc
gcggaccaag
gacctggaga
cgtgaaggcc
ggtggccaac
gagaagagac
cgatctgcag
cctgagaaat
gttcgacttc
cacccagtgt
cttcggcgac
cttcgtggac
cacactggtg
gaacttccct
ctgcctgrtc
ctacagcggc
ggccggcaag
gttcctgoat
ccrgctgcag
gcggaagaac
catcctgaaa
ggccgeccac
ctacaagtgc
cgaggccace
gaccatcctg
cacccagatt
gcggygagaty
cagccagcac
cacctacctg
cagcatcgcc
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<211> 1232
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> mTERT(AI)-LTBopt

<400> 8

Thr Arg Ala Pro Arg Cys Pro Ala val Arg Ser Leu Leu Arg Sar Arg

ES 2376 010 T3

35



Tyr
Glu
Leu
Pro
Ala
Ala
Ala
Thr
As

14

val
Ile
Pro
GIn
Pro
225
Pro
Gly
Pro
Ser
582
Asn
ser
AsSn
Phe
363
Leu
Cys
Ser
GlIn
sSer
465
Lys
Leu
Pro
Ile

Leu

Arg
Gly
val
Ala
Arg
Phe
Phe
Leu
130
Asp
Pro
Ccys
Thr
Ile
210
ser
ser
Pro
ser
ser
290
Lys
Ala
Arg
Leu
Leu
370
Leu

val

Arg
Pro
val
450
Leu
Lys
Met
Gly
Leu

5330
Leu

Glu
Arg
Ala
Asp
val
Gly
Thr
115
APrg
Leu
Pro
Ala
Arg
195
Lys
Arg
Ala
His
Pro
275
Lys
His
Phe
Gly
Gln
355
Gly
Ser

AsSD

Phe
Pro
435
Tyr
Trp
Phe
Trp
Lys
515
Ala

Arg

val
20

Arg
Gln
Leu
val
Phe
100
ser
val
Leu
Ser
Thr
180
Pro
sSer
Gly
Lys
Arg
Ala
Gly
Lys
Gin
AS

34

Pro
ser
Arg
His
Arg
420
His
Gly
Gly
Ite
LysS
500
Asp
Thr

Ser

Trp
Leu
Cys
ser
Gln
Glu
Ser
ser
val
%
Thr
val
ser
Thr
345
Gln
Arg
Lys
Pro
335
Gly
Asn
Arg
Ardg

Ala
405

Thr
Leu
Phe
Thr
i
Met
Arg
Phe

Phe

ES 2376 010 T3

ero
val
Leu
Phe
70

Arg
Leu
val
Gly
TYr
150
Ala
Asp
Gly
ser
LYS
230
Ala
val
ser
val
ser
310
Arg
Gln
Leu
Pro

4
Glu

Ala
Met
Leu
Ar

47

Leu
Lys
val
Leu

Phe

Leu
GIn
val
55

His
Leu
Leu
Arg
Ala
135
Leu
Tyr
Ile
Arg
Ar

21

Arg
Arg
Leu
Pro
ser
295
Ser
Pro
Glu
Thr
Arg
3758
Trp

Cys

Asn
Asp
453
His
Gly
val
Pro
Phe

535
Tyl

ala
Pro
40

Cys
Gin
Cys
Asn
ser
120
Trp
Leu
Gln
Trp
Asn
200
Gln
His
Cys
Pro
Glu
280
Asp
Thr
Phe
Arg
Gly
360
Thr
Gin

GIn

Glin
Leu
440
Ala
Asn
Lys
Glu
Ala
520
Trp

Ile

36

Thr
Gly
Met
val
Glu
Glu
108
TYr
Met
Ala
val
Pro
185
Phe
Glu
teu
Tyr
Thr
265
val
Leu
Ser
Ile
Leuy
345
Ala
ser
Met
Tyr
Gln
425
Leu
Cys
Glu
Tyr
Asp
505
Ala
Leu

Thr

10
Phe

Asp
His
ser
Arg
Ala
Leu
Leu
HWis
Cys
170
Ser
Thr
Ala
Ser
Pro
250
Pro
Pro
ser
Leu
Glu
330
Ash
Arg
Gly
Arg

val
410

val
Arg
Leu
Arg
%
Cys
Glu
Met

Glu

val
Pro
Trp
ser
75

Asn
Arg
Pro
Leu
Cys
1§5
Gly
val
Asn
Pro
Leu
235
val
ser
Thr
Leu
Leu
315
Thr
Pro
Arg
Pro
Pro
395
Arg
Thr
Leu
Cys
Arg
475
Lys
His
His
ASp

ser

Arg
Lys
Gly
60

Leu
Glu
Gly
Asn
Leu
140
Ala
Ser
ser
Leu
LysS
2%0
Thr
Pro
Gly
Ala
ser
300
Ser
Arg
ser
Leu
Lauy
380
Leu

Leu

Asp
His
Lys
Phe
Leu
Trp
Arg
Thr

540
Thr

Arg
Ile
a5

ser
LyS
Arg
Gly
Thr
125
ser
Leu
Pro
Ala
Ar

20

Pro
Ser
Arg
Lys
Glu
285
Gly
Pro
His
Phe
val
365
Cys
Phe

Leu

Ala
ser
445
val
Phe
ser
Leu
Ley
525
TYr

Phe

Leau
30

Tyr
Gln
Glu
Asn
Pro
110
val
Arg
Tyr
Leu
ser
190
Phe
Leu
Thr
val
Ser
270
Lys
Ser
Pro
Phe
Leu
350
Glu
Arg
Gln
Arg
Leu
430
ser
val
Lys
Leu
Ar

51

Arg
val

GIn

15
Gcly

Arg
Pro
Leu
val
a5

Pro
Ile
val
Leu
Tyr
1%
Tyr
Leu
Ala
ser
Glu
255
Trp
Asp
val
Arg
Leu
335
Leu
Ile
Thr
Gln

ser
415

Asn
Pro
Ser
Asn
Gln
495
Ser
Glu
val

Lys

Pro
Thr
Pro
val
30

Leu
Met
Glu
G6ly
Leu
160
Gln
Arg
GIn
Leu
val
240
Glu
val
Leu
Cys
Gln
320
Tyr
sSer
Ile
His
Leu
400
His
Thr
Trp
Ala
Leu
480
Glu
ser
Arg
GlIn

Asn



345
Arg

Gly
Glu
Arg
Met
625
Gln
Glu
Asn
Leu
Ala
705
Met
val
val
His
Glu
785
Phe
Tyr

Leu

val
val
865
His
val
Gln
Thr
Ser
945
Thr
Ley
Ile
Ile

Leu

1025

Leu
val
Glu
Leu
610
ser
His
Arg
Asp
Asp
690
Tyr
Ile
Arg
Thr
Leu
770
Gln
Leu
Thr
Cys
Gln
850
Thr
Gly
Asn
Leu
GIn
230
Ile
Met
Phe
Tyr
Gln

Phe
Arg
val
595
Arg
TYr
Phe
Thr
Ile
675
Gln
Asp
Arg
Arg
Thr
755
Gln
Ser
His
Gln

ser
835

Arg
Pro
val
Phe
Pro
915
Thr
Lys
Arg
Leu
Lys

995
Leu

1010

Gly

Ile

val Lys Asn

Glu Ala Ala

Ala His ser

1075

Phe
Gln
580
Arg
Phe
ser
Thr
Lys
660
TYr
Thr
aAla
His
AS

74

Leu
Asp
Ile
Phe
Cys
850
Leu
Asp
His
Pro
Pro
900
Ala
Leu
Thr
Asn
Asp
980
Ile
Pro
Ile
Pro

His

1060

Tyr
565
His
His
Ile
Met
Gln
645
His
Arg
Pro
Ile
ser
725
ser
Ser
Ser
ser
Leu
805
Gln

Cys

Gly
Leu
885
val
His
Glu
sar
St
Leu
Phe
Phe
ser

Gly

1045
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550
Arg

Leu
His
Pro
Gl

63

Arg
Pro
Thr
Arg
Pro
710
Glu
Gln
Asp
Asp
Met
790
Arg
Gly

Phe
Leu
AS

870
Tyr
Glu
Cys
val
Leu
950
Leu
Gln
Leu
Asp
Ser

Lys
Glu
Gln
LYS
615
Thr
Leu
His
Trp
Mat
695
GIn
ser
aly
Leu
Ala
775
Asn
His
Ile
Gly

Leu
855

p Gln

Gly
Pro
Leu
635
Thr
Leu
val
Leu

Gln

ser
Arg
Asp
600
Pro
Arg
Lys
Leu
Arg
680
Tyr
Gly
Thr
Glin
Gln
760
ser
Glu
ser
Pro

AsSp
840

Leu
Ala
Cys
Gly
520
Cys
Phe
ser

Asn

Gln

1000

Arg

1015
Gln Ala Sser

1030
Met Thr Leu Lys

val
val
585
Thr
Asn
aAla
Thr
Met
665
Ala
Phe
Lys
Tyr
val
745
Pro
Ala
Ser
val
GlIn
825
Met
Arg
Lys
Met
Thr
905
Pro
AspP
Gln
val
ser
985
Ala

val

Tr

57

Arg
Trp
Gly
Leu
Leu
650
Gly
Phe
val
Leu
Cys
7;0
His
TYr
Leu
Ser
val
810
Gly

Glu

Phe
Thr
Ile
890
Leu
Trp
Tyr
sar
Leu
970
Leu
Tyr
Arg

Cys

555
ser

Leu
Lteu
Leu
Gl

63

phe
Ser
val
Lys
val
715
Ile
Lys
Met
Arg
Ser
795
LysS
ser

Asn

val
Phe
875
Asn
Gly
Cys
ser
val
955
Arg
Gln
Arg
Lys

Cy

]
1035

Lys
Arg
Ala
Arg
620
Arg
Ser
ser
Leu
Ala
700
Glu
Arg
ser
Gly
Asn
780
ser
Ite
Ser
Lys
Asp
860
Leu
Leu
Gly
Gly
Gly
940
Phe
Leu
Thr
Phe

Asn

Leu
Glu
Met
605
Pro
Arg
Met
val
Ar

68

Ala
val
Gln
phe
Gln
765
ser
Leu
Galy
Leu

Leu
845

Asp
ser
GIn
Ala
Leu
925
Tyr
Lys
Lys
val

His

1005

Leu

1020
Tyr Ala Ile

GIn
Leu
590
Pro
Ile
LYS
Leu
Leu
670
val
Ile
val
Tyr
Ar

75

Phe
val
Phe
AsSp
ser
830
Phe
Phe
Thr
Lys
Ala
910
Leu
Ala
Ala
Cys
Cys
990
Ala

Thr

Ala Ser Gly Ser Phe
1050

Ser
575
ser
Ile
val
Gln
Asn
655
Gly
Arg
Thr
Ala
Ala
735
Arg
Leu
val
Asp
ATg
815
Thr

Ala

Leu
Leu
Thr
895
Pro
Leu
Gln
Gly
His
975
Ile
Cys
Phe
Leu

Pro
1055

560
Ile

Gin
cys
Asn
Ala
640
Tyr
Met
Ala
Gly
Asn
720
val
GIn
Lys
Ile
Pha
800
Cys
Leu

Glu

Leu
580
val
Tyr
Asp
Thr
5%0
Gly
Asn
val
Phe
Lys

1040
Pro

Trp Leu Cys Tyr GIn Ala Phe Leu Leu Lys Leu aAla
1065 1070

val Ile Tyr Lys g%goLeu Leu Gly Pro Leu Arg Thr Ala

GIn Lys Leu Leu Cys Arg Lys Leu Pro Glu Ala Thr Met Thr Ile Leu
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10

1090
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1093

1100

Lys Ala Ala Ala asp Pro Ala Leu Ser Thr Asp Phe G1n Thr Ile
1110 1115

1105

Asp Ser arg Ala Pre GIn Ser Ile Thr Glu Leu Cys Ser Glu Tyr
1125 1 1135

Asn Thr GlIn Ile Tyr
1140

ser Met Ala Gly Lys

1155
Ala Thr phe GIn val

1170

Lys Lys ala Ile Glu
1185

Thr Glu Thr Lys Ile
120

130

Thr Ile Asn Asp Lys Ile Leu Ser Tyr Thr
1145

1150

Arg Glu met val Ile Ile Thr Phe Lys Ser
1160

1165

Glu val Pro Gly Ser GIn His Ile Asp Ser

1175

1180

Arg Met Lys Asp Thr Leu Arg Ile Thr Tyr
119 1195

0

Asp Lys Leu Cys val Trp Asn Asn Lys Thr
3 1210 1215

Leu
1120
Arg
Glu
Gly
Gln
Leu

1200
Pro

Asn Ser Ile Ala Ala Ile Ser Met g;gsAsn ser Glu GIn Ile Asp Asn

<210>9

<211> 3393

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> hTERT(Al)
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cccagagccec
ctgcccectgg
gacgaccctg
gccagaccee
gccagagtgc
gccctgetgg
tacctgccca
agaagagtgg
gtggccccca
acccaggcca
gcctggaacc
agaagaagag
gcrgeccccg
accagaggcec
gccacaagcec
cagcaccacg
cccectgtgt
cggcccaget
gagaccatct
ctgccecage
cagtgcccct
gctgccggcy
gacaccgacc
tacggcttcg
cacaacgagc
aagctgagcc
cggagcccty
gccaagrtcc
tacgtgaccg
agcaagctgc
agcgaggecg
cggttcatcc
gccagaacct
ttcagcgtgce
ggcctggacyg
ceeecacecy
caggaccggce
cggeggtacg
cacgtgagca
gagaccagcc
agcagoggcec
ggcaagagct

tgctctctgt
c¢tgctgetgce
accttcctygc
aagaccgtygg
atgccegecc
gtgcagagceg
<gcggcttca
tgccacagcc
tacaagatcc
catcagcagg
Ctgtgctaca
gceggacece
ctgacceggce
cagctgagcc
gcectgecta

ccagatgcag
ccaccttegt
ccgecttecy
ccccageege
tgcagcggcet
acggcgeeag
acaccgtgac
gcgacgacgt
gctgcgecta
ggcceccacc
acagcgtgag
9cggcagcge
agcccgagcg
ccagcgaccy
tggagggcgc
ccggacccec
acgccgagac
tcctgetgag
tcctgggcag
ggtactggca
acggcgtget
tgtgcgccag
ccagacgcct
tgcgggectyg
ggcggtrcct
tgcaggaact
gcgtgggctg
tgcactgget
aaaccacctt
agagcatcgg
aagtgagaca
ccaagcecega
rccggcggga
tgaactacga
acatccaccg
agctgtactet
tgaccgaagt
ccgtggtgea
ccctgaccga
cccetgeggga
tgttcgacgt
acgtgcagtg

gctacggcga
gcctggtgga
ggaccctggt
tgaacttccc
atggcctgtt
actacagcag
aggccggcag
tgtttctgoa
tgctgctygca
tgtggaagaa
gcattctgaa
tgcccagega
accgcegtgac
ggaagctgcc
gcgacttcaa
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agccgtgcgg
gcggeggctg
ggccetggtyg
ccctagette
gtgcgagaga
aggcggeect
cgacgccctg
actggtgcac
¢caggtgtgc
ccacgecagce
agaggccggc
cagccggage
gacccccgrg
gggcttctgc
cctgageyoc
cagcaccagc
caagcacttc
cagcctgaga
ccggecctygg
gatgcggcce
gctgaaaacc
agagaagccc
ggtgcagctg
¢ctgagaagg
gcggaacacc
gacctggaag
cgtgccagcec
gatgagcgtg
ccagaagaac
catcaggcag
gcaccgggag
cggcectgcgg
gaagcggycc
gcgggccagg
ggcctggcgg
cgtgaaagtg
gatcgccagc
gaagoccgcc
¢ctgcagece
tgccgtggtg
gttcctagcge
ccagggcatc

catggagaac
cgacttcctg
gcggggcgtg
¢gtggaggac
cecttggtgc
ctacgcecgg
aaacatgcgg
cctgcaggty
ggcctaccygg
ccccacctic
ggccaagaac
ggccgtgeag
ctacgtgecc
tggcaccace
gaccatcctg

agcctgctgc
ggcccccagg
gctcagtgcc
cggcaggtga
ggcgccaaga
cccgaggeet
€ggggcageg
ctgctggccc
ggcccaccece
ggccccagac
gtgcccctygg
ctgcccctgce
ggccagggca
gtggtgagcc
acccggceaca
agaccccceca
ctgtacagca
cccagcctga
atgcccggea
ctgttcctog
cactygccccce
cagggcageg
ctgcggeagce
ctggtgcccc
aagaagttca
atgagcgtgc
gccgageace
tacgtggtog
cggctgttct
cacctgaaga
gccagaccetyg
cccatcgtga
gagcggctga
agacccggcc
accttcegtgc
gccatcaccyg
atcatcaagc
cacggccacg
tacatgcggc
atcgagcaga
ttcatgtogcc
cctcagggca

aagctgticy
ctggtgaccc
cccgagtacy
gaggccctgyg
gg9ctgctge
accagcatcc
cggaagctgt
aacagcctgc
ttccacgect
ttcctgegeg
gccggceatga
tggctgtgtc
ctgctgggaa
ctgacagccc
gac

ggagccacta
gctggegact
tggtgtacgt
gctgcctgaa
acgtactggc
tcaccacaag
0cgcctyggyg
ggtgcgccct
tgtaccagct
ggagactggg
gcctgecage
ccaagcggec
gctgggccca
ccgocagace
gccaccccag
gaccctoggoa
gcggcgacaa
ccogcgecag
ccccccggag
agctoctgoy
tgagagcege
tggccgcetce
acagecagecec
ctggcctygtg
tcagcctyggg
gggactycgc
ggctygcggga
aactgctgeg
tctaccggaa
gagtgcagct
cccrgergac
acatggacta
ccagcagagt
togctgggcgce
tgagagtgcg
gcgcctacga
¢ccagaacac
tgcggaaggc
agttcgtggc
gcagcagect
accacgccat
gcatcctgag

ccggcarcceyg
ctcacctgac
gctgtgtagt
gcggcacagc
tggacaccecg
gggccagect
ttggcgtgct
agaccgtgty
gcgtgetgca
tgatctctoa
gccrgggege
accaggcctt
gcetgcggac
tggaggccgc

ccgggaagtg
ggtgcagcgg
gccctgggac
ggaactggtg
cttcggettce
cgtgcggagc
cctgetgetg
gttcgtgctg
gggagccgec
ctgcgagcgy
ccctggegee
cagaagagqgc
ccccggeaga
€gccgaggag
cgtgggccgg
cacccectgc
ggagcagctg
gagactggtg
actgccccgg
caaccacgcec
cgtgaccece
€gaggaggag
ttggcaggtg
gggcagcaga
gaagcacgcc
ctggctgcgy
ggagatcctg
gtccttctec
gagcgtgtog
gcgggagetg
cagccggcetg
cgtggtrggyc
gaaggcccty
cagcgtgctg
ggcccaggac
caccateccce
ctactgcgtg
cttcaagagc
Ccacctgeag
gaacgaggec
gcggatccag
cacactgctg

gcgggacgga
ccacgccaag
gaacctgcgce
cttcgtgcag
gaccctggaa
gacattcaac
gcggctgaag
caccaacatc
gctgoccttc
caccgccage
caagggcgct
tctgctgaag
cgcccagacc
tgccaaccce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1930
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3393
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<211> 1137

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> hTERT(AI)
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<400> 10

Pro
Tyr
Gln
Leu
Pro
Ala
Ala
Ala
Ala
v
val
Leu
Arg
Ala
%
Ala
His
Ser
sSer
Gl

30

Pro

Lys

Arg
Arg
Gly
val
Ala
Arg
Phe
Phe
Leu
130
Asp
Ala
Gly
Arg
S
Ser
Ala
Pro
Pro
s
Pro
Pro

Glu

Ala
Glu
Trp
Ala
Ala
val
Gly
Thr
115
Arg
val
Pro
Ala
Arg
195
val
Ala
Pro
Gly
Ala
275
Thr
Pro
val

GIn

Pro
val
20

Arg
GIn
Pro
Leu
Phe
100
Thr
Gly
Leu
ser
Ala
180
Leu
Pro
Ser
Glu
Ar

260
Arg
Arg
ser
TYr

Ley
340

Agg
Leu
Leu
cys
Ser
Gln
Ala
ser
ser
val
Cys
165
Thr
Gly
Leu
Arg

Pro
245

g Thr

Pro
His
Thr
Ala

325
Arg
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Cys
Pro
val
Leu
Phe
70

Arg
Leu
val
Gly
His
150
Ala
Gln
Cys
Gly
ser
230
Glu
Arg
Ala
ser
ser
310
Glu

Pro

Arg
Leu
GIn
val
55

Arg
Leu
Leu
Arg
Ala
135
Leu
Tyr
Ala
Glu
Leu
215
Leu
Arg
Gly
Glu
His
295
Arg
Thr

Ser

Ala
Ala
Arg
40

Cys
Gln
Cys
Asp
Ser
120
Trp
Leu
Gln
Arg
Arg
200
Pro
Pro
Thr
Pro
Glu
280
Pro
Pro
Lys

Phe

40

val
Thr
Gly
val
val
Glu
Gly
105
Tyr
Gly
Ala
val
Pro
185
Ala
Ala
Leu
Pro
ser
265
Ala
Ser
Pro
His

Leu
345

Arg
Phe
Asp
Pro
Ser
Arg
Ala
Leu
Leu
Arg
75
Pro
Trp
Pro
Pro
val
250
Asp
Thr
val
Arg
Phe

330
Leu

ser
val
Pro
Trp
¥
Gly
Arg
Pro
Leu
i3
Gly
Pro
Asn
Gly
75
Gly
Arg
Ser
Gly
Pro
315
Leu

Ser

Leu
Arg
Ala
ASp
Ley
Ala
Gly
ASD
Leu
140
Ala
Pro
His
His
Ala
220
Arg
Gln
Gly
Leu
Arg
300
Trp
Tyr

ser

feu
Arg
Ala
Ala
Lys
Lys
Gly
Thr
125
Arg
Leu
Pro
Ala
ser
205
Arg
Pro
Gly
fhe
Glu
285
Gln
Asp
ser

Leu

Arg
Leu
Phe
Arg
Glu
Asn
Pro
110
val
Arg
Phe
Leu
s5er
190
val
Arg
Arg
ser
Cys
270
Gly
His
Thr

ser

358

ser
Gly
Arg
Pro
Leu
i
Pro
Thr
val
val
195
Gly
Arg
Arg
Arg
258
val
Ala
His
Pro
Gly

335
Pro

His
Pro
Ala
Pro
val
80

Leu
Glu
Asp
Gly
teu
160
Glin
Pro
Glu
Gly
Gl

240
Ala
val
Leu
Ala
Cys
320
Asp

Ser



Lew
Pro
TYr
35
Gln
Ala
ser
Gln
Arg
4635
His
6ly
val
Pro
His
545%
Tyr
Lys
Lys
Arg
Lys
625
Ala
val
Gly
Trp
Leu
705
Gln

Thr

His
Gln
Ley
785
ser
val
Gly
Glu
Leu

865
Thr

Thr
Trp
370
Trp
Cys
val
val
Leu
450
Ala
Ash
LyS
Arg
Ala
530
Trp
val
Ser
Arg
Glu
610
Pro
Arg
Lys
Leuw
Ar

69

Tyr
Asp

Tyr

val
Pro
770
Arg
ser
Arg
Ser
Asn
850
val

Phe

$3¢
Met
GlIn
Pro
Thr
Ala

435
Leu

Cys
Glu
His
Asp
515
Ala
Leu
Thr
val
val
595
Ala
Asp
Thr
Ala
Leu
675
Thr
Phe
Arg
Cys
Arg
755
Tyr
Asp
Gly
Ile
Ile
835
Lys
ASp

Leu

Ala
Pro
Met
TYr
Pro
420
Ala
Arg
Leu
Arg
Ala
500
Cys
Glu
Met
Glu
™

58

Gln
Arg
Gly
Phe
Leu
660
Gly
FPhe
val
Leu

val
740

Lys
Met
Ala
Leu
Arg
820
Leu
Leu
Asp
Arg

Arg
Gly
Arg
Gl

40

Ala
Pro
Gln
Arg
Ar

48

LysS
Ala
His
ser
Thr
565
Ser
Leu
Pro
Leu
Ar

Phe
Ala
val
Lys
Thr
725
Arg
Ala
Arg
val
Phe
805
Gly
ser
Phe
Phe

Thr
885
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Arg
Thr
Pro
390
val
Ala
Glu
His
Arg
470
Phe
Leu
Trp
Arg
val
550
Thr
Lys
Arg
Ala
Ar

63

Arg
Ser
ser
Leu
val
710
Glu

Arg

Phe
GIn
val
790
Asp
Lys
Thr
Ala
Leu

870
Leu

Leu
Pro
375
Leu
Leu
Gly
Glu
ser
455
Leu
Leu
ser
Leu
Leu
535
Tyr
Phe
Leu
Glu
Leu
615
Pro
Glu
val
val
Arg
Ala
val

Tyr

Lys
phe
775
Ile
val
ser
Leu
Gl

85

Leu

val

val
360
Arg
Phe
Leu
val
Glu
440
ser
val
Arg
Leu
Ar

52

Arg
val
GlIn
GlIn
Leu
600
Leu
Ile
Lys
Leu
Leu
680
val
Ile
Ile
Ala
ser
760
val
Glu
Phe
Tyr
Leu
840
Ile
val

Arg

41

Glu
Arg
Leu
Lys
Cys
435
Asp
Pro
Pro
Asn
aln
505
Arg
Glu
val
LyS
ser
585
Ser
Thr
val
Arg
Asn
665
Gly
Arg
Thr
Ala

val
745

His
Ala
Gln
Leu
val
825
Cys
Al‘"g
Thr

Gly

Thr
Leu
Glu
Thr
410
Ala
Thr
Trp
Pro
Thr
490
Glu
Ser
Glu
Glu
ASn
570
Ile
Glu
ser
ASn
Ala
650
Tyr
Leu
Ala
Gly
s5er
730
val
val
His
ser
Arg
810
Gln
ser
Arg
Pro

val
890

Ile
Pro
Leu
395
His
Arg
Asp
GIn
Gly
475
Lys
Leu
Pro
Ile
Leu
555
Arg
Gly
Ala
Arg
Met
635
Glu
Glu
Asp
Gln
Ala
715
Ile

Gln

Ser
Leu
Ser
795
Phe
Cys
Leu
Asp
His
875
Pro

Phe
Ar

38

Leu
Cys
Glu
Pro
val
460
Leu
Lys
Thr
Gly
Leu
S40
Leu
Leu
Ile
Glu
Leu
620
Asp
Arg
Arg
ASp
Asp
700
Tyr
Ile

Lys

Thr
Gln
780
ser
Met
Gln
Cys
Gly
860
Leu

Glu

Leu
365
Leu
Gly
Pro
Lys
Arg
445
Tyr
Trp
Phe
Trp
val
525
Ala
Arg
Phe
Arg
val
605
Arg
Tyr
Leu
Ala
Ile
685
Pro
ASp
Lys
Ala
Leu
765
Glu
Leu
Cys
Gly
TyYr
845
Leu
Thr

Tyr

Gly
Pro
Asn
Leu
Pro
430
Arg
Gly
Gly
Ile
LYS
S10
Gly
LyS
ser
Phe
Gln
590
Arg
Phe
val
Thr
AP

670
His
Pro
Thr
Pro

aAla
750

Thr
Thr
Asn
His
s
Gly
Leu
His

Gly

ser
Gln
His
Ar

41

Gln
Leu
Phe
ser
Ser
495
Met
Cys
Phe
Phe
TYr>r
575
His
Gln
Ile
val

ser
655

g Arg

Arg
Pro
Ile
Gln
735
His
Asp
Ser
Glu
His
815
Pro
Asp
Leu

Ala

853

Arg
Arg
Ala
400
Ala
Gly
val
val
At

48

Leu
ser
val
Leu
Phe
560
Arg
Leu
His
Pro
Gly
640
Arg
Pro
Ala
Glu
Pro
720
ASN

Gly

Leu
Pro
Ala
800
Ala
Gln
Met
Arg
LysS

880
val



val
Lelu
Trp
Tyr
945
Arg
Leu
Leu
Tyr
Tr
1025
Ley
Ala
Cys
val

Lys
1105

AsSn Leu Arg
300
Gly Gly Thr
915
Cys Gly Leu
930
Ser Ser Tyr

Gly Phe Lys

Arg Leu Lys
980
Gin Thr val
995
Arg pPhe His
1010
Lys Asn Pro

Cys Tyr Ser
Lys Gly Ala
106

His Gln Ala
1075

Pro Leu Leu

1090

Leu Pro Gly

ES 2376 010 T3

Lys Thr
Ala Phe
Leu Leu
Ala Arg
Ala 2%3
Cys His
Cys Thr
Ala Cys

Thr Phe

Ala Gly
0

Phe Leu
Gly ser
Thr Thr

1110

val val
val Gln
920
Asp Thr
935
Thr Ser
Arg Asn
Ser bteu

Asn Ile

1000

val Leu
1015

Phe Leu
Lys Ala
Pro Leu

Leu Lys

1080

Ash
905
Met
Arg
Ile
Met
Phe
985
Tyr
Gln
Arg

Lys

Phe
Pro
Thr
Arg
Ar

97

Leu
Lys
Leu

val

1050

Pro
Ala
Leu
533
Arg
Asp
Ile
Pro

Ie

1035

Ala

val
His
Glu
940
Ser
Lys
Leu
Leu

Phe

Glu Asp Glu Ala
910

Gly Leu
925
val Gln

Leu Thr
Leu Phe

GIn val
990
Leu Leu
1005
His GIn

1020

Ser
Gly

Pro Ser Glu Ala
1065 .
teu Thr Arg His

Leu Arg Thr Ala Gin Thr

1095

1100
Leu Thr Ala Leu Glu Ala Ala Ala Ash Pro
1115

Asp Thr
Met Ser
val GlIn

107
Arg val

1085
GlIn Leu

Phe Pro
ser Asp

Phe Asn
960

Gly val

97

Ash Ser

Gln Ala

GIn val

Ala Ser
1040

Leu Gly
1055

Trp Leu
0

Thr Tyr

S5er Arg

1120

Ala Leu Pro Ser Asp Phe Lys Thr Ile Leu Asp Ser Glu Gln Ile Asp
1125 1130

Asn

<210>11
<211> 3399
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 11
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atgccgcgeg
gtgctgocgc
cgcggggace
gacgcacggc
gtggcccgag
ttcgcgctgc
agctacctgc
ctgcgccgeyg
ctggtggctc
gccactcagg
cgggcctgga
gcgaggaggoe
ggcgctgcce
aggacgcgtg
gaagccacct
cgccagcacc
tgtccceccgg
ctgcggcect
gtggagacca
cgcctgeeec
gcgcagtgce
ccagcagecg
gaggacacag
gtgtacggcect
aggcacaacg
gccaagetct
cgcaggagcc
ctggccaagt
ttttatgtca
tggagcaagt

ctgtcggaag
ctccgcttca
ggagccagaa
ctgttcageg
crgggectyg
gacccgecygc
ccccaggaca
gtgcgrcgot
agccacgtct
caggagacca
gccagcagtg
aggggcaagt
ctctgcagee
gggctgetec
aaaaccttcc
cggaagacag
cagatgccgg
gaggtgcaga
aaccgcegget
aagtgtcaca
atctacaaga
tttcatcage
tcectetget
gccgecggec
aagctgactc
acgcagctga
ccggcactgc

ctceoccgetg
tggccacgtt
cggcggctte
cgeecececge
tgctgcagag
tggacggygc
ccaacacggt
tgagcgacga
ccagctgcge
cccggececec
accatagcgt
gcgggggcag
ctgagccgga
gaccgagtga
ctttggagyg
acgecgggccc
tgtacgcega
ccttcctact
tcTttctygy
agcgctactg
cctacggagr
gtgtctgtgc
acccecgteg
tcgtgcggge
aacgccgett
cgctgcagga
€aggogitgg
tcctgcacty
cggagaccac
tgcaaageat

cagaggtcag
tccecaagec
cgttccacag
tgctcaacta
acgatatcca
ctgagctgta
ggctcacgga
atgccgtygt
ctaccttgac
gcecygetoag
gcctcttcga
cctacgtcca
tgtgctacgg
tgcgtttgot
tcaggaccct
tggtgaactt
cccacggect
gcgactactc
tcaaggctog
gcectattict
tcctectget
aagtttggaa
acrtccatcct
ctcrgecctc
gacaccgtor
gtcggaagct
cctcagactt

ES 2376 010 T3

€cgagccgtg
cgtgcggege
ccgcgcgcetg
cgccecctce
gctgtgcgag
€Cgcgygaygc
gaccgacgca
cgtgctggtt
ctaccaggtg
gccacacgct
cagggaggcc
tgccagccga
gcggacgecc
ccgtggttte
tgcgctctct
cccatccaca
gaccaagcac
cagctctctyg
ttccaggecec
gcaaatgcgg
gctcctcaag
ccgggagaag
cctyggtgcag
ctgcctgege
cctcaggaac
gctgacgtgg
ctgtgttccg
gctgatgagt
gtttcaaaag
tggaatcaga

gcagcatcgg
tgacgggctg
agaaaagagq
cgagcgagcg
cagggcctgg
ctttgtcaag
ggtcatcgec
ccagaaggcc
agacctccag
ggatgccgtc
cgtcttecta
gtgccagggg
cgacatggag
ggatgattte
ggtccgaggt
ccctgtagaa
attcccctgg
cagctatgcc
gaggaacatg
ggatttgcag
gcaggcotac
gaaccccaca
gaaagccaag
cgaggceegtg
cacctacgtg
€ccgggagacyg
caagaccatc

cgctcectgc
ctggggeccc
grtggcccage
ttccgecagy
cgcggcgcga
ccccocgagg
ctgcggggga
cacctgcetgy
tgcgggecgc
agtggaccce
ggggtccccec
agtctgecogt
gttgggcagg
tgtgtggtat
ggcacgcgcc
tcgcggecac
ttcctctact
aggcccagec
tggatgccay
cceergttec
acgcacrgcc
ccccagggct
ctgctccgec
cggctggtgc
accaagaagt
aagatgagcg
gccgeagage
gtgtacgtcg
aacaggetct
cagcacttga

gaagccaggc
cggccgarty
gccgagegtc
cggcgeeccy
cgcaccttcy
gtggatgtga
agcatcatca
gcccatgggc
ccgtacatgc
gtcatcgagc
cgcttcatgt
atcccgcagg
aacaagctgt
ttgttggtga
gtccctgagt
gacgaggccc
tgcggectge
cggaccrcca
cgtcgcaaac
gtgaacagecc
aggtttcacy
tttttcctyc
aacgcaggga
cagtggctgt
ccactectgg
acgctgacty
ctggactga

tgcgcageca
agggctggcyg
gcctggtgtg
tgtcctgect
agaacgtgcet
ccttcaccac
g9cggggeoatg
cacgctgcge
cgctgtacca
gaaggcgtct
tgggycctgec
tgcccaagag
ggtcetgage
cacctgeccag
actcccacec
cacgtccctyg
cctcaggega
tgactggcgc
ggactccccg
tggagctoct
cgctgcgage
ctgtgocggc
agcacagcag
ccccaggect
tcatctccct
tgcgggactyg
accgtctgcg
tcgagetgct
ttttctaccg
agagggtgca

ccgccectget
tgaacatgga
tcacctcgag
gcctectagg
tgctgcgtat
cgggcgegta
daccccagaa
acgtccgcaa
gacagttcgt
agagctcctc
gccaccacge
gctccatect
ttgcggggat
caccrcacct
atggctgcgt
tgggtggcac
tgctggatac
tcagagccag
tctttoggot
tccagacggt
catgtgtgct
gcgtcatcte
tgtcgctgag
gccaccaage
ggtcactcag
ccctggaggce

ctaccgcgag
gctggtgcag
cgrgccctgg
gaaggagctg
ggccttcgac
cagcgtgcac
ggggctgctg
gctctttgty
gctcgycget
gggatgcgaa
agcccceggot
gcccaggegt
ccacccgggc
acccgccgaa
atccgtgggc
ggacacgcct
caaggagcag
tcggaggetc
caggttgccc
tgggaaccac
tgcggrcace
ccccgaggag
ccectggeag
ctggggetec
ggggaagcat
cgcttggctg
tgaggagatc
caggtctttc
gaagagtgtc
gctgcggoag

gacgtccaga
ctacgtcgto
ggtgaaggca
cgectetgty
gcgggceccag
cgacaccatc
cacgtactgc
ggccttcaag
ggctcacctg
cctgaatgag
cgtgcgeatc
ctccacgety
tcggegggac
cacccacgey
ggtgaacttg
gocttttgtt
ccggacccty
tctcacctte
cttgcggcty
gtgcaccaac
gcagctccca
tgacacggcc
ggccaaggge
attcctgctc
gacagcccag
cgcagcecaac

60

120
180
240
300

420
480
540
600
660
720
780
840
900

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3399

<210>12
<211>1132

<212> PRT
<213> Homo Sapiens

<400> 12

43



Met
His
Pro
Ala
Pro
val
Leu
Glu
Asp
T4
Leu
Gln
Pro
Glu
s
Gly
Ala

val

Pro
Tyr
Gln
Leu
Pro
Ala
Ala
Ala
i
Asp
val
Leu
Arg
ik
Gly
Ala
His

Ser

Arg
Arg
Gly
val
Ala
Arg
Phe
e
Leu
Asp
Ala
Gly
Ar

Gly
Ser
Ala
Pro

Pro

Ala
Glu
20

Trp
Ala
Ala
val
Gly
100
Thr
Arg
val
Pro
ala
180
Arg
val
Ala
Fro
Gl

26
Ala

Pro
val
Arg
Gln
Pro
Leu
Phe
Thr
Gly
Leu
ser
165
Ala
Leu
Pro
ser
s
Arg

Arg

ES 2376 010 T3

Arg
Leu
Leu
Cys
Ser
Gln
Ala
Ser
ser
val
150
Cys
Thr
Gly
Leu
Ar

23

Pro
Thr

Pro

Cys
Pro
val
Leu
Phe
Arg
Leu
val
Gl

13

His
Ala
Gln
Cys
At
Ser
Glu
Arg

Ala

Arg
Leu
Gln
val
Arg
Leu
Leu
Ar

12

Ala
teu
Tyr
Ala
%
Leu
Leu
Arg
Gly
Glu

44

Ala
Ala
25

Arg
Cys
Gln
Cys
Asp
105
ser
Trp
Leu
Gln
Arg
185
Arg
Pro
Pro
Thr
Pro

265
Glu

val
Thr
Gly
val
vai
Glu
Gly
Tyr
Gly

Ala

val
170
Pro
Ala
Ala
Leu
Pro
250
ser

Ala

Arg
Phe
Asp
Pro
Ser
75

Arg
Ala
Leu
Leu
Arg
155
cys
Pra
Trp
Pro
Pra
235
val
Asp

Thr

ser
val
Pro
Trp
60

Cys
Gly
Arg
Pro
Ley
140
Cys
Gly
Pro
AsSn
Gly
220
Lys
Gly
Arg

Ser

Leu
Arg
Ala
45

ASp
Leu
Ala
Gly
AsSn
125
Leu
Ala
Pro
His
His
205
Ala
Arg
Galn
Gly

Leu

Leu
Arg
Ala
Ala
Lys
Lys
i
Arg
Leu
Pro
Ala
190
Ser
Arg
Pro
Gly
Phe

270
Glu

Arg
15

Leu
Phe
Arg
Glu
Asnh
95

Pro
val
Arg
Phe
Leu
175
Ser
val
Arg
Arg
ser
255
Cys

Gly

ser
Gly
Arg
Pro
Leu
val
Pro
Thr
val
2}
Tyr
Gly
Arg
Arg
Arg
240
Trp
val

Ala



Leu
Ala
3058
Cys
Asp
ser
Arg
Arg
385
Ala
Ala
Gly
val
val
465
Arg
Leu
ser
val
Leu
545
Phe
Arg
Leu
His
Pro
625
Gly
Arg
Pro
Ala
Glu
705
Pro
Ash
Gly
Leu
Pro
785
Ala

Ala

ser
290
Gly
Pro
LyS
Leu
Pro
370
TYF
Gln
Ala
ser
Gln
450
Arg
His
aly
val
Pro
530
His
Tyr
Lys
Lys
Arg
610
Lys
Ala
val
Gly
Trp
690
Leu
Gln
Thr
His

Gln
770

Leu
ser

val

275
Gly

Pro
Pro
Glu
Thr
355
Trp
Trp
Cys
val
val
435
Leu
Ala
Asn
LysS
Ar

51

Ala
Trp
val
ser
Arg
595
Glu
Pro
Arg
Lys
Leu
675
Arg
Tyr

AsSp

val
755
Pro
Arg
ser

Arg

Thr
Pro
val
Gin
340
Gly
Met
Gln
Pro
Thr
420
Ala
Leu
Cys
Glu
His
500
Asp
Ala
Leu
Thr
val
580
val
ala
Asp
Thr
Ala
Leu
Thr
Phe
Arg
cys
740
Arg

Tyr

Asp
Gly
Ile

Arg
ser
TYr
355
Leu
Ala
Pro
Mat
Tyr
405
Pro
Ala
Arg
Leu
Arg
435
Ala
Cys
Glu
Met
Glu
565
Trp
GIn
Arg
Gly
Phe
645
Leu
Gly
Phe
val
Leu
725
val
Lys
Met

Ala

Leu
805
Arg

ES 2376 010 T3

His
Thr
310
Ala
Arg
Arg
Gly
Arg
390
Gly
Ala
Pro
Gln
Arg
470
Arg
LYyS
Ala
His
sar
550
Thr
ser
Leu
Pro
Leu
630
Arg
Phe
Ala
val
Lys
710
Thr
Arg
Ala
Arg
val
790
Phe

Gly

ser
295
Ser
Glu
Pro
Arg
Thr
375
Pro
val
Ala
Glu
His
455
Arg
Phe
Leu
Trp
Ar

53

val
Thr
Lys
Arg
Ala
615
Arg
Arg
ser
Ser
Leu
095
val
Glu
Arg
Phe

GIn
775

val
Asp
Lys

280
His
Arg
Thr
ser
Leu
360
Pro
Leu
Leu
Gly
Glu
440
ser
Leu
Leu
ser
Leu
520
Leu
Tyr
Phe
Leu
Glu
600
Leu
Pro
Glu
val
val
680
Arg
AsSD
val
Tyr
Lys
760
Phe
Ile
val

ser

45

Pro
Pro
Lys
Phe
345
val
Arg
Phe
Leu
val
425
Glu
ser
val
Arg
Leu
505
Arg
Arg
val
Gln
GlIn
585
Leu
Leu
Ile
Lys
Leu
665
Leu
val
val
Ile
Ala
745
Ser

val

Glu
Phe
Tyr

ser
Pro
His
330
Leu
Glu
Arg
Leu
LyS
410
Cys
Asp
Pro
Pro
Asn
490
Gln
Arg
Glu
val
Lys
579
ser
Ser
Thr
val
Arg
650
AsSh
Gly
Arg
Thr
Ala
730
val
His

Ala

Gln

Leu
810
val

val
Arg
315
Phe
Leu
Thr
Leu
Glu
395
Thr
Ala
Thr
Trp
Pro
475
Thr
Glu
ser
Glu
Glu
55%
AsSn
Ile
Glu
ser
Asn
635
Ala
Tyr
Leu
Ala
Gly
715
ser
val
val
His
ser
795
Arg

Gln

Gly
300
Pro
Ley
ser
Ile
Pro
380
Leu
His
Arg
Asp
Gln
Gly
Lys
Leu
Pro
Ile
540
Leu
Arg
Gly
Ala
Ar

62

Met
Glu
Glu
ASp
Gln
700
Ala
Ile
Gln
Ser

Leu
780

ser
Phe

Cys

285
Arg

Trp
Tyr
ser
Phe
365
Arg
Leu
Cys
Glu
Pro
445
val
Leu
Lys
Thr
Gl

52

Leu
Leu
Leu
Ile
Glu
605
Leu
Asp
Arg
Arg
AS

68

Asp
Tyr
Ile
LyS
Thr
Gln

ser
Met
GIn

Gln
Asp
ser
Ley
350
Leu
Leu
Gly
Pro
LYS
430
Arg
Tyr
Trp
Phe
Trp
510
val
Ala
Arg
Phe
Arg
590
val
Arg
TYr
Lay
Ala
670
Ile
Pro
Asp
Lys
Ala
750
Leu

Glu

Leu
Cys
Gly

His
Thr
ser
33%
Arg
Gly
Pro
ASN
Leu
415
Fro
Arg
Gly
Gly
Ile
495
Lys
Gly
LyS
Ser
Phe
575
GIn
Arg
Phe
val
Thr
655
Arg
His
Pro
Thr
Pro
735
Ala
Thr

Thr

Asn

His
815
Ile

His
Pro
320
Gly
Pro
Ser
Gln
His
400
Arg
Gln
Leu
Phe
Ser
480
Ser
Met
cys
Phe
Phe
560
Tyr
His
Gln
Ile
val
640
ser
Arg
Arg
Pro
Ile
720
Gln
His
Asp
ser
Glu
800
His

Pro



10

15

Gln
Met
Ar

86

Lys
val
Ala
Pro
Asp
945
Asn
val

Ser

Gly
Glu
850
Leu
Thr
val
Leu
Trp
930
Tyr
Arg
Leu

Leu

Ala Tyr
1010

val Trp

1025

ser Leu
cly Ala
Leu Cys

Tyr val

1090

Ser
835
Asn
val
Phe
ASh
Gly
915
Cys
ser
Gly
Arg
Gln
995
Arg
Lys
cys
LysS

His

1075

820
Ile

Lys
AsSp
Leu
Leu
900
Gly
Gly
ser
Phe
Ley
980
Thr
Phe
Asn

Tyr

Leu
Leu
Asp
Ar

88

Arg
Thr
Leu
Tyr
Lys
965
Lys
val
His
Pro

Ser

ES 2376 010 T3

ser
Phe
Phe
3870
Thr
Lys
Ala
Leu
Ala
950
Ala
cys
Cys
Ala
Thr

Thr
Ala
855
Leu
Leu
Thr
Phe
Leu
935
Arg
Gly
His
Thr
Cys

Leu
840
Gly
Leu
val
val
val
920
Asp
Thr
Arg
Ser

Asn

825
Leu
Ile
val
Arg
val
905
Gln
Thr
ser
Asn
Leu

985
Ile

1000
val Leu

1015

Phe

1030

Ile

1045
Gly Ala Ala Gly
1060
Gln Ala Phe Leu

Leu

Pro Leu Leu Gly Ser

1095

Phe Leu
Lys ala

Pro Leu

1065

Cys
Arg
Thr
Gl

89

Asn
Met
Arg
Ile
Met
970
Phe
Tyr
GIn
Arg
LyS

1050
Pro

Ser
Arg
Pro
875
val
rhe
Pro
Thr
Arg
955
Arg
Leu
Lys
Leu
val
1035
Asn

Ser

Leu Lys Leu Thr

1080

Leu Arg Thr Ala

Arg Lys Leu Pro Gly Thr Thr Leu Thr Ala Leu

1105

1110

1115

Leu
Asp
860
His
Pro
Pro
Ala
Leu
940
Ala
Arg
Asp

Ile

Cys
845
Gly
Leu
Glu
val
His
925
Glu
ser
LyS
Leuy

Leu

830
Tyr

Leu
Thr
Tyr
s
Gly
val
Leu
Leu
Gln

990
Leu

1005

Pro Phe His

1020
Ile Ser Asp
Ala Gly Met

Glu Ala val

Gly
Leu
His
Gl

89

Asp
Leu
Gln
Thr
Phe
975
val
Leu
GIn
Thr

Ser

1055

Asp
Leu
Ala
880
Cys
Glu
Phe
ser
Phe
960
Gly

Asn

Arg His Arg val Thr
1085

GIn Thr GIn Leu Ser
11

00
Glu Ala Ala Ala Asn
1120

Pro Ala Leu Pro Ser Asp Phe Lys Thr Ile Leu Asp
1125 1130

<210> 13
<211> 309
<212> ADN
<213> E. coli

<400> 13

gcccctcaga
aacgacaaga
accttcaaga
cagaagaagg
aagatcgaca
atggagaac

<210> 14
<211>109
<212> PRT
<213> E. coli

<400> 14

gcatcaccga
tcctgagcta
gcggcgecac
ccatcgageg
agctgtotgt

gctgtgcage
caccgagtct
ctttcaggtg
gatgaaggac
gtggaacaac

gagtaccgga
atggccggca
gaagtgcctg
accctgcgga
aagaccccca

46

acacccagat
agcgggagat
gcagccagca
tcacctacct
acagcatcgc

ttacaccatc
ggtgatcatc
catcgacagc
gaccgagacc
cgccatctct

60

120
180
240
300
309
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Mlé'Pro G1n Ser Iée Thr 6lu Leu

Ile Tyr Thr Ile Asn Asp Lys Ile

Gly Lys Arg Glu Met val 1le Ile

G1n val Glu val Pro Gly ser Gln

ITe Glu Arg Met Lys Asp Thr Leu

63 70

Lys Ile Asp Lys Leu Cys val

Trp

Ala aAla Ile ser Met Glu Asn Ser

100

<210> 15

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 15
gatctgatga tatcgccacc atgaccagag cccccagatg

<210> 16

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 16
aggggggatc cgcacacctg gtaggcgeag ctgggg

<210> 17

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 17
ctgtactttg tcaaggtgge tatcacggge gegtacg

<210> 18

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 18

1

36

37

47

Cys
Leu
Thr
His

Arg

Asn

Glu
105

40

ser
10

ser
Phe
Ile

Ile

ASN
Gln

Glu
Tyr
Lys
Asp

Thr
75

Lys
Ile

Tyr
Thr
Ser
ser

Tyr

Thr

Asp

Arg
Glu
Gly
Gln

Leu

Pro

Ash

Asn
ser
Ala
Lys
Thr

Asnh

Thr
15

Met
Thr
LyS

Glu

ser
95

Gin
Ala
Phe
Ala

Thr
80

Ile

Leu val Pro Pro Ser Cys Ala Tyr Gln VS1 Cys Gly Ser Pro &gu
5 1
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55

<210> 19

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 19

ser Cys Ala Tyr GIn val Cys Gly Ser Pro Leu Tyr GIn Ile Cys
1 5 10 15

<210> 20

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 20

<210> 21

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 21

<210> 22

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

<400> 22

<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido

ES 2376 010 T3

Ala Tyr Gln val Cys Gly Ser Pro Leu
1 5

v%1 Gly Arg asn Pge Thr Asn Leu

Sgr Leu Gly Lys Tgr Gly Lys Leu

48
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<400> 23

Arg Leu val Asp Agp Phe Leu Leu val
1

49
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una variante de una
proteina de fusién de hTERT-LTB como se expone en la SEC ID N°: 6.

2. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1, en la que la secuencia de nucle6tidos comprende una
secuencia como se expone en la SEC ID N°: 5.

3. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 1, en la que la secuencia de nucleétidos comprende ademas
una secuencia lider que codifica la secuencia sefial del activador de plasmindgeno tisular (TPA) humano.

4. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 3, en la que la secuencia de nucledtidos comprende una
secuencia como se expone en la SEC ID N°: 1.

5. Una proteina de fusion de hTERT-LTB purificada, que comprende mutaciones que funcionan eliminando la
actividad catalitica de la telomerasa, en la que la proteina comprende una secuencia de aminoacidos como se
expone en la SEC ID N°: 6.

6. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
7. El vector de la reivindicacion 6, en el que el vector es un vector plasmidico o un vector de adenovirus.

8. Un vector de acuerdo con la reivindicacion 7, que comprende un casete de expresién que comprende la proteina
de fusion de hTERT y un promotor unido operativamente al polinucleétido.

9. El vector de la reivindicacion 7 u 8, en el que el vector es el plasmido pV1J.
10. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacion 6, 7, 8 6 9.
11. Un vector de adenovirus de acuerdo con la reivindicacion 7 o la reivindicacién 8, que es un vector Ad5 o Ad6.

12. Un procedimiento para expresar una proteina de fusion de hTERT-LTB en una célula huésped recombinante,
que comprende:

(a) introducir un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1 en una célula
huésped adecuada; y

(b) cultivar la célula huésped en condiciones que permitan la expresion de dicha proteina de fusion de hTERT-
LTB.

13. Una composicién farmacéutica que comprende un vector de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a9 u 11y
un excipiente farmacéuticamente aceptable.

14. Una combinacion de un vector de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9 y un vector
adenovirico de acuerdo con la reivindicacion 11, en la que los vectores no son los mismos.

15. Una molécula de acido nucleico, un vector o una proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9y 11,
para su uso en el tratamiento del cuerpo humano mediante terapia.

16. Una molécula de acido nucleico, un vector o una proteina para su uso de acuerdo con la reivindicacién 15, en la
que el uso es el tratamiento del cancer.

17. Uso de una molécula de acido nucleico, o un vector o una proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
9y 11 para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer.
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