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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para el tratamiento de tumores que presentan antigenos survivina.
Area de la invencion.

La presente invencidon hace referencia a estrategias de vacunacion para el tratamiento de tumores. De manera
especifica, la presente invencién hace referencia a composiciones de vacuna que estimulan en un humano una
respuesta inmune a la survivina humana, atacando, por tanto, células tumorales que sobreexpresan la survivina. En
particular, la presente invencion hace referencia a composiciones de vacuna que comprenden péptidos derivados de
survivina no mamifera, ademas de survivina de mamiferos modificada, en especial humana.

Esta solicitud es una solicitud divisional de la EP 06 805 883.3, registrada el 27/09/2006.
Antecedentes.

El sistema inmununoldgico realiza su funcién de vigilancia en parte monitorizando las composiciones proteicas de
las células. En un proceso denominado presentacion antigénica a linfocitos T, las proteinas en el interior de una
célula se procesan en péptidos. Un subgrupo de los péptidos procesados, los antigenos, se exportan a la superficie
celular, en una asociacion especifica con un miembro de un tipo de receptores conocidos como receptores del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés). Estos complejos MHC-péptido son
muestreados por inmunocitos especializados, los linfocitos T, mediante una interacciéon con las proteinas de la
superficie de los linfocitos T, conocidas como Receptores de Linfocitos T (TCR, del inglés T Cell Receptor). Cada
linfocito T dado lleva un Gnico TCR en su superficie. Ante una interaccion productiva del TCR del linfocito T con el
complejo MHC-péptido se activa una respuesta inmune, la cual conduce a la eliminacion de la célula que presenta
ese complejo MHC-péptido en particular. Por lo general, la interaccion es no productiva si los antigenos presentados
se derivan del huésped, los llamados autoantigenos. Cominmente, las respuestas inmunes se activan por la
interacciéon con un antigeno derivado de una proteina foranea, por ejemplo, con un antigeno derivado de una
proteina constituyente de un virus infectante.

El objetivo del tratamiento de tumores mediante inmunizacién activa es inducir el sistema inmunolégico para que
reconozca y elimine las células tumorales. Al igual que ocurre en cualquier otra célula, los antigenos peptidicos en
las células tumorales se derivan del repertorio de proteinas expresadas. Los antigenos tumorales enriquecidos,
derivados de proteinas expresadas diferencialmente en tumores, son en principio una diana de la vigilancia
inmunoldgica, igual que los antigenos viricos lo son de las células infectadas. Por consiguiente, resultaria de utilidad
aprovechar ramas del sistema inmunoldgico que han evolucionado para hacer frente a una infeccion intracelular con
el propésito de eliminar un tumor.

Una proteina tumoral enriquecida de ese tipo es la survivina. Las células tumorales a menudo sobreexpresan la
proteina survivina, la cual se cree que bloquea la apoptosis y, por tanto, interfiere con los mecanismos que evitan el
crecimiento anormal de las células tumorales. Las células normales, por otro lado, expresan muy poca survivina (ver,
por ejemplo, Ambrosini et al., (1997) Nat. Med., 3:917-921). Por lo tanto, la survivina es un antigeno tumoral
especifico o un antigeno tumoral enriquecido ideal. Resultaria de utilidad administrar una forma antigénica de la
proteina survivina a células presentadoras de antigenos, de manera que pueda estimularse una respuesta inmune a
la survivina. Sin embargo, en contraste con células infectadas con virus, la survivina, al igual que otras proteinas
expresadas diferencialmente en tumores, son proteinas del anfitrion y no activan el sistema inmunoldgico. Por lo
tanto, persiste una necesidad en el arte de desarrollar composiciones y métodos efectivos que provoguen una
respuesta inmune efectiva a las células tumorales, en particular a aquellas caracterizadas con la sobreexpresion de
survivina.

Resumen de la invencién.

La presente invencidn proporciona composiciones y métodos efectivos que provocan una respuesta inmune efectiva
a células tumorales. De manera especifica, la presente invencion proporciona estrategias de vacunacion, utilizando
formas antigénicas de proteinas tumorales enriquecidas como antigenos de linfocitos T. En particular, la presente
invencion proporciona una forma antigénica de una proteina tumoral enriquecida, survivina, preferentemente
survivina humana.

La presente invencién hace referencia a una vacuna que incluye un acido nucleico que codifica un péptido de
survivina humana modificada. De manera alternativa, la presente invencion hace referencia a una vacuna que
incluye un péptido de survivina humana modificada. El péptido de survivina humana modificada es biolégicamente
inerte, pero inmunoldgicamente similar a la survivina humana. Tal como se utiliza en la presente patente, mediante
“biol6gicamente inerte” se entiende un péptido de survivina que no es capaz, sustancialmente, de provocar un efecto
sobre, o ejercer una actividad habitualmente asociada con, la survivina normal. Por ejemplo, un péptido de survivina
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“biolégicamente inerte” no presenta una actividad apoptética considerable, ni es capaz de interferir de manera
considerable con una actividad anti-apoptética, asociada de manera habitual con una proteina survivina endégena.
Una survivina biolégicamente inerte no tendria, de forma habitual, un efecto dominante negativo considerable. Tal
como se utiliza en la presente patente, por “inmunolégicamente similar a la survivina humana” se entiende un
péptido de survivina modificada capaz de provocar, al menos, una respuesta inmune a la misma secuencia diana
que el correspondiente péptido de survivina humana no modificada. Una respuesta inmune puede medirse, por
ejemplo, por la poblacion de células CD8+ linfocitos T, o por la liberacion de IFNy por parte de las células CD8+
linfocitos T, en respuesta a una secuencia diana.

En un modo de realizacién preferente, la vacuna de la invencién incluye un acido nucleico que codifica un péptido de
survivina humana modificada. El acido nucleico puede incluir un promotor de mamifero. En otro modo de realizacion,
el acido nucleico es un ADN desnudo. En otro modo de realizacion, el 4cido nucleico esta formulado con un reactivo
que mejora la transfeccién de células de mamiferos. La vacuna de la presente invencién puede también incluir un
adyuvante.

En un modo de realizacion, el acido nucleico que codifica un péptido de survivina humana modificada es parte de
una particula virica, por ejemplo, una particula adenoviral. Las particulas adenovirales adecuadas para la invencion
incluyen aquellas derivadas de adenovirus capaces de replicacion, o aquellas derivadas de adenovirus de
replicacién condicional (“CRAD”, del inglés Conditionally Replicating Adenoviruses), que replican solamente en
ciertas células o Unicamente bajo determinadas condiciones, o aquellas derivadas de adenovirus que son
incompetentes para la replicacion. Otras particulas viricas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, particulas
viricas derivadas de lentivirus u otros virus ARN, virus adeno-asociados, rotavirus, o virus Vaccinia (o virus vacuna),
por nombrar algunos.

En un modo de realizacién, la vacuna incluye una bacteria que contiene el acido nucleico que codifica un péptido de
survivina humana modificada. De manera preferente, la bacteria es una bacteria entérica, tal como la Salmonella,
Escherichia, o Klebsiella. Otras bacterias, tales como la especie Listeria, pueden también utilizarse para hospedar
tales acidos nucleicos. La bacteria puede ser una bacteria de tipo silvestre o puede contener mutaciones que, por
ejemplo, atenden su patogenicidad. En general, se prefiere utilizar una forma mutante de una bacteria, tal como por
ejemplo un auxétrofo.

En otro modo de realizacion preferente, la vacuna de la invencién incluye un péptido de survivina humana
modificada. De manera preferente, el péptido de survivina humana modificada incluye un dominio BIR modificado. El
dominio BIR puede incluir, al menos, una sustitucion de aminoacidos en una posicidn correspondiente a Argl8,
Cys57, Cys60, His77 y Cys84 de la survivina humana. De manera alternativa, o adicional el péptido de survivina
humana modificada incluye un dominio helicoidal modificado. EI dominio helicoidal modificado puede incluir al menos
una sustitucion de aminoacidos en una posicion correspondiente a Lys 122, Algal28, y lle 135 de la survivina
humana. Por ejemplo, el dominio helicoidal modificado puede contener un Pro en una posicién correspondiente a Ala
128 de la survivina humana. El dominio helicoidal modificado puede, ademas, incluir un Pro en una posicion
correspondiente a lle 135. El péptido de survivina humana modificada contiene, de manera preferente, uno o mas
epitopos de linfocitos T del MHC de clase I. Por ejemplo, el péptido de survivina humana modificada puede incluir la
secuencia de aminoacidos LTLGEFLKL (SEQ ID NO: 1) o LMLGEFLKL (SEQ ID NO: 6).

En algunos modos de realizacion, el péptido de survivina humana modificada se fusiona a una fracciéon Fc. Una
fraccion Fc preferente se deriva de una regién Fc de un mamifero, de manera mas preferente de una region Fc
humana. La fraccion Fc puede contener mutaciones que mejoran el ensamblaje, por ejemplo, la sustitucién de la
cisteina en la secuencia EPKSCDK (SEQ ID NO: 4) de la regién bisagra de la IgG1 con una serina. Como resultado,
la fraccion Fc puede contener una secuencia modificada EPKSSDK (SEQ ID NO: 5). La fraccion Fc puede ademas
contener mutaciones que reduzcan la inmunogenicidad de las regiones para las que una respuesta inmune no se
desea, por ejemplo, la unién entre las fracciones de proteinas de fusion.

En ciertos modos de realizacion, el péptido de survivina humana modificada funciona en concierto con una molécula
efectora que contribuye a la respuesta inmune. Por ejemplo, una molécula efectora de ese tipo puede ser una
fraccion de citocina que incluye, pero no se limita a, IL-2, IL-7, IL-12, IL-18, IL-21, IL-23, GM-CSF, o cualquier otra
citocina, en particular una capaz de activar una respuesta inmune Thl. Una molécula efectora tal, puede también ser
un inhibidor de una citocina que reprime el sistema inmunoldgico, por ejemplo, un inhibidor STAT3 (por ejemplo, una
proteina STAT3 dominante negativa, tal como STAT3p). Las citocinas u otras moléculas efectoras pueden también
contener mutaciones. Por ejemplo, una citocina puede contener una sustitucién Ser en una posicién correspondiente
a Cysl125 de la IL-2.

Por tanto, en modos de realizacion preferentes, la vacuna de la invencién incluye un acido nucleico que codifica un
péptido de survivina humana modificada, y un segundo péptido que incluye una molécula efectora descrita con
anterioridad que contribuye a la respuesta inmune. Las regiones que codifican el péptido de survivina humana
modificada y el péptido de la molécula efectora, pueden estar en una Unica unidad de transcripcion, o en dos
unidades de transcripcion distintas. De manera alternativa, la vacuna de la invencion incluye un acido nucleico que
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codifica un péptido de survivina humana modificada, y un acido nucleico diferente que codifica un segundo péptido
que incluye una molécula efectora, descrita con anterioridad, que contribuye a la respuesta inmune.

En otros modos de realizacion, la vacuna de la invencién incluye un péptido de survivina humana modificada, y un
segundo péptido que incluye una molécula efectora, descrita con anterioridad, que contribuye a la respuesta inmune.
En otro modo de realizacion, el péptido de survivina humana modificada se fusiona o se conjuga al péptido que
incluye una molécula efectora. La proteina de fusion del péptido de survivina humana modificada y la molécula
efectora, pueden fusionarse o conjugarse adicionalmente a una fraccién Fc, tal como se ha descrito con anterioridad.

En otro aspecto, la presente invencion hace referencia a un acido nucleico capaz de provocar una respuesta inmune
contra las células que expresan la survivina humana. El acido nucleico codifica un péptido que incluye una
secuencia de aminoacidos con mas del 50% de identidad, pero menos del 80% de identidad, con el dominio BIR de
la survivina humana, y el acido nucleico contiene un promotor capaz de expresar el péptido en una célula de
mamiferos.

La presente invencion hace referencia, ademas, a un método de tratamiento que comprende administrar una vacuna
0 un &cido nucleico tal como se ha descrito con anterioridad. En particular, la presente invencién proporciona
métodos de tratamiento para el cancer y otras enfermedades que implican la proliferacién celular no deseada. Los
métodos de tratamiento de la invencién pueden, de manera opcional, incluir otros pasos, por ejemplo, un paso de
someter a pruebas, en primer lugar, el tumor de un paciente para determinar la expresién de niveles altos de
survivina. Otro paso opcional es el tratamiento previo del paciente con un agente inmunosupresor, tal como por
ejemplo una dosis baja de ciclofosfamida, antes de administrar una vacuna o un &cido nucleico de la invencion. Sin
la intencién de estar sujetos a la teoria, un efecto de un tratamiento previo de este tipo es la reduccién de la cantidad
de linfocitos T reguladores. Por lo tanto, otros tratamientos previos que tengan un efecto similar quedan abarcados
en la presente invencion.

Ademas de a la survivina, la presente invencion puede ser aplicada a una amplia variedad de proteinas que puedan
ser utilizadas como antigenos, tales como antigenos tumorales especificos, antigenos viricos, y otros antigenos.
Entre los antigenos tumorales especificos, ademas de a la survivina, la presente invencion puede ser aplicada a
moléculas de adhesion de células epiteliales, oncogenes tales como Ras, antigeno carcinoembrionario, y otras
proteinas tumorales especificas o enriquecidas. Entre los antigenos viricos, la invencién puede ser aplicada al p24
del VIH, hemaglutinina de la gripe, y otras proteinas viricas.

En resumen la invencién hace referencia a los siguientes elementos:

Aunque la presente solicitud de patente se encuentra focalizada de manera especifica en survivina de mamiferos,
preferentemente humana, a continuacién, los apartados de Figuras, Descripcion Detallada y Ejemplos contienen
datos y resultados procedentes de survivina no humana ademas de survivina humana.

Esta informacion adicional se proporciona con fines ilustrativos y comparativos.
Breve descripcion de los dibujos.

La Figura 1 es un alineamiento de secuencias de proteinas de homoélogos de survivina. Los alineamientos se
realizaron mediante el método ClustalW (ver Thompson et al. (1994) Nucl. Acid Res. 22:4673-4680). Las secuencias
fueron obtenidas de la base de datos NCBI, utilizando los siguientes nimeros de Accesion: survivina humana
(Accesion #: NM_001168, SEQ ID NO:8), survivina de perro (NP_001003019, SEQ ID NO:9), survivina de cerdo
(NP_999306, SEQ ID NO:39), survivina de vaca (NP_001001855, SEQ ID NO:40), survivina de gato
(NP_001009280, SEQ ID NO:41), survivina de raton (NP_033819, SEQ ID NO:10), survivina de rata (AAF82586,
SEQ ID NO:42), survivina de orangutan (CAH91231, SEQ ID NO:43), survivina de pollo (NP_001012318, SEQ ID
NO:11), Xenopus laevis SIX (o rana africana de ufias) (AAO20085, SEQ ID NO:13), homélogo de survivina de
Xenopus laevis (AAM76714, SEQ ID NO:46), homodlogo 2 de survivina de Xenopus laevis (AAH89271, SEQ ID
NO:47), homélogo de survivina de siluro (CK419466, SEQ ID NO:52), homélogo de survivina de pez cebra
(NP_919378, SEQ ID NO:48), homologo 2 de survivina de pez cebra (NP_660196, SEQ ID NO:49), homélogo
similar a la survivina de pez globo (CAG04432, SEQ ID NO:50), y homélogo 2 similar a la survivina de pez globo
(CAG07433, SEQ ID NO:51). El dominio BIR esta subrayado; los asteriscos indican los residuos distintivos que se
encuentran implicados en la coordinacién del Zn; y los guiones indican huecos en el alineamiento. En las secuencias
no humanas, los residuos que son idénticos a los residuos humanos estan representados por periodos; otros
residuos estan representados en el cdédigo de aminoacidos de una letra.

La Figura 2 es una tabla del porcentaje de identidades de aminoacidos para la comparacion de los dominios BIR de
varios homdlogos de survivina. La secuencia 1 es la secuencia humana; la secuencia 2 procede de un perro; la
secuencia 3 procede de un cerdo; la secuencia 4 procede de una vaca; la secuencia 5 procede de un gato; la
secuencia 6 procede de un ratdn; la secuencia 7 procede de una rata; la secuencia 8 procede de un orangutan; la
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secuencia 9 procede de un pollo; la secuencia 10 procede de la proteina de la rana Xenopus laevis SIX; la
secuencia 11 procede de un homologo de rana Xenopus laevis; la secuencia 12 procede de un homélogo 2 de una
rana Xenopus laevis; la secuencia 13 procede de un homodlogo de un siluro; la secuencia 14 procede de un
homologo de pez cebra; la secuencia 15 procede de un homoélogo 2 de pez cebra; la secuencia 16 procede de una
proteina similar a la survivina 1 de un pez globo; y la secuencia 17 procede de una proteina similar a la survivina 2
de un pez globo.

La Figura 3 es un alineamiento de secuencias del dominio BIR de invertebrados con la survivina humana. La
secuencia del dominio BIR de la survivina humana se muestra en SEQ ID NO:63. Los alineamientos se llevaron a
cabo mediante el método ClustalW (ver Thompson et al. (1994) Nucl. Acid Res. 22:4673-4680). Las secuencias se
obtuvieron de la base de datos NCBI, utlizando los siguientes numeros de accesién: survivina humana
(NM_001168, secuencia del dominio BIR mostrada en SEQ ID NO:63), D. melanogaster (AAF55399, secuencia del
dominio BIR mostrada en SEQ ID NO:53) y C. elegans (NP_505949, secuencia del dominio BIR mostrada en SEQ
ID NO:54). El dominio BIR esta subrayado; los asteriscos indican los residuos distintivos implicados en la
coordinacion del Zn; y los guiones indican huecos en el alineamiento. En las secuencias no humanas, los residuos
gue son idénticos a los residuos humanos estan representados por periodos; otros residuos estan representados en
el cédigo de aminoacidos de una letra.

La Figura 4 es una representacion esquematica de las modalidades de vacunas de ADN mediante plasmidos que
llevan Salmonella que codifican un polipéptido de survivina. La Salmonella en el lumen del intestino invade el epitelio
intestinal a través de células M de placas de Peyer. Una vez en el epitelio, la Salmonella invade células tales como
los macrofagos y las células dendriticas. La muerte bacteriana y la transferencia del plasmido permiten la expresion
del plasmido mediante los macroéfagos, lo que conduce a la presentacion de péptidos del polipéptido de survivina
codificado en moléculas MHC de clase |I. Ademas, la captacion por parte de las células dendriticas de los
macréfagos apoptoticos que expresan el polipéptido de survivina, conduce a la presentacion cruzada (cross-
priming), que es el resultado de la presentacion de los péptidos en las moléculas MHC de clase | y MHC de clase II.

La Figura 5 es un gréfico de barras que representa la liberacion de IFNy de linfocitos T aislados procedentes de
ratones vacunados con survivina, tras la exposicion a células cancerigenas. La liberacion de IFNy se midié en un
ensayo ELISpot (ensayo de puntos por inmunoabsorcién unida a enzimas). Se vacunaron ratones C57B1/6 con
Salmonella que llevaba un plasmido de expresién de survivina murina o bien de pollo, 0 no se vacunaron (eje x), y
se midid (eje y) la cantidad de puntos de IFNy por 5 x 10° de linfocitos T en placas, después de que los linfocitos T
fueran expuestos a las lineas celulares cancerigenas B16/KSA (barras con rayas) o bien LLC/KSA (barras en
negro).

La Figura 6 es un gréafico de barras que representa la liberacion de IFNy de linfocitos T aislados procedentes de
ratones vacunados con survivina, tras la exposicion a células cancerigenas. La liberacion de IFNy se midié en un
ensayo ELISpot. Se vacunaron ratones Balb/c con Salmonella que llevaba un plasmido de expresién de survivina
murina o bien de pollo, 0 no se vacunaron (eje x), y se midi6é (eje y) la cantidad de puntos de IFNy por 5 x 10° de
linfocitos T en placas, después de que los linfocitos T fueran expuestos a las lineas celulares cancerigenas 4T1/KSA
(barras con rayas) o bien A20 (barras en negro).

La Figura 7 es un gréafico de supervivencia de ratones vacunados con Salmonella SL7207 con survivina de pollo o
survivina murina. El porcentaje de ratones Balb/c supervivientes (eje y) se introduce en el grafico contra la cantidad
de dias después del desafio con CT26/KSA (eje x), para ratones vacunados bien con Salmonella que lleva un
plasmido de expresion para la survivina murina (triangulos rellenos) o la survivina de pollo (cuadrados rellenos), o
bien con PBS (rombos rellenos).

La Figura 8 es un gréafico de supervivencia de ratones vacunados con Salmonella SL7207 con survivina de pollo o
survivina murina. El porcentaje de ratones C57B1/6 supervivientes (eje y) se introduce en el grafico contra la
cantidad de dias después del desafio con LLC/KSA (eje x), para ratones vacunados bien con Salmonella que lleva
un plasmido de expresién para la survivina murina (triangulos rellenos) o una survivina de pollo mutante, Survivina-
de-pollo(N97E, T99M, V100L, Q101G) (cuadrados rellenos), o bien con PBS (rombos rellenos).

La Figura 9 es una representacion esquematica de una programacion de dosificacion para evaluar el efecto de los
tiempos de vacunacion, en relacion a un desafio tumoral en el dia 10. “D” es una abreviatura de “dia”. Por tanto, por
ejemplo, algunos ratones recibieron la vacuna por via oral en el dia 1, un desafio tumoral en el dia 10, y una vacuna
por via oral en el dia 13; otros ratones recibieron un desafio tumoral y una vacuna por via oral en el dia 10, y una
segunda vacuna por via oral en el dia 18. Las cargas tumorales en el pulmén fueron evaluadas en el dia 29.

La Figura 10 es una gréfica que representa los pesos pulmonares para los ratones que reciben las vacunas los dias
1y 13;7y13;10y 18; 0 13y 21; o que reciben PBS. Todos los ratones recibieron desafios tumorales con células
LLC/KSA por via intravenosa el dia 10. Las puntuaciones de la metastasis pulmonar para cada uno de los ratones
también se proporcionan.
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La Figura 11 es una representacién esquematica de una programacion de dosificacién, que incluye vacunas
mediadas por Salmonella con survivina de pollo en los dias 1 y 15; desafio tumoral por via intravenosa con células
LLC/KSA en el dia 4; y ciclofosfamida (CTX) por via intraperitoneal el dia 11 y tratamiento con indometacina en los
dias 12-15. Se puntud la carga tumoral en los pulmones el dia 28.

La Figura 12 es una grafica que representa los pesos pulmonares de los ratones que reciben solamente el desafio
pulmonar (vehiculo); la vacuna con survivina de pollo en los dias 1 (cebar) y 15 (estimular) y un desafio tumoral el
dia 4 (PCB); CTX e indometacina y desafio tumoral C(Cl); cebado, desafio, CTX, indometacina, y estimulacién
(PC(CI)B); cebado, desafio, CTX, e indometacina (PC(CI)), o desafio, CTX, indometacina, y estimulacion C(CI)B.
Las puntuaciones de la metastasis pulmonar para cada uno de los ratones también se proporcionan.

La Figura 13 proporciona representaciones de datos de citometria de flujo de células de sangre periférica que
demuestran la aparicion de una nueva poblacion de células CD44°""S CD3"¥ en ratones después de la
vacunacion con Salmonella que lleva un plasmido que codifica survivina no mamifera. El eje X representa las células
CD3 Yy el eje Y representa las células CD44.

La Figura 14 es una representacion esquematica de una programacion de dosificacion, que incluye un desafio
tumoral por via subcutanea en el dia 1; vacunas mediadas por Salmonella con survivina no mamifera en los dias 4,
11, 18, y 25; y tratamiento de inmunocitocina por via intravenosa en los dias 8, 9 y 10.

La Figura 15 es una gréfica que representa volumenes tumorales a lo largo del tiempo para los ratones tratados con
PBS; inmunocitocina; survivina no mamifera; o inmunocitocina y survivina no mamifera.

Descripcion detallada de la invencion.

La presente invencidon mejora el tratamiento del cancer u otras enfermedades proporcionando las composiciones y
los métodos que provocan de manera efectiva la respuesta inmune contra las células enfermas/afectadas. El cancer
es la enfermedad diana principal, aunque la invencion se aplica a otras enfermedades y condiciones tales como
proliferacion no deseada de células normales, tales como tejido fibroide. La invencion también contempla las
composiciones y métodos para el tratamiento de infecciones viricas, tales como infecciones por VIH, infecciones del
virus influenza, y otras infecciones viricas.

En particular, para el tratamiento del cancer u otros tumores, la presente invencidon proporciona composiciones y
métodos para la presentacion de un péptido, relacionado con una proteina tumoral especifica o tumoral enriquecida,
en el antigeno que presenta las células para provocar una respuesta inmune adaptativa en un mamifero contra
células tumorales o cancerigenas. Un antigeno tumoral especifico o enriquecido para la presente invencion es
survivina.

Vision general de la presentacion del antigeno a los linfocitos T.

La presentacién de antigenos es un proceso celular en el cual las proteinas en las células son procesadas en
péptidos, y entonces se hacen transitar a lo largo de la via secretora hasta la superficie celular. Los péptidos
procesados transitan como un complejo estable con proteinas membrana presentadoras de péptidos especializadas,
conocidas como MHC. Este proceso permite que los componentes del sistema inmunoldgico, por ejemplo, los
linfocitos T colaboradores (linfocitos T CD4") y los linfocitos T citotéxicos (linfocitos T CTL o CD8"), estudien las
composiciones de las células mediante el muestreo de un complejo MHC-péptido. Los linfocitos T colaboradores
interaccionan con complejos MHC ll-péptido, mientras que los linfocitos T citotoxicos interactian con complejos
MHC I-péptido. La interaccion tiene lugar via un receptor de linfocito T (TCR, por sus siglas en inglés) expresados en
la superficie de un linfocito T. Cada linfocito T expresa un TCR Unico. De forma analoga a los anticuerpos, la
diversidad del TCR se genera a través del reordenamiento en los loci cromosémicos del TCR. Como ocurre con las
células que producen anticuerpos, el encuentro con un autoantigeno (es decir, un péptido antigeno generado a partir
de una proteina endégena presente en la célula), durante la diferenciacién de linfocitos T, conduce a la seleccién
negativa de ese linfocito T en particular. Aquellos linfocitos T que no son eliminados durante la seleccion negativa,
se desarrollan ademas en linfocitos T maduros. Finalmente, la interaccién con un antigeno fordneo en complejo con
complejos MHC conduce a la activacion de los linfocitos T, especialmente en presencia de una estimulacién
secundaria.

Survivina.

La proteina survivina se caracteriza por un dominio de aproximadamente 70 aminoacidos conservado, conocido
como dominio BIR (o dominio IAP). En la survivina humana, el dominio BIR corresponde a la regién que se extiende
desde Aspl6 a Leu87. Las células tumorales o cancerigenas a menudo sobreexpresan la proteina survivina, la cual
se cree que bloquea la apoptosis de estas células, y por tanto interfiere con los mecanismos que evitan el
crecimiento anormal de las células tumorales o cancerigenas. Las células normales, por otro lado, expresan muy
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poca survivina. Por lo tanto, la survivina es un antigeno tumoral especifico o tumoral enriquecido ideal. Es, por lo
tanto, objeto de la presente invencidn distribuir una forma antigénica de la proteina survivina a las células
presentadoras de antigenos, de manera que pueda estimularse una respuesta inmune a las células tumorales que
expresan survivina. Proteinas y genes de survivina humana y de mamiferos se describen en detalle en la Patente
estadounidense U.S. Patent No. 6,245,523 o en WO 2004/067023.

Survivina no mamifera.

Como se muestra en la presente solicitud de patente, los genes y/o proteinas de survivina no mamifera pueden
utilizarse en vacunas para el cancer y otras enfermedades. Por ejemplo, la inmunizacion de un ratén o un humano
con un &cido nucleico que codifica survivina de pollo puede generar linfocitos T CD8", que atacaran las células que
expresan la survivina humana o de ratén, respectivamente. Este descubrimiento indica que la survivina de pollo
puede utilizarse como una forma antigénica de la proteina survivina para provocar una respuesta inmune en un
mamifero.

Las proteinas survivina de especies mamiferas y no mamiferas estan alineadas en la Figura 1. Las proteinas
survivina incluyen en el alineamiento la survivina humana (nimero de accesion Genbank NM_001168 or 015392,
SEQ ID NO:8), survivina de perro (nimero de accesion Genbank NP_001003019, SEQ ID NO:9), survivina de cerdo
(nuimero de accesion Genbank NP_999306, SEQ ID NO:39), survivina de vaca (nimero de accesion Genbank
Number NP_001001855, SEQ ID NO:40), survivina de gato (nimero de accesion Genbank NP_001009280, SEQ ID
NO:41), survivina de ratén (numero de accesion Genbank NP_033819, SEQ ID NO:10), survivina de rata (nimero de
accesion Genbank AAF82586, SEQ ID NO:42), survivina de orangutan (nimero de accesion Genbank CAH91231,
SEQ ID NO:43), survivina de pollo (nimero de accesion Genbank NP_001012318, SEQ ID NO:11, de “tipo
silvestre”), survivina de rana Xenopus laevis SIX (nimero de accesion Genbank AA020085, SEQ ID NO:13),
homologo de survivina de Xenopus laevis (nimero de accesion Genbank AAM76714, SEQ ID NO:46), homdlogo 2
de survivina de Xenopus laevis (nimero de accesion Genbank AAH89271, SEQ ID NO:47), homoélogo de survivina
de siluro (nimero de accesion Genbank CK419466, SEQ ID NO:52), homologo de survivina de pez cebra (ndmero
de accesion Genbank NP_919378, SEQ ID NO:48), homologo 2 de survivina de pez cebra (nUmero de accesion
Genbank NP_660196, SEQ ID NO:49), homélogo de survivina de pez globo (nimero de accesion Genbank
CAG04432, SEQ ID NO:50), y homologo 2 similar a survivina de pez globo (nimero de accesion Genbank
CAGO07433, SEQ ID NO:51). Todas estas secuencias, reveladas en la presente patente mediante sus nimeros de
accesion Genbank, se incorporan a modo de referencia. Las secuencias incluidas en la Figura 1 se encuentran
también enumeradas en la lista de secuencias de la especificacion.

Ademas, dos variantes de la survivina de pollo se incluyen también en la lista de secuencias anexa, la variante 1
(nimero de accesion Genbank NM_001012319,SEQ ID NO:44), que se diferencia comenzando en el residuo
aminoacido 116 de la secuencia de survivina de pollo de tipo silvestre mostrada en SEQ ID NO:11, para
proporcionar un C-terminal diferente, y la variante 2 (nimero de accesién Genbank NP_001012317, SEQ ID NO:45)
que se diferencia empezando en el residuo aminoacido 38 de la secuencia de survivina de pollo de tipo silvestre
mostrada en SEQ ID NO:11.

Las siguientes secuencias adicionales se incluyen en el listado de secuencias: survivina humana (nimero de
accesion Genbank N_001168.2, SEQ ID NO:64); survivina Homo sapiens (nimero de accesion Genbank 015392,
SEQ ID NO:65); survivina Canis familiaris (nGmero de accesion Genbank NM_001003019.1, SEQ ID NO:66);
survivina Sus scrofa (nimero de accesion Genbank NP_999306.1, SEQ ID NO:67); survivina Bos Taurus (nimero
de accesion Genbank NP_001001855.2, SEQ ID NO:68); survivina Felis catus (nimero de accesion Genbank
NP_001009280.1, SEQ ID NO:69); survivina Mus musculus (nimero de accesion Genbank NP_033819.1, SEQ ID
NO:70); survivina Rattus norvegicus (nimero de accesién Genbank AAF82586.1, SEQ ID NO:71); survivina Pongo
pygmaeus (numero de accesion Genbank CAH91231.1, SEQ ID NO:72); survivina Gallus gallus (nimero de
accesion Genbank NP_001012318.1, SEQ ID NO:73); survivina Xenopus laevis SIX (nimero de accesion Genbank
AA020085.1, SEQ ID NO:74); homologo de survivina Xenopus laevis (nUmero de accesién Genbank AAM76714.1,
SEQ ID NO:75); homélogo 2 de survivina Xenopus laevis (nimero de accesion Genbank AAH89271.1, SEQ ID
NO:76); acido nucleico que codifica survivina Ictalurus punctatus (nimero de accesién Genbank CK419466.1, SEQ
ID NO: 77); homélogo de survivina Danio rerio (nUmero de accesion Genbank NP_919378.1, SEQ ID NO:78);
homalogo 2 de survivina Danio rerio (niUmero de accesion Genbank NP_660196.1, SEQ ID NO:79); homologo similar
a survivina Tetraodon nigroviridis (nUmero de accesién Genbank CAG04432.1, SEQ ID NO:80); homdlogo 2 similar a
survivina Tetraodon nigroviridis (nimero de accesién Genbank CAG07433.1, SEQ ID NO:81); survivina Drosophila
melanogaster (nUmero de accesion Genbank AAF55399.1, SEQ ID NO:82); y survivina Caenorhabditis elegans
(nimero de accesion Genbank NP_505949.1, SEQ ID NO:83).

La invencién contempla la utilizacién no sélo de secuencias de survivina que se encuentran en la naturaleza, tales
como las secuencias de survivina reveladas en la Figura 1, sino también otras secuencias de aminoacidos que
presentan, por ejemplo, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, o al menos
95% de identidad de aminoacidos con al menos una de las secuencias reveladas en la Figura 1.
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Como se ilustra en la Figura 1, mientras que las proteinas survivina de mamiferos en el alineamiento son idénticas a
la survivina humana en mas de un 80%, los homdlogos no mamiferos de la survivina en el alineamiento son
idénticos a la survivina humana en menos de un 60%. Dentro del dominio BIR (la region subrayada en el
alineamiento de la Figura 1), sin embargo, las proteinas survivina no mamiferas son idénticas en mas del 60%, pero
menos del 80%, a la survivina humana, mientras que las proteinas survivina mamiferas son idénticas en mas del
90% a la survivina humana. El porcentaje de las identidades del par de secuencias de los dominios BIR de los
homélogos se encuentran resumidas en la Figura 2. Por ejemplo, la survivina de pollo es, aproximadamente, un 78%
idéntica a la survivina humana a lo largo del dominio BIR.

De manera significativa, tal como de muestra en la Figura 1, existe s6lo un péptido 9-mer (18-26: STRAATFRN)
(SEQ ID NO:7) en la survivina de pollo dentro del dominio BIR que contiene mas de un 50% de variacién de
aminoacidos en relacién a la correspondiente secuencia humana (5 de 9 aminoéacidos son diferentes en este péptido
9-mer en particular). La mayoria de los péptidos 9-mer dentro del dominio BIR de la survivina de pollo contiene dos o
menos cambios en la secuencia (48 de 64 péptidos). Sin la intencion de estar sujetos a la teoria, se contempla que
este grado de conservacion de secuencia hace, de manera efectiva, que la survivina de pollo sea,
inmunolégicamente, considerablemente similar a la survivina humana.

En general, el porcentaje de identidad entre el dominio BIR de la survivina de pollo y los dominios BIR de la survivina
humana que se muestran en la Figura 2, varia en aproximadamente un 72% y aproximadamente un 78%. Ademas,
alrededor de un 75% de los péptidos 9-mer, derivados de la survivina de pollo, del dominio BIR contienen dos o
menos cambios de secuencia, en comparacion con los péptidos 9-mer de mamiferos correspondientes. Por ejemplo,
la survivina de pollo es idéntica en un porcentaje del 75% a la survivina de ratén a lo largo del dominio BIR, lo que es
consistente con el resultado de que la survivina de pollo es, inmunoldgicamente, considerablemente similar a la
survivina de ratdn, tal como se describe en el Ejemplo 6 mas adelante.

La eficacia de una composicion de survivina no mamifera, tal como una composiciéon de survivina de pollo, para
inducir una respuesta inmune en un raton contra un tumor que expresa survivina de ratén, tal como se ilustra en los
Ejemplos que siguen mas adelante, subraya un principio de la invencién, concretamente, que la vacunacién de un
mamifero con una molécula de survivina no mamifera es Util para inducir una respuesta inmune contra la survivina
mamifera o contra células que sobreexpresan survivina mamifera. Por tanto, la survivina de pollo es también (til
para la generacion de una respuesta inmune efectiva en humanos contra células que sobreexpresan la survivina
humana, tales como muchas células tumorales, ya que la respuesta inmunolégica se conserva suficientemente entre
mamiferos.

En contraste, un alineamiento de los dominios BIR de invertebrados con los dominios BIR de survivina humana
muestra que los dominios BIR del D. melanogaster (AAF55399, SEQ ID NO:53) y del C. elegans (NP_505949, SEQ
ID NO:54) son un 50% o menos idénticos a la secuencia del dominio BIR de la survivina humana (Figura 3), aunque
los residuos criticos para la quelacion del Zn se conservan (ver los asteriscos en el alineamiento en la Figura 3). Por
ejemplo, el dominio BIR de la survivina de mosca es, aproximadamente, un 50% idéntico al dominio BIR de la
survivina humana. De manera significativa, el dominio BIR de mosca contiene solo tres (3 de 64) péptidos 9-mer que
tienen dos 0 menos sustituciones de aminoacidos en comparacién con los péptidos humanos correspondientes.

De acuerdo con la invencion, el término “survivina no mamifera”, tal como se utiliza en la presente patente, abarca al
menos cualquier proteina survivina que tenga un dominio BIR ( o un dominio IAP) con al menos mas del 50% de
identidad de aminoéacidos, pero menos del 90% de identidad de aminoacidos con un dominio BIR de survivina
humana, por ejemplo al menos 55 %, 60%, 65%, 70%, 75%, 80% o 85% de identidad con un dominio BIR de
survivina humana.

Para calcular el porcentaje de identidad, los aminoacidos alineados de cada secuencia se comparan
secuencialmente. Si los aminoacidos no son idénticos, la puntuacién de la identidad del emparejamiento es cero; de
otro modo, la puntuacién de la identidad del emparejamiento es 1.0. La puntuacién de identidad en bruto es la suma
de los aminoécidos idénticos alineados. La puntuacién bruta se normaliza entonces dividiendo la misma entre el
namero de aminoacidos en el menor de los candidatos o de las secuencias referencia, y multiplicando el resultado
por 100. La puntuacién bruta normalizada es el porcentaje de identidad. Las inserciones y deleciones se ignoran
para los propésitos de calcular el porcentaje de identidad. Por consiguiente, las penalizaciones por huecos no se
utilizan en este célculo.

Los métodos para generar multiples alineamientos de secuencias se conocen bien por parte de los expertos en el
arte. Para alinear secuencias de survivina, se utilizé el médulo Megalign 6.1 del paquete de software DNASTAR
Lasergene™ 6, aplicando el algoritmo de alineamiento ClustalV, utilizando ajustes por defecto (Higgins y Sharp
(1989) Comput Appl Biosci. 5:151-3). Para el sub-alineamiento de los dominios BIR de survivina, se aplico el método
ClustalW (“slow-accurate”, proceso lento y preciso), utilizando ajustes por defecto (Thompson et al. (1994) Nucleic
Acids Res. 22:4673-80).
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Se contempla que la survivina no mamifera puede contener mas péptidos con el potencial para generar una
respuesta de un linfocito T colaborador, que una survivina de mamifero. Sin la intencioén de estar sujetos a la teoria,
se contempla que un efecto de inmunizacién aumentado puede lograrse mediante el acoplamiento de los linfocitos T
citotoxicos, a través del complejo MHC |, y los linfocitos T colaboradores, a través del complejo MHC I, en la
respuesta inmune. Las diferencias de secuencias entre la survivina endégena humana y la survivina no mamifera
son susceptibles de producir algunos péptidos que se presentan ante los que el sistema inmunolégico humano no se
ha mostrado tolerante. La presencia de epitopos de MHC Il potenciales puede ser analizada utilizando algoritmos
predictivos disponibles publicamente, tales como el Analisis ProPred ((www.imtech.res.in/raghava/propred; Singh et
al., (2001) Bioinforméatica 17:1236-1237).

Utilizando un algoritmo tal, se descubre que en relacién a las proteinas de survivina mamiferas tales como la
survivina humana o de perro, se prevé que las proteinas survivina no mamiferas, como por ejemplo la survivina de
pollo o la survivina de rana SIX, contienen mas péptidos que se unen y/o péptidos con una afinidad de unién mayor
a las moléculas MHC II (ver Tabla 1).

Tabla 1. Prediccion de la unién de péptidos a la HLA-DR humana.

# Péptido #unién | Puntuacién
Survivina humana (SEQ ID NO:8)
10 WQPFLKDHR 2 59.1 (residuos 10-18 of SEQ ID NO:8)
13 FLKDHRIST 9 2725 (residuos 13-21 of SEQ ID NO:8)
14 LKDHRISTF 3 68.2 (residuos 14-22 of SEQ ID NO:8)
19 ISTFKNWPF 3 81.6 (residuos 19-27 of SEQ ID NO:8)
22 FKNWPFLEG 4 95.9 (residuos 22-30 of SEQ ID NO:8)
28 LEGCACTPE 1 21.3 (residuos 28-36 of SEQ ID NO:8)
43 FIHCPTENE 4 114.6 (residuos 43-51 of SEQ ID NO:8)
58 FFCFKELEG 3 80.6 (residuos 58-66 of SEQ ID NO:8)
74 IEEHKKHSS 11 320.3 (residuos 74-82 of SEQ ID NO:8)
86 FLSVKKQFE 5 142.5 (residuos 86-94 of SEQ ID NO:8)
87 LSVKKQFEE 3 79.9 (residuos 87-95 of SEQ ID NO:8)
96 LTLGEFLKL 5 148.5 (residuos 96-104 of SEQ ID NO:8)
98 LGEFLKLDR 7 171.3 (residuos 98-106 of SEQ ID NO:8)
101 FLKLDRERA 5 106.3 (residuos 101-109 of SEQ ID NO:8)
102 LKLDRERAK 1 20.0 (residuos 102-110 of SEQ ID NO:8)
113 IAKETNNKK 2 48.8 (residuos 113-121 of SEQ ID NO:8)
# Péptido #union | Puntuacion
Survivina de perro (SEQ ID NO:9)
10 WQPFLKDHR 2 59.1 (residuos 10-18 of SEQ ID NO:9)
13 FLKDHRIST 9 2725 (residuos 13-21 of SEQ ID NO:9)
14 LKDHRISTF 3 68.2 (residuos 14-22 of SEQ ID NO:9)
19 ISTFKNWPF 3 81.6 (residuos 19-27 of SEQ ID NO:9)
22 FKNWPFLEG 4 95.9 (residuos 22-30 of SEQ ID NO:9)
43 FIHCPTENE 4 114.6 (residuos 43-51 of SEQ ID NO:9)
58 FFCFKELEG 3 80.6 (residuos 58-66 of SEQ ID NO:9)
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Tabla 1 (continuacion)

# Péptido #union | Puntuacion
Survivina de perro (SEQ ID NO:9)

74 IEEHKKHSS 11 320.3 (residuos 74-82 of SEQ ID NO:9)
86 FLSVKKQFE 5 142.5 (residuos 86-94 of SEQ ID NO:9)
87 LSVKKQFEE 3 79.9 (residuos 87-95 of SEQ ID NO:9)
96 LTLGEFLKL 5 148.5 (residuos 96-104 of SEQ ID NO:9)
98 LGEFLKLDR 7 171.3 (residuos 98-106 of SEQ ID NO:9)
101 FLKLDRERA 5 106.3 (residuos 101-109 of SEQ ID NO:9)
102 LKLDRERAK 1 20.0 (residuos 102-110 of SEQ ID NO:9)
113 IAKETNNKK 2 48.8 (residuos 113-121 of SEQ ID NO:9)
# Péptido #unién | Puntuacion

Survivina de ratén (SEQ ID NO:10)

6 LPQIWQLYL 2 70.7 (residuos 6-14 of SEQ ID NO:10)
10 WQLYLKNYR 26 897.3 (residuos 10-18 of SEQ ID NO:10)
12 LYLKNYRIA 10 278.3 (residuos 12-20 of SEQ ID NO:10)
13 YLKNYRIAT 8 202.3 (residuos 13-21 of SEQ ID NO:10)
14 LKNYRIATF 19 627.3 (residuos 14-22 of SEQ ID NO:10)
17 YRIATFKNW 5 139.8 (residuos 17-25 of SEQ ID NO:10)
19 IATFKNWPF 4 111.6 (residuos 19-27 of SEQ ID NO:10)
22 FKNWPFLED 2 55.9 (residuos 22-30 of SEQ ID NO:10)
43 FIHCPTENE 4 114.6 (residuos 43-51 of SEQ ID NO:10)
58 FFCFKELEG 3 80.6 (residuos 58-66 of SEQ ID NO:10)
67 WEPDDNPIE 1 26.3 (residuos 67-75 of SEQ ID NO:10)
86 FLTVKKQME 3 91.7 (residuos 86-94 of SEQ ID NO:10)
87 LTVKKQMEE 4 135.9 (residuos 87-95 of SEQ ID NO:10)
96 LTVSEFLKL 4 146.9 (residuos 96-104 of SEQ ID NO:10)
101 FLKLDRQRA 13 305.6 (residuos 101-109 of SEQ ID NO:10)
102 LKLDRQRAK 8 223.6 (residuos 102-110 of SEQ ID NO:10)
113 IAKETNNKQ 3 90.8 (residuos 113-121 of SEQ ID NO:10)

Survivina de pollo (SEQ ID NO:11)
MAAYAEMLP 42.9 (residuos 1-9 of SEQ ID NO:11)
MLPKEWLVY 51.0 (residuos 7-15 of SEQ ID NO:11)

12 WLVYLVSTR 11 315.7 (residuos 12-20 of SEQ ID NO:11)
13 LVYLVSTRA 34 1188.0 (residuos 13-21 of SEQ ID NO:11)
14 VYLVSTRAA 28 842.9 (residuos 14-22 of SEQ ID NO:11)
15 YLVSTRAAT 3 70.8 (residuos 15-23 of SEQ ID NO:11)
16 LVSTRAATF 8 234.7 (residuos 16-24 of SEQ ID NO:11)
24 FRNWPFTEG 2 46.4 (residuos 24-32 of SEQ ID NO:11)
45 FVHCPSENS 23 656.0 (residuos 45-53 of SEQ ID NO:11)
56 WQCFFCLK 2 42.9 (residuos 56-64 of SEQ ID NO:11)
57 VQCFFCLKE 14 428.5 (residuos 57-65 of SEQ ID NO:11)
60 FFCLKELEG 3 81.0 (residuos 60-68 of SEQ ID NO:11)
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Tabla 1 (continuacion)

# Péptido #union | Puntuacién

Survivina de pollo (SEQ ID NO:11)
61 FCLKELEGW 2 415 (residuos 61-69 of SEQ ID NO:11)
76 LEEHKKHSA 7 161.8 (residuos 76-84 of SEQ ID NO:11)
91 LQKDPSNLT 8 226.6 (residuos 91-990f SEQ ID NO:11)
98 LTVQEFLKL 2 48.3 (residuos 98-106 of SEQ ID NO:11)
100 VQEFLKLDK 14 377.6 (residuos 100-108 of SEQ ID NO:11)
103 FLKLDKKRT 9 236.2 (residuos 103-111 of SEQ ID NO:11)
104 LKLDKKRTK 19 686.1 (residuos 104-112 of SEQ ID NO:11)
114 VIKKAISQK 90.1 (residuos 114-122 of SEQ ID NO:11)
115 IKKAISQKE 78.6 (residuos 115-123 of SEQ ID NO:11)
129 VAKGVRHAI 46.9 (residuos 129-137 of SEQ ID NO:11)
# Péptido #union | Puntuacién

Survivina de pollo

(N97E,T99M,V100L,Q101G) (SEQ ID NO:12)

MAAYAEMLP 2 42.9 (residuos 1-9 of SEQ ID NO:12)
MLPKEWLVY 2 51.0 (residuos 7-15 of SEQ ID NO:12)

12 WLVYLVSTR 11 315.7 (residuos 12-20 of SEQ ID NO:12)
13 LVYLVSTRA 34 1188.0 (residuos 13-21 of SEQ ID NO:12)
14 VYLVSTRAA 28 842.9 (residuos 14-22 of SEQ ID NO:12)
15 YLVSTRAAT 3 70.8 (residuos 15-23 of SEQ ID NO:12)
16 LVSTRAATF 8 234.7 (residuos 16-24 of SEQ ID NO:12)
24 FRNWPFTEG 2 46.4 (residuos 24-32 of SEQ ID NO:12)
45 FVHCPSENS 23 656.0 (residuos 45-53 of SEQ ID NO:12)
56 WQCFFCLK 2 42.9 (residuos 56-64 of SEQ ID NO:12)
57 VQCFFCLKE 14 428.5 (residuos 57-65 of SEQ ID NO:12)
60 FFCLKELEG 3 81.0 (residuos 60-68 of SEQ ID NO:12)
61 FCLKELEGW 2 415 (residuos 61-69 of SEQ ID NO:12)
76 LEEHKKHSA 7 161.8 (residuos 76-84 of SEQ ID NO:12)
91 LQKDPSELM 9 312.0 (residuos 91-99 of SEQ ID NO:12)
98 LMLGEFLKL 5 201.1 (residuos 98-106 of SEQ ID NO:12)
100 LGEFLKLDK 3 79.5 (residuos 100-108 of SEQ ID NO:12)
103 FLKLDKKRT 9 236.2 (residuos 103-101 of SEQ ID NO:12)
104 LKLDKKRTK 19 686.1 (residuos 104-112 of SEQ ID NO:12)
114 VIKKAISQK 3 90.1 (residuos 114-122 of SEQ ID NO:12)
115 IKKAISQKE 3 78.6 (residuos 115-123 of SEQ ID NO:12)
129 VAKGVRHAI 2 46.9 (residuos 129-137 of SEQ ID NO:12)
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Tabla 1 (continuacion)

# Péptido #unién | Puntuacién
Survivina de rana SIX (SEQ ID NO:13)

1 MLSISPIVS 35 1104.7 (residuos 1-9 of SEQ ID NO:13)

2 LSISPIVSL 3 135.9 (residuos 2-10 of SEQ ID NO:13)
4 ISPIVSLRR 6 143.4 (residuos 4-12 of SEQ ID NO:13)
7 IVSLRRCDN 30 926.8 (residuos 7-15 of SEQ ID NO:13)
8 VSLRRCDNE 1 22.1 (residuos 8-16 of SEQ ID NO:13)
10 LRRCDNEPS 27 867.5 (residuos 10-18 of SEQ ID NO:13)
23 WRLYNLATR 28 1040.3 (residuos 23-31 of SEQ ID NO:13)
25 LYNLATRLR 22 716.5 (residuos 25-33 of SEQ ID NO:13)

Survivina de rana SIX (SEQ ID NO:13)

26 YNLATRLRT 21 663.2 (residuos 26-34 of SEQ ID NO:13)
28 LATRLRTFS 2 590.1 (residuos 28-36 of SEQ ID NO:13)
32 LRTFSNWPF 20 710.0 (residuos 32-40 of SEQ ID NO:13)
56 FVHCPTDNS 21 683.3 (residuos 56-64 of SEQ ID NO:13)
67 WKCFFCLK 2 42.9 (residuos 67-75 of SEQ ID NO:13)
68 VKCFFCLKE 12 374.2 (residuos 68-76 of SEQ ID NO:13)
71 FFCLKELEG 3 81.0 (residuos 71-79 of SEQ ID NO:13)
72 FCLKELEGW 2 415 (residuos 72-80 of SEQ ID NO:13)
98 LFIALKKKA 30 1015.6 (residuos 98-106 of SEQ ID NO:13)
99 FIALKKKAE 9 325.6 (residuos 99-107 of SEQ ID NO:13)
100 IALKKKAEE 13 464.8 (residuos 100-108 of SEQ ID NO:13)
109 LTLSEFLKL 4 165.8 (residuos 109-117 of SEQ ID NO:13)
111 LSEFLKLDL 3 81.6 (residuos 111-119 of SEQ ID NO:13)
115 LKLDLEHTK 6 164.7 (residuos 115-123 of SEQ ID NO:13)
124 IKMQKQMNL 28 729.2 (residuos 124-132 of SEQ ID NO:13)
126 MQKQMNLHI 14 419.4 (residuos 126-134 of SEQ ID NO:13)
130 MNLHIERFQ 12 410.6 (residuos 130-138 of SEQ ID NO:13)
134 IERFQAKAN 1 24.4 (residuos 134-142 of SEQ ID NO:13)
144 VRGHLEKLD 4 103.7 (residuos 144-152 of SEQ ID NO:13)

La Tabla 1 muestra la posicion de inicio (#) y la secuencia (Péptido) de cada péptido 9-mer que se une a, al menos,
un alelo HLA-DR. #unién hace referencia al nimero de alelos a los que los péptidos se unen (de 50), por encima de
un umbral arbitrario, en este caso 20%. El umbral del 20% hace referencia al 20% de una puntuacion de union
maxima tedrica, como se calcula por un algoritmo segun se implementa en Propred. La puntuacién hace referencia a
una puntuaciéon acumulada a lo largo de todo los alelos HLA a los que el péptido se une. Como referencia, el péptido
de proteina basica de mielina humana (MBP) VVHFFKNIV (SEQ ID NO: 14), derivada de una porcion de proteina
conocida por elevar los anticuerpos anti-MBP en humanos (MBP(85-99)), se une a los alelos 29 HLA con una
puntuacion acumulada de 1087.6.

Survivina modificada.

En otro aspecto, la invencién proporciona formas antigénicas de la proteina survivina mediante la introducciéon de
modificaciones en las proteinas de survivina de mamiferos. De manera especifica, la invenciéon contempla los
péptidos de survivina de mamiferos modificada que son biolégicamente inertes, pero inmunoldégicamente
sustancialmente similares a la survivina. Este aspecto de la invencion también se dirige a dos problemas en
particular, con la simple aproximacion de sencillamente expresar una proteina survivina en el citoplasma de una
célula presentadora de antigeno. El primer problema es que la proteina de survivina biolégicamente activa puede
alterar la fisiologia de la célula presentadora del antigeno. El segundo problema es que cuando la survivina, o
esencialmente cualquier otra proteina, se expresa en una célula, s6lo una pequefia fraccion de la proteina es
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degradada de tal manera que los péptidos antigénicos se presenten a través del complejo MHC de clase | en la
superficie de la célula.

Por tanto, la invencién contempla proteinas de survivina de mamiferos modificada, incluyendo versiones mutantes
de la survivina humana. La invencion también contempla la utilizacién no solamente de secuencias de survivina que
se encuentran en la naturaleza, tales como las secuencias de survivina reveladas en la Figura 1, sino también otras
secuencias de aminoacidos que tienen, por ejemplo, al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%, al
menos un 85%, al menos un 90%, o al menos un 95% de identidad de aminoacidos con al menos una de las
secuencias reveladas en la Figura 1.

La estructura de la survivina humana ha sido determinada (Chantalat et al., (2000) Mol. Cell 6:183-189; namero de
Accesién del deposito de estructuras proteicas del “Protein Data Bank” (Banco de datos de Proteinas) (PDB): PDB
ID 1E31; Verdecia et al., (2000) Nat. Struct. Bio. 7:602-608; nimero de Accesion del depoésito de estructuras
proteicas Protein Data Bank (PDB): PDB ID IF3H.)

En base a su estructura tridimensional, la survivina humana contiene al menos dos dominios: un dominio N-terminal
globular que incluye un sitio de unién a zinc, denominado como el dominio BIR o IAP, y una hélice alfa C-terminal
extendida, denominada en la presente patente el dominio helicoidal. En un modo de realizacion preferente, la
invencién proporciona formas de survivina con una mutacion en el dominio BIR N-terminal y/o en el dominio
helicoidal C-terminal. Es una nueva vision de la presente invencion la de que puede lograrse un efecto éptimo
mediante la mutacién de ambos dominios. Sin la intencién de estar sujetos a la teoria, se cree que el dominio BIR
tiene cierto nivel de actividad anti-apoptoética, incluso en la ausencia del dominio helicoidal. Ademas, el dominio
helicoidal presenta una actividad de union al citoesqueleto, y puede tener una actividad bioldgica distinta.

De manera especifica, en el dominio BIR, por ejemplo, las mutaciones preferentes incluyen, pero no se limitan a,
sustituciones de aminoacidos en las posiciones correspondientes a Cys57, Cys60, His77, o Cys84 de la survivina
humana. Por ejemplo, un dominio BIR modificado puede contener, al menos, una de las siguientes sustituciones:
Cys57Ser, Cys60Ser, His77Phe, y Cys84Ser. Las sustituciones de cualquiera de estos aminoacidos con alanina o
prolina son también preferentes. Se cree que estas mutaciones alteran el sitio de unién a zinc en el dominio BIR.
Otras mutaciones que tienen el efecto de alterar el sitio de unién a zinc pueden también ser utilizadas. Ademas, las
mutaciones en la posicién correspondiente a la survivina humana Argl8, preferentemente acido aspartico o acido
glutamico, pueden ser utilizadas para generar un dominio BIR inactivo. Los dominios BIR modificados en los que los
aminoacidos de unién a zinc se mutan en dos, tres, o cuatro posiciones son particularmente preferentes.

Es, en general, Util introducir residuos prolina en cualquier lugar en el dominio helicoidal, a fin de alterar su funcion.
En particular, las sustituciones de prolina pueden ser introducidas en las posiciones correspondientes a la survivina
humana Alal28 o lle135. Otras sustituciones de aminoacidos que pueden alterar el dominio helicoidal son también
preferentes.

Una survivina de mamifero modificada preferente puede contener una mutacion en Argl8, Cys57, Cys60, His77, y/o
Cys84 y una prolina en el dominio helicoidal. Cada uno de los aminoacidos mencionados con antelacién en las
posiciones Argl8, Cys57, Cys60, His77, Cys84, Alal28, y 1le135 se conservan entre la survivina humana y la de
pollo, y por tanto pueden introducirse mutaciones idénticas para generar una survivina de pollo biolégicamente
inerte. Mutaciones similares pueden también introducirse en las posiciones correspondientes en otras proteinas de
survivina no mamiferas.

Cualquiera de las mutaciones anteriores pueden ser combinadas con una mutacion en la posicién correspondiente a
Leu98 de la survivina humana, tal como, por ejemplo, Leu98Arg, Leu98Lys, y Leu98Ala. En la survivina de pollo, la
posicion correspondiente a Leu98 humana es Val1100.

Otras mutaciones utiles pueden ser identificadas mediante experimentacion de rutina, tal como se describe en los
Ejemplos. Por ejemplo, una mutacion se introduce en una proteina survivina y se someten a prueba, por ejemplo,
para ausencia de actividad biolégica, y/o degradacion aumentada, y/o habilidad para inducir una respuesta inmune
contra células tumorales. Los ensayos, a modo de ejemplo, para estas pruebas se describen en los ejemplos que
siguen mas adelante y son conocidos en el arte.

En general, un péptido de survivina modificada preferente contiene tres, cuatro, cinco o0 mas mutaciones. Sin
embargo, una utilidad de la survivina modificada contemplada por la invencion es presentar péptidos de epitopos de
linfocitos T derivados de survivina a través de moléculas MHC de clase I. Por consiguiente, se prefiere por lo general
mutar menos de cincuenta (0 menos de treinta 0 menos de veinte) aminoacidos para mantener una similaridad
inmunolégicamente sustancial con la survivina de mamiferos.

Presentacion del antigeno.
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La invencion proporciona lineas directrices para introducir de manera 6ptima mutaciones en la survivina o en otras
secuencias de proteinas, de manera que el procesamiento de los epitopos del complejo MHC de clase | se realiza
relativamente sin obstaculos.

Es posible que ciertas mutaciones de survivina puedan encontrarse dentro de un segmento del péptido que es
presentado por una molécula MHC de clase |, y reconocido por un receptor de linfocitos T en particular. Es ademas
posible que una mutacién pueda modificar el proceso proteolitico de la survivina en epitopos de péptidos, de tal
manera que un epitopo se divida, 0 que un epitopo no se divida pero un nuevo epitopo sea creado de manera
preferente. Para tratar el asunto de la presentacion del antigeno, es posible utilizar bases de datos que se
encuentran disponibles publicamente y la informacion para identificar epitopos candidatos del complejo MHC de
clase | en una proteina survivina, y determinar entonces si una mutacién modifica un epitopo. Por ejemplo, el
algoritmo SYFPEITHI puede ser utilizado (www.unituebingen.de.uni.kxi; ver también, Rammensee et al., (1999)
Immunogenetics (Inmunogenética) 50:213-219, cuyos contenidos se incorporan al presente documento a modo de
referencia). De manera alternativa, puede utilizarse el algoritmo BIMAS (bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind/; ver
también, Parker et al., (1994) J. Immunol. 152:163-175, cuyos contenidos se incorporan al presente documento a
modo de referencia). Debido a que los genes HLA que codifican las proteinas MHC de clase | humanas son
altamente polimdrficos, con proteinas MHC de clase | diferentes que se unen a diferentes motivos de péptidos, se
crea una tabla de epitopos potenciales, que tiene en un eje varias moléculas MHC de clase |, y en el otro eje una
secuencia de survivina. Las entradas en la tabla identifican posiciones de un epitopo para una molécula MHC de
clase I. El efecto de una mutacion candidata se juzga en base al efecto en varios epitopos. Al final, una mutacién o
mutaciones se eligen en base a las necesidades de una vacuna, teniendo en cuenta, por ejemplo, la frecuencia
alélica de los diferentes alelos de HLA, o la frecuencia especifica del grupo de los alelos de HLA. Para tratar el
asunto del procesamiento proteolitico, de acuerdo a la invencién es posible utilizar pablicamente bases de datos e
informacién para identificar sitios de corte de proteosoma candidatos, y para determinar entonces si una mutacion
modifica dicho sitio de corte. Por ejemplo, puede utilizarse la base de datos disponible publicamente NetChop
(www.cbs.dtu.dk/services/NetChop/). Es en general preferible evitar modificar los sitios de corte.

Con fines ilustrativos, el Ejemplo 12 proporciona andlisis a modo de ejemplo para determinar sustituciones de
utilidad en la proteina survivina.

De acuerdo a la invencion, resulta también (Gtil tomar en consideracion el “inmunoproteosoma”. En las células
presentadoras del antigeno, el proteosoma tiene una composicion algo diferente de proteinas, y su especificidad
proteolitica esta dominada por una enzima que divide el C-terminal en residuos hidrofébicos. Como resultado, el
proteosoma genera péptidos que pueden unirse al complejo MHC de clase | con un residuo de anclaje hidrofébico C-
terminal. Si resulta deseable mantener la especificidad del patron de corte del inmunoproteosoma, se prefiere evitar
la mutacién de tales residuos hidrofébicos, en particular la leucina, isoleucina, metionina, tirosina, triptéfano, y
fenilalanina. De igual modo, se prefiere también evitar la mutacién de otros residuos con leucina, isoleucina,
metionina, tirosina, triptéfano, y fenilalanina. Por tanto, las mutaciones en Argl8, Cys57, Cys60, His77, y Cys84
presentan la ventaja de desestabilizar la estructura de la survivina y no eliminar los sitios de corte del
inmunoproteosoma. Ademds, se prefiere evitar la introduccion de mutaciones en los aminoacidos 7 a 9
inmediatamente N-terminales con leucina, isoleucina, metionina, tirosina, triptéfano, y fenilalanina en la secuencia de
la proteina.

Por tanto, la invencién proporciona un método general de identificacién preferente de sitios de mutacion en una
secuencia de proteinas para generar una proteina con inmunogenicidad aumentada. En base a este método, un sitio
de mutacion preferente en una secuencia de proteinas tiene las siguientes propiedades. En primer lugar, una 0 mas
mutaciones del sitio desestabiliza la estructura de la proteina. En segundo lugar, la mutacion desestabilizante no
introduce una leucina, isoleucina, metionina, tirosina, triptéfano, o fenilalanina. En tercer lugar, el aminoacido normal
en esa posicidon no es leucina, isoleucina, metionina, tirosina, triptéfano, o fenilalanina. Este método puede ser
aplicado a una amplia variedad de proteinas que pueden ser utilizadas como antigenos, tales como, por ejemplo,
antigenos especificos tumorales, antigenos viricos, y otros antigenos. Entre los antigenos especificos tumorales,
ademas de la survivina, el método puede ser aplicado a moléculas de adhesion de células epiteliales, oncogenes
tales como Ras, antigeno carcinoembrionario, y otros. Entre los antigenos viricos, el método puede aplicarse al p24
del VIH, hemaglutinina de la gripe, y otras proteinas viricas.

Proteinas de fusién que comprenden survivina no mamifera y/o modificada.

A fin de promover la degradacion de la fraccion de survivina y su procesamiento en péptidos que pueden ser
presentados a través de moléculas MHC de Clase |, resulta deseable fusionar los péptidos de survivina no mamifera
0 survivina mutante, descritos con anterioridad, con una segunda proteina adecuada. Por ejemplo, la ubiquitina es
un compafiero de fusién particularmente preferente para este proposito. Una proteina de fusiéon ubiquitina-survivina
puede construirse en una de las siguientes configuraciones: N-terminal-ubiquitina-survivina-C-terminal o N-terminal-
survivina-ubiquitina-C-terminal. N-terminal-ubiquitina-survivina-C-terminal es la orientacion preferente. Ademas,
resulta deseable mutar la metionina de la survivina N-terminal, preferentemente a arginina, acido aspartico o acido
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glutamico. Resulta ademas deseable introducir una lisina en una posicién correspondiente a la survivina humana
llel9 o Val21 en una proteina de fusion ubiquitina-survivina.

Resulta deseable fusionar la survivina de la presente invencién con una fraccién Fc. Una fraccion Fc preferente
contiene dominios CH2 y CH3 del anticuerpo, y de manera opcional contiene una region bisagra. La fraccion Fc
puede fusionarse o bien al N-terminal o al C-terminal de la survivina. La secuencia de proteina para Survivina de
pollo-Fc madura humana se muestra en SEQ ID NO:25. La secuencia de proteina para Survivina de pollo-Fc madura
murina se muestra en SEQ ID NO:27.

Ademas, una proteina de fusidon que contiene las fracciones survivina y Fc puede, adicionalmente, contener otras
fracciones, tales como citocinas que estimulan el sistema inmune, tal como se ha descrito en la publicacion de la
PCT WO 01/07081. Sin la intencién de estar sujetos a la teoria, la presencia de la fraccion Fc puede mejorar la
captacion de survivina que contiene proteinas de fusion en células presentadoras de antigenos. Resulta, en general,
preferente que la fraccion Fc se derive del organismo que esta siendo tratado. Por ejemplo, para el tratamiento de un
humano, se prefiere utilizar una fraccién Fc humana.

Las proteinas de fusion Fc-survivina o acidos nucleicos que codifiquen las proteinas de fusién pueden contener, de
manera preferente, una secuencia sefial para la secrecion. La presencia de la secuencia sefial facilita la expresion
de las proteinas de fusién en lineas celulares de mamiferos, tales como las células NS/O, y puede permitir la
secrecion de la proteina de fusién in vivo si un correspondiente acido nucleico se administra a un paciente. La
proteina de fusién Fc-survivina que codifica secuencias, comienza de manera preferente en el sentido 5’ a 3’ con
una “secuencia lider” derivada, por ejemplo, de una cadena liviana de un anticuerpo (L), fusionada en un marco con
al menos una porcion de la cadena pesada de la inmunoglobulina o un mutante de la misma, de manera preferente,
de la region Fcy del gen yl de la inmunoglobulina humana. La region Fcyl del gen Fcyl de la inmunoglobulina
incluye, de manera preferente, al menos una porcién del dominio bisagra y un dominio CH3, y méas preferentemente
incluye al menos un dominio bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3.

La porcién de ADN que codifica la secuencia sefial codifica, de manera preferente, un segmento de péptido que
dirige la secrecion de la proteina de fusion Fc y a partir de ahi se divide separandose del resto de la proteina de
fusion de Fc. La secuencia sefial de la invencién es un polinucleétido que codifica una secuencia de aminoacidos
que inicia el transporte de una proteina a través de la membrana del reticulo endoplasmatico. Las secuencias
sefiales que son U(tiles para la invencion incluyen secuencias sefial de cadena liviana de anticuerpo, por ejemplo,
anticuerpo 14.18 (Gillies et al. (1989) J. Immunol. Meth., 125:191), secuencias sefial de cadena pesada de
anticuerpo, por ejemplo, la secuencia sefial de cadena pesada de anticuerpo MOPC141 (Sakano et al. (1980)
Nature, 286:5774), y cualquier otra secuencia sefial que sean conocidas en el arte (ver, por ejemplo, Watson (1984)
Nucleic Acids Research (Estudio de Acidos Nucleicos, 12:5145).

Las secuencias sefial han sido bien caracterizadas en el arte y se conoce, de manera habitual, que contienen 16 a
30 residuos aminoacidos, y pueden contener mayor o menor cantidad de residuos aminoacidos. Un péptido sefial
consiste en tres regiones: una region basica N-terminal, una regién central hidrofébica, y una regién mas polar C-
terminal. La region central hidrofébica contiene 4 a 12 residuos hidrofébicos que se ancla al péptido sefal a través
de la bicapa lipida de la membrana durante el transporte del polipéptido naciente. A continuacion de la iniciacion, el
péptido sefial se divide, habitualmente, dentro del lumen del reticulo endoplasmatico mediante enzimas celulares
conocidas como peptidasas sefial. Los sitios de corte potenciales del péptido de sefial siguen, generalmente, la
“norma (-3, -1)". Por tanto, un péptido sefial tipico presenta residuos aminoacidos neutrales y pequefios en las
posiciones -1 y -3, y carece de residuos prolina en esta region. La peptidasa sefial dividira dicho péptido entre los
aminoéacidos -1 y +1. Por tanto, la secuencia sefial puede ser dividida del amino-terminal de la proteina de fusién
durante la secrecion. Este hecho da como resultado la secrecién de una proteina de fusion. Las secuencias del
péptido sefal Gtiles en la practica de la presente invencion se conocen bien en el arte. Ver, por ejemplo, von Heijne
(1986) Nucleic Acids Res., 14:4683.

El término “secuencia sefal’, “péptido sefial’, “secuencia lider’, o “péptidos lider” se utlizan de manera
intercambiable en la presente patente.

La proteina de fusion secretada puede en general tener un dominio Fc correctamente plegado, pero con una fraccion
de survivina plegada de manera incorrecta. Sin la intencién de estar sujetos a la teoria, se cree que cuando la
survivina es forzada a la via secretora por la fraccién Fc de una proteina de fusion Fc-survivina, el plegamiento de la
survivina se ve comprometido, en particular debido a que la survivina contiene numerosas cisteinas que podrian
acoplarse en puentes disulfuros. El correcto plegamiento de la fraccién de survivina no es necesario para la actividad
de las vacunas de la invencién.

Como una alternativa a las proteinas de fusién mediante técnicas de ingenieria genética, la conjugacion quimica
utilizando entrecruzadores quimicos convencionales, puede utilizarse para conectar fracciones de proteina.
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Acidos nucleicos.

La presente invencion también proporciona acidos nucleicos que codifican la survivina no mamifera y/o modificada y
las proteinas de fusion que incluyen la survivina tal como se ha descrito con anterioridad. Por ejemplo, la secuencia
de nucleétidos para la survivina humana se muestra en SEQ ID NO:57, la secuencia de nucleétidos para la survivina
de Xenopus SIX se muestra en SEQ ID NO:58, la secuencia de nucleétidos para el homdlogo de la Xenopus se
muestra en SEQ ID NO:59, la secuencia de nucle6tidos para el homoélogo de la survivina del pez cebra se muestra
en SEQ ID NO:60, y la secuencia de nucleétidos para el homélogo de la survivina del siluro se muestra en SEQ ID
NO:61. Los acidos nucleicos, de manera preferente, se unen a y estan interdigitados con elementos que permiten la
expresion en las células eucaritticas, en particular, en células de mamiferos, para formar casetes de expresion. De
manera habitual, un casete de expresion que codifica la survivina incluye, al menos, uno de los siguientes elementos
regulatorios tales como promotores, potenciadores, intrones, terminadores, sefiales de poliadenilacion y otros. De
manera preferente, se incluye un promotor mamifero. Tal como se utiliza en la presente patente, por “promotor
mamifero” se entiende un gen promotor que se deriva de un promotor que se encuentra en mamiferos o en un virus
gue normalmente crece en un mamifero. Por ejemplo, los promotores preferentes incluyen aquellos que estan
presentes en virus que crecen en células mamiferas, tales como en citomegalovirus (CMV), virus Simio 40 (SV40),
virus de Epstein Barr (EBV), virus del sarcoma de Rous (RSV), virus de Moloney, virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), virus del Tumor Mamario Murino (MMTV), o aquellos derivados de genes de mamiferos, tales como
por ejemplo de actina, beta-globina, miosina, de mamiferos, o0 de manera opcional derivados de genes de mamiferos
expresados, de manera preferente, en células presentadoras de antigeno, tales como Fascina u otros genes
especificos APC conocidos en el arte. Un ejemplo de una sefial de poliadenilacion de utilidad es una sefial derivada
de una sefial de poliadenilaciéon de SV40.

Los elementos de expresion pueden dirigir la expresion de las proteinas de survivina en todas las células
eucaridticas, o pueden tener potenciadores especificos del tipo de célula para dirigir la expresion, por ejemplo, en
células presentadoras de antigeno. Las porciones codificadoras de los casetes de expresion estan disefiados, de
manera preferente, para tener codones que son utilizados mas cominmente en células eucaritticas, especialmente
en células de mamiferos o humanas.

Los casetes de expresion de la invencién pueden ser utilizados para producir proteinas de la invencion en células
cultivadas. Por lo tanto, los casetes de expresion pueden estar unidos a genes de resistencia a farmacos
apropiados, origenes de replicacion de ADN, y otros elementos que facilitan la seleccion y la replicacion de los
casetes de expresion. En un modo de realizacion, las secuencias de acido nucleico del casete de expresion se
incorporan en un plasmido capaz de ser replicado en una bacteria. Los plasmidos adecuados para la invencion
pueden tener marcadores para la seleccion en las células bacterianas, tal como genes de resistencia a antibiéticos.
De manera alternativa, los plasmidos adecuados pueden carecer de marcadores de resistencia a antibiéticos pero
pueden, de manera opcional, incluir un gen que codifique una enzima metabdlica, un ARNt supresor, u otro gen de
ese tipo que podria encontrarse normalmente en el genoma de una bacteria sin resistencia a farmaco. Por tanto, un
modo de realizacion, a modo de ejemplo, de la invencién es un plasmido que contiene un acido nucleico que codifica
un péptido de survivina de la invencién asociado de forma operativa con un promotor de mamiferos sin un marcador
de resistencia a antibiotico. Un plasmido de tal tipo puede transformarse en una bacteria, y la bacteria puede
entonces ser utilizada para vacunar a un paciente sin introducir un gen de resistencia a antibiéticos en el paciente.
De manera alternativa, un plasmido de ese tipo puede ser introducido en un paciente sin un soporte vivo. Por
ejemplo, un plasmido de ese tipo puede ser introducido como ADN desnudo o como ADN encapsulado en perlas o
recubierto en la superficie de las perlas.

Los casetes de expresion de la invencién pueden incorporarse en genomas viricos, plasmidos apropiados para la
administracion de ADN desnudo, o genomas bacterianos. En el caso de genomas viricos, resulta deseable utilizar
virus de ADN de doble cadena, tales como adenovirus y virus adeno-asociados, y virus de ARN tales como los
retrovirus. Los casetes de expresion se introducen en los genomas de tales virus mediante técnicas estandar. Por
tanto, la invencion proporciona tanto formas de ADN como de ARN de acidos nucleicos.

Moléculas efectoras.

La presente invencidn también proporciona modos de realizacion que permiten que el péptido de survivina no
mamifera o mamifera modificada funcione en concierto con una molécula efectora que contribuye a la respuesta
inmune. Por ejemplo, una molécula efectora de ese tipo puede ser una fraccion de citocina que incluye, pero no se
limita a, IL-2, IL-7, IL-12, IL-18, IL-21, IL-23, GM-CSF, o cualquier otra citocina, en particular una capaz de activar
una respuesta inmune Thl. Una molécula efectora tal, puede también ser un inhibidor de una citocina que reprime el
sistema inmunolégico, por ejemplo, un inhibidor STAT3 (por ejemplo, una proteina STAT3 dominante negativa tal
como STAT3p). Las citocinas u otras moléculas efectoras pueden también contener mutaciones. Por ejemplo, una
citocina puede contener una sustitucién Ser en una posicion correspondiente a Cys125 de la IL-2.

Por tanto, en modos de realizacion preferentes, la vacuna de la invencidn incluye un acido nucleico que codifica un
péptido de survivina no mamifera 0 mamifera modificada y un segundo péptido que incluye una molécula efectora,
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descrita con anterioridad, que contribuye a la respuesta inmune. Las regiones que codifican el péptido de survivina
mamifera o no mamifera modificada, y el péptido de la molécula efectora pueden estar en una Unica unidad de
transcripcion, o en dos unidades de transcripcion distintas. De manera alternativa, la vacuna de la invencion incluye
un acido nucleico que codifica un péptido de survivina, mamifera o no mamifera, modificada y un acido nucleico
diferente que codifica un segundo péptido que incluye una molécula efectora, descrita con anterioridad, que
contribuye a la respuesta inmune.

En otros modos de realizacién, la vacuna de la invencién incluye un péptido de survivina no mamifera o mamifera
modificada, y un segundo péptido que incluye una molécula efectora, descrita con anterioridad, que contribuye a la
respuesta inmune. En un modo de realizacion, el péptido de survivina no mamifera o mamifera modificada, se
fusiona o se conjuga al péptido que incluye una molécula efectora. La proteina de fusidn del péptido de survivinay la
molécula efectora pueden fusionarse o conjugarse adicionalmente a una fraccién Fc, tal como se ha descrito con
anterioridad.

Administracion.

Las vacunas de la invencion se utilizan para tratar humanos o mamiferos que muestran, o estan en riesgo de,
enfermedades asociadas con la sobreexpresion de survivina. Tales enfermedades incluyen cancer u otros tumores
caracterizados por células que sobreexpresan la survivina.

Las vacunas producidas de acuerdo a la presente invencion pueden ser administradas a un huésped mamifero
mediante cualquier via. La inyeccion de antigenos proteicos se utiliza para provocar respuestas inmunes en
mamiferos. Sin embargo, las vacunas de la invencion pueden también ser administradas a células APC mediante
acido nucleico, por ejemplo, inyecciéon de ADN. Una técnica utilizada cominmente es inyectar vectores de expresion
de ADN que codifican una proteina antigénica en el musculo. Se cree que las células APC especializadas, por
ejemplo, macréfagos o células dendriticas, migran al sitio de la inyeccidon o administracién, recogen y presentan el
antigeno a través de un proceso conocido como proceso de presentacion de antigeno.

Por tanto, segln resulte apropiado, la administracién puede ser por via oral o parenteral, incluyendo las vias de
administracion intravenosa e intraperitoneal. Ademas, la administracion puede realizarse mediante inyecciones
periédicas de un bolo de la vacuna, o puede realizarse de forma mas continua mediante administracion por via
intravenosa o intraperitoneal desde un depdsito que sea externo (por ejemplo, un contenedor de liquido
intravenoso). En ciertos modos de realizacion, las vacunas de la presente invencién pueden ser de grado
farmacéutico. Es decir, ciertos modos de realizacion cumplen con el estandar de control de pureza y calidad
requerido para la administracién en humanos. Las aplicaciones veterinarias también se encuentran dentro del
sentido deseado, tal como se utiliza en la presente patente.

Las formulaciones, tanto para el uso médico veterinario o humano, de las vacunas de acuerdo a la presente
invencion incluyen, de manera habitual, tales vacunas en asociacién con un adyuvante, soporte, y de manera
opcional otro(s) ingrediente(s) farmacéuticamente aceptables. El soporte, o soportes, puede ser “aceptable” en el
sentido de ser compatible con otros ingredientes de las formulaciones y no nocivos para el recipiente del mismo. Se
pretende que los soportes farmacéuticamente aceptables, a este respecto, incluyan cualquier disolvente, medios de
dispersion, recubrimientos, agentes antifingicos, agentes isoténicos y retardantes de la absorcion, y similares,
compatibles con la administracion farmacéutica. El uso de tales medios o agentes para sustancias
farmacéuticamente activas se conoce bien en el arte. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente sea
incompatible con el compuesto activo o su vector de administracion, se contempla el uso del mismo en las
composiciones. Compuestos activos suplementarios (identificados de acuerdo a la invencién y/o conocidos en el
arte), pueden también ser incorporados a las composiciones. Las formulaciones pueden ser presentadas
convenientemente en forma de unidades de dosificacién, y pueden ser preparadas mediante cualquiera de los
métodos bien conocidos en el arte de la farmacia/ microbiologia. En general, algunas formulaciones se preparan
produciendo la vacuna en asociacion con un soporte liquido o un soporte sélido finamente dividido, o ambos, y
entonces, si fuera necesario, conformando el producto con la formulacién deseada.

Una composicién de la vacuna de la invencion se formula para ser compatible con la via de administracion por la
gue se pretende administrar. Ejemplos de vias de administracion incluyen la via oral o parenteral, por ejemplo, via
intravenosa, intradérmica, inhalacion, transdérmica (via topica), transmucosa, y administracion por via rectal. Las
soluciones o suspensiones utilizadas para la aplicacién parenteral, intradérmica, o subcutanea, pueden incluir los
siguientes componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyectables, solucion salina, aceites fijos,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; antioxidantes tales como el acido ascérbico o
el bisulfito sddico; agentes quelantes tales como acido etilendiaminotetraacético; tampones tales como acetatos,
citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste de la tonicidad, tales como el cloruro sédico o la dextrosa. El pH puede
ser ajustado con acidos o bases, tales como el acido clorhidrico o hidréxido de sodio.

Soluciones utiles para la administracion por via oral o parenteral pueden ser preparadas mediante cualquiera de los
métodos bien conocidos en el arte farmacéutico, descrito, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences,
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(Gennaro, A., ed.), Mack Pub., 1990. Las formulaciones para la administracion parenteral pueden también incluir
glicocolato para la administracion oral, metoxisalicilato para la administracion por via rectal, o acido citrico para la
administracion por via vaginal. La preparacion parenteral puede ser incluida en ampollas, jeringas desechables o
multiples viales de dosificacién realizados en plastico o cristal. También pueden prepararse supositorios para su
administracion por via rectal, mezclando el farmaco con un excipiente no irritante tal como la manteca de cacao,
otros glicéridos, u otras composiciones que se encuentran en estado sélido a temperatura ambiente y en estado
liquido a temperatura corporal. Las formulaciones también pueden incluir, por ejemplo, polialquilenglicoles tales
como polietilenglicol, aceites de origen vegetal, naftalenos hidrogenados, y similares. Las formulaciones para la
administracion directa pueden incluir glicerol y otras composiciones de alta viscosidad. Otros soportes parenterales
potencialmente Utiles para estas vacunas incluyen particulas del copolimero de etilen-vinil acetato, bombas
osmadticas, sistemas de infusién implantables, y liposomas. Las formulaciones para la administracién por inhalacién
pueden contener como excipientes, por ejemplo, lactosa, o pueden ser soluciones acuosas que contengan, por
ejemplo, polioxietileno-9-lauril éter, glicocolato y deoxicolato, o soluciones aceitosas para su administracion en forma
de gotas nasales, o como un gel para ser aplicado intranasalmente. Los enemas de retencién también pueden
utilizarse para la administracion por via rectal.

Las formulaciones de la presente invencién adecuadas para la administracion oral pueden realizarse en forma de
unidades separadas tales como capsulas, capsulas de gelatina, bolsitas, comprimidos, pastillas o grageas, donde
cada una contiene una cantidad predeterminada del farmaco; en forma de polvos o granulado; en forma de solucién
0 suspension en un liquido acuoso o liquido no acuoso; o en forma de una emulsién de aceite en agua 0 una
emulsion de agua en aceite. La vacuna puede también administrarse en forma de bolo, electuario o pasta. Un
comprimido puede realizarse mediante la compresion o el moldeo del farmaco, de manera opcional, con uno o mas
ingredientes. Los comprimidos pueden prepararse comprimiendo, en una maquina adecuada, el farmaco en una
forma de flujo libre tal como polvos o granulado, de manera opcional mezclado con un aglutinante, lubricante,
diluyente inerte, agente tensioactivo o dispersante. Los comprimidos moldeados pueden ser realizados mediante
moldeo, en una maquina adecuada, de una mezcla del farmaco en polvo y un soporte adecuado hidratado con un
diluyente liquido inerte.

Las composiciones orales incluyen en general un diluyente inerte o un soporte comestible. Para el propdsito de
administrar la vacuna por via oral, al compuesto activo se le pueden incorporar excipientes. Las composiciones
orales preparadas con un soporte fluido para su uso como un enjuague bucal, incluyen el compuesto en el soporte
fluido, y se aplican por via oral y se utlizan para hacer enjuagues y expectorar, o se tragan. Los agentes
aglutinantes farmacéuticamente compatibles, y/o materiales adyuvantes pueden ser incluidos como parte de la
composicion. Los comprimidos, pildoras, capsulas, pastillas y similares pueden contener cualquiera de los siguientes
ingredientes, o compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma
tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidén o lactosa; un agente desintegrante tal como el acido alginico,
Primogel, o almidén de maiz; un lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante tal como
diéxido de silicio coloidal; un agente endulzante tal como sacarosa 0 sacarina; 0 un agente aromatizante tal como
menta piperita, salicilato de metilo, o aroma de naranja.

Las composiciones de vacunas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (en el caso de
gue sean hidrosolubles), o dispersiones y polvo estéril para la preparacion extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. Para la administracion intravenosa, los soportes adecuados incluyen suero
fisiolégico, agua bacteriostatica, Cremofor EL TM (BASF, Parsippany NJ) o tampén fosfato salino (PBS, por sus
siglas en inglés). En todos los casos, la composicion puede encontrarse estéril y puede estar fluida hasta el grado de
que exista de jeringabilidad. Puede mantenerse estable bajo la condiciones de elaboracion y almacenaje, y puede
preservarse de la acciéon contaminante de microrganismos tales como bacterias y hongos. El soporte puede ser un
disolvente o medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse,
por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como la lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de
particula requerido en el caso de dispersion, y mediante el uso de surfactantes. En muchos casos, sera preferible
incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol y cloruro sédico en la
composicion. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede ser ocasionada incluyendo en la
composicion un agente que retrase la absorcién, por ejemplo, monostearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse mediante la incorporaciéon del compuesto activo en la
cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados
anteriormente, segun se requiera, seguido de una esterilizacion por filtrado. En general, las dispersiones se preparan
incorporando el compuesto activo a un vehiculo que en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion
béasico y los demas ingredientes necesarios de los que se han enumerado anteriormente. En el caso de polvos
estériles para la preparacion de las soluciones inyectables estériles, los métodos de preparacion incluyen secado al
vacio y liofilizacién, lo que produce un polvo del ingrediente activo, mas cualquier ingrediente deseado, de una
solucion del mismo previamente esterilizada por filtrado.
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Las formulaciones adecuadas para la administracién intra-articular pueden realizarse en forma de preparaciones
acuosas estériles de la vacuna que puede estar en forma microcristalina, por ejemplo, en forma de una suspensién
microcristalina acuosa. Las formulaciones liposomales o sistemas de polimeros biodegradables pueden también ser
utilizados para presentar la vacuna tanto para la administracion intra-articular como para la administracion oftalmica.

Las formulaciones adecuadas para la administracion tépica incluyen preparaciones liquidas o semi-liquidas tales
como linimentos, lociones, geles, sustancias de aplicacion, emulsiones de aceite en agua o agua en aceite tal como
cremas, pomadas o pastas; o soluciones o suspensiones tales como gotas. Las formulaciones para la administracién
tépica en la superficie de la piel pueden prepararse dispersando la vacuna con un soporte dermatolégicamente
aceptable tal como una locién, crema, pomada o jabon. En algunos modos de realizacion, son soportes Utiles
aquellos capaces de formar una capa o pelicula sobre la piel para localizar la aplicacién e inhibir la eliminacion.
Cuando la adhesion a la superficie de un tejido se desee, la composicién puede incluir la vacuna dispersada en una
composicion fibrinégeno-trombina u otro bioadhesivo. La vacuna puede entonces pintarse, pulverizarse o aplicarse
de otro modo a la superficie de tejido deseada. Para la administracién topica en superficies de tejido internas, el
agente puede ser dispersado en un adhesivo tisular liquido, u otra sustancia que se conozca potencie la adsorcién
de la superficie de un tejido. Por ejemplo, pueden utilizarse de manera ventajosa hidroxipropilcelulosa o soluciones
fibrindgeno/trombina. De manera alternativa, las soluciones de recubrimiento de tejido, tal como las formulaciones
que contienen pectina pueden ser utilizadas.

Para tratamientos por inhalacion, puede utilizarse polvo de inhalacion (formulaciones presurizadas
(autopropulsadas) o en aerosol) dispensado con pulverizador, nebulizador o un atomizador. Tales formulaciones
pueden encontrarse en forma de un polvo triturado finamente para la administracion transalveolar desde un
dispositivo de inhalaciéon de polvos o formulaciones dispensadoras de polvo presurizadas. En el caso de una
solucién presurizada y de formulaciones en aerosol, el efecto puede lograrse mediante la eleccion de una valvula
que tiene las caracteristicas de pulverizado deseadas (es decir, ser capaz de producir un pulverizado que tenga el
tamafo de particula deseado), o incorporando el ingrediente activo a modo de polvo suspendido en un tamafio de
particula controlado. Para la administracién por inhalacion, las vacunas también pueden ser administradas en forma
de un aerosol de pulverizacién de un recipiente presurizado o un dispensador que contiene un propulsante, por
ejemplo, un gas tal como el di6éxido de carbono, o un nebulizador. También pueden utilizarse gotas nasales.

La administracion sistémica puede realizarse también por medios transmucosa o transdérmicos. Para la
administracion transmucosa o transdérmica, se utilizan en la formulacién penetrantes apropiados para la barrera que
se va a penetrar. Tales penetrantes son en general conocidos en el arte, en incluyen, por ejemplo, para la
administracion transmucosa, detergentes, sales biliares, y derivados de acido fusidico. La administracion
transmucosa puede llevarse a cabo a través del uso de pulverizadores nasales o supositorios. Para la administracion
transdérmica, las vacunas se formulan de forma habitual en pomadas, balsamos, geles, o cremas tal como se
conocen generalmente en el arte.

En un modo de realizacion, las vacunas se preparan con soportes que protegeran de la rapida eliminacion del
cuerpo, tales como una formulacion de liberaciéon controlada, incluyendo implantes y sistemas de administracion
microencapsulados. Pueden utilizarse polimeros biocompatibles y biodegradables, tales como etilen-vinilo acetato,
polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. Los métodos para la preparacion de
tales formulaciones resultaran evidentes para aquellos expertos en el arte. Los materiales también pueden ser
obtenidos comercialmente de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. También pueden utilizarse
suspensiones liposomales como soportes farmacéuticamente aceptables. Estas pueden prepararse de acuerdo a
métodos conocidos por aquellos expertos en el arte, por ejemplo, tal como se describe en la patente estadounidense
U.S. Patent No. 4,522,811. También pueden utilizarse microsomas y microparticulas.

Las composiciones por via oral o parenteral pueden ser formuladas en forma de unidades de dosificacion para
facilitar su administracion y la uniformidad de la dosis. La forma de unidad de dosificacion hace referencia a
unidades fisicamente separadas, adaptadas como dosificaciones unitarias para el sujeto a ser tratado; donde cada
unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo, calculada para producir el efecto de la vacuna
deseado en asociacién con el soporte farmacéutico requerido. La especificacion de las formas de las unidades de
dosificacién de la invencion vienen dictadas por, y dependen directamente de, las caracteristicas Unicas del
compuesto activo, y del efecto de la vacuna en particular que se quiere lograr, y a las limitaciones inherentes en el
arte de la composicién de un compuesto activo de esas caracteristicas para el tratamiento de individuos.

En general, las vacunas identificadas de acuerdo a la presente invencion puede ser formuladas para su
administracion oral o parenteral a humanos u otros mamiferos, por ejemplo, en cantidades terapéuticamente
efectivas, es decir, cantidades que proporcionan concentraciones apropiadas del farmaco a un tejido diana durante
el tiempo suficiente para inducir el efecto deseado. De manera adicional, las vacunas de la presente invencién
pueden ser administradas en solitario 0 en combinacidon con otras moléculas que se conoce tienen un efecto
beneficioso en la enfermedad en particular o indicacién de interés. A modo de ejemplo Unicamente, cofactores Utiles
incluyen cofactores de alivio de sintomas, incluyendo agentes antisépticos, antibiéticos, antivirales y antifingicos, y
analgésicos y anestésicos.
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La concentracién efectiva de las vacunas identificadas de acuerdo a la invencién que va a administrarse en una
composicion de vacuna, variara dependiendo de una serie de factores, que incluyen la dosificacion final deseada del
farmaco que se va a administrar y de la via de administracion. La dosificacién preferente a ser administrada es
posible que ademas dependa de tales variables como el tipo y el grado de enfermedad o indicacion a ser tratada, el
estado general de salud del paciente en particular, la eficacia bioldgica relativa de la vacuna administrada, la
formulaciéon de la vacuna, la presencia y el tipo de excipientes en la formulacion, y la via de administracion. En
algunos modos de realizacién, las vacunas de la presente invencion, pueden proporcionarse a un individuo
utilizando unidades de dosificacién habituales deducidas a partir de los estudios en mamiferos descritos
anteriormente, utilizando primates no humanos y roedores. Tal y como se ha descrito con anterioridad, una unidad
de dosificacion hace referencia a una dosis unitaria, es decir, una dosis Unica que puede administrarse a un
paciente, y que puede ser manipulada y envasada facilmente, permaneciendo como una unidad de dosificacion
fisica y biolégicamente estable, que comprende o bien la vacuna como tal, o una mezcla de la misma con diluyentes
o0 soportes farmacéuticos sélidos o liquidos.

Configuracion de la administracion de un acido nucleico de survivina con una perla.

En otro modo de realizacion, los acidos nucleicos de la invencién pueden ser configurados con un vehiculo de
administracion tal como una perla. Por ejemplo, un acido nucleico de la invencion puede ser recubierto en perlas de
celulosa, de acuerdo al método que se describe en la solicitud de patente estadounidense U.S. Application
Publication No. 003-0166594, los contenidos de la cual se incorporan en el presente documento a modo de
referencia. Un acido nucleico de la invencién puede ser incorporado dentro de las perlas poliméricas de acuerdo al
método descrito en la Patente estadounidense U.S. Patent No. 5,783,567.

En ciertos modos de realizacién, organismos (por ejemplo, bacterias, células de mamiferos, y particulas viricas) se
modifican para producir la survivina de la invencién. Estos organismos pueden liberar la survivina para su cosecha o
pueden ser introducidos como vacunas directamente a un paciente.

Configuracién de la administraciéon de un acido nucleico de survivina dentro de un virus.

Los acidos nucleicos de la invencion pueden ser configurados con un vehiculo de administracion virico. El vehiculo
de administracion virico puede, de manera opcional, tener un efecto adyuvante. Por ejemplo, virus adecuados
incluyen, pero no se limitan a, adenovirus, virus adeno-asociados, retrovirus, o virus Vaccinia. A menudo se prefiere
utilizar una forma mutante o mermada de un virus, tal como por ejemplo un virus incompetente para la replicacion.
Los acidos nucleicos de la invencién se introducen en los genomas virales y se incorporan adicionalmente en
particulas viricas. Los acidos nucleicos se acondicionan utilizando sistemas de virus colaboradores que son bien
conocidos en el arte de la terapia génica.

Configuracién de la administracién de un acido nucleico de survivina dentro de una bacteria.

Los acidos nucleicos de la invencion pueden ser configurados para la administracion dentro de un hospedador
microbiano, como, por ejemplo, el descrito por Gentschev et al. (2000) J. Biotechnol., 83:19-26; o por Stocker BAD
(2000) J. Biotechnol., 83:45-50.

Bacterias adecuadas para la administracién de acidos nucleicos (por ejemplo, ADN) incluyen, pero no se limitan a,
Salmonella, Shigella, Listeria, o E. Coli. Se prefiere a menudo utilizar una forma mutante, atenuada de una bacteria,
tal como un auxoétrofo. Por ejemplo, cepas adecuadas de Salmonella incluyen, pero no se limitan a, Salmonella
typhimurium aroA auxotrofo SL7202 (ver, e.g., Darji et al., (1997) Cell, 91:765-775), Salmonella typhimurium aroA,
auxotrofo dam RE88 (ver, e.g., Heithoff et al., (1999) Science, 284:967-70), Salmonella typhimurium msb, auxétrofo
purl VNP20009 (ver, e.g., Clairmont et al., (2000) J. Infect. Dis., 181(6):1996-2002; Low, et al., (2004) Methods Mol.
Med., 90:47-60), o Salmonella typhimurium protétrofo LT2 (ATCC #700720). Un modo de vacunacion de ADN, a
modo de ejemplo, mediante Salmonella se ilustra en la Figura 4.

Multiterapia.

La vacuna de la invencion puede combinarse con otras modalidades de tratamientos utilizados en el cuidado del
paciente. En un modo de realizacion del tratamiento, la vacuna se utiliza en concierto con la reseccién quirargica del
tumor. En otro grupo de modos de realizacion del tratamiento, la vacuna se utiliza en combinacioén con quimioterapia
o radioterapia que reduce el tamafio del tumor, dafia potencialmente la vasculatura del tumor, o vuelve el tumor
susceptible a las respuestas inmunes. Los agentes quimioterapicos o radioterapicos particularmente Utiles para la
multiterapia con la vacuna de la invencion incluyen, pero no se limitan a, agentes que dafian el ADN tales como
ciclofosfamida; antimetabolitos tales como gemcitabina; y agentes que alteran las funciones del citoesqueleto, tales
como taxoles. Tales agentes reducen el crecimiento tumoral y pueden dafar la vasculatura del tumor, la cual, sin la
intencion de estar sujetos a la teoria, se cree que hace al tumor mas susceptible a las respuestas inmunes.
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En la multiterapia, la quimioterapia o irradiacién normalmente se continian con la administracion de la vacuna, de tal
manera que la formacién de una respuesta inmune anti tumoral efectiva no se vea comprometida por efectos
residuales potenciales del tratamiento previo.

En un modo de realizacion adicional de la multiterapia, el tratamiento con vacuna puede combinarse con
tratamientos con inmunocitocinas. Si la intencion de estar sujetos a la teoria, se cree que una vacuna genera una
respuesta inmune mas efectiva, cuando una citocina que promueve la respuesta inmune se encuentra presente en el
microentorno tumoral. Por ejemplo, inmunocitocinas particularmente Utiles son aquellas que provocan una respuesta
Thi, tales como la IL-2 o IL-12. Durante una multiterapia, por ejemplo, un paciente puede recibir primero una vacuna
de la invencién para generar una respuesta inmune hacia el tumor, y luego una inmunocitocina que puede que
puede fijar como diana al tumor y apoyar la respuesta inmune en el tumor. Las inmunocitocinas preferentes
presentan habitualmente, por ejemplo, una fraccion de anticuerpo que reconoce un antigeno de superficie
caracteristico del tumor, tal como EpCAM, o que reconozca una caracteristica del nicleo necrético de un tumor, tal
como el ADN. Las inmunocitocinas habitualmente tienen ademas una fraccién de citocina tal como IL-2, IL-12, u
otras que, de manera preferente, dirigen una respuesta Thl. Las inmunocitocinas adecuadas para la invencion se
describen en la patente estadounidense U.S. Patent No. 5,650,150, cuyos contenidos se incorporan a la presente
patente a modo de referencia.

Ejemplos .

La préctica de la invencién se entendera de una manera mas completa a partir de los siguientes ejemplos, que se
presentan en la presente memoria Unicamente con fines ilustrativos, y no deben interpretarse como limitativas para
la invencién en modo alguno.

Ejemplo 1. Clonacién de survivina de pollo, generacion de variantes de survivina, construccion de plasmidos que
replican en Salmonella y expresan survivina de pollo en células mamiferas.

Los métodos para aislar las moléculas de ADN deseadas son familiares para las personas expertas en el arte. Por
ejemplo, en los casos en los que la secuencia de la molécula de ADN se conoce, se emplean comunmente la
transcripcién inversa y la reaccion de la polimerasa en cadena (RT-PCR), o bien la molécula de ADN puede
obtenerse mediante sintesis quimica utilizando un proveedor comercial tal como Blue Heron Biotechnology Inc.
(Bothwell, WA). Para obtener ADN que codifica survivina de pollo de tipo silvestre, se realiz6 RT-PCR en polyA+
ARNm aislado del higado de pollo (BD Biosciences cat # 636307), empleando el Superscript One-Step RT-PCR para
el Kit para el Long Templates Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) y un grupo de cebadores externos en una primera ronda
de transcripcion inversa y amplificacion, y el Supermix High Fidelity Kit (Invitrogen) y un grupo de cebadores internos
para la segunda ronda de amplificacion. Los cebadores exteriores fueron el cebador sentido exterior 5 -
GAAAAATGGCGGCCTATGC- 3' (SEQ ID NO:17) y el cebador antisentido 5 -CACCGTAGACCCAGAGGAACC- 3’
(SEQ ID NO: 18), y los cebadores internos fueron el cebador sentido 5 -CTCTAGAATGGCGGCCTATGCTG- 3
(SEQ ID NO: 19), que incorpora un sitio de restriccion de Xba | (subrayado), y un cebador antisentido 5’ -
CCTCGAGACCTAAGGGCCCATGTTCTC- 3’ (SEQ ID NO:20), que incorpora un sitio de restriccion Xho |
(subrayado), respectivamente. El producto PCR amplificado PCR fue separado mediante electroforesis en gel,
aislado, clonado en un vector pCR2.1 (Invitrogen), y su secuencia verificada. Las secuencias del nucleétido y
aminoacido de survivina de pollo de tipo silvestre se muestran en la lista de secuencias como SEQ ID NO:21 y SEQ
ID NO:11, respectivamente.

El fragmento de acido nucleico que codifica la survivina de tipo silvestre completa se transfirio a los vectores de
expresion apropiados para su expresion en células mamiferas. Por ejemplo, el fragmento digerido Xba I/ Xho | de la
secuencia codificadora de la survivina de pollo de tipo silvestre se introdujo en el plasmido igualmente digerido pdCs
(ver Lo et al., (1998) Protein Engineering 11:495), colocando el gen de la survivina de pollo del tipo silvestre bajo el
control de un promotor CMV.

Como otro ejemplo, un fragmento que codifica survivina de pollo de tipo silvestre se introdujo en el vector de
expresion pdCs-huFc (ver Lo et al., (1998) Protein Engineering 11:495), colocando un fragmento de survivina de
pollo de tipo silvestre completo que carece de metionina de comienzo (start) en la regién aguas abajo
(“downstream”) de la secuencia que codifica la Fc humana, generando un plasmido que codifica una proteina de
fusion huFc-survivina de pollo. Brevemente, un ligamiento triple se llevo a cabo con un fragmento PfIMI / Xhol de
survivina de pollo de tipo silvestre (el sitio PfIMI se encuentra en el nucledtido 26 de la survivina de pollo de tipo
silvestre), un fragmento del plasmido Smal / Xhol pdCs-huFc (ver Lo et al., (1998) Protein Engineering 11:495), y
una molécula doble de oligonucleétidos adaptadora que restaura el extremo 5’ de la secuencia de survivina de pollo
de tipo silvestre, omitiendo el codén de comienzo ATG. La molécula doble adaptadora se formé mediante hibridacién
de oligonucleétidos complementarios, y los oligonucledtidos sentido 5'-
GGGTGCAGCGGCCTATGCTGAAATGCTGCCCAAGGA- 3 (SEQ ID NO:22) y el antisentido 5 -
TTGGGCAGCATTTCAGCATAGGCCGCTGCACCC- 3’ (SEQ ID NO:23). La generacion de la proteina de fusion
correctamente codificada se verificO mediante secuenciacion. La secuencia de nucleétidos de la Fcyl madura
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humana -survivina de pollo (survivina de pollo menos Met de comienzo (start)) se muestra en la lista de secuencias
como SEQ ID NO:24.

Para obtener un vector de expresion que codifica muFc-survivina de pollo, el fragmento Sma I/Xhol de survivina de
pollo de tipo silvestre digerido del pdCs-huFc-Survivina de pollo fue transferido a un vector de expresion igualmente
derivado de pdCs-muFc tratado de la misma manera, que es el resultado de una secuencia quimérica entre muFc y
survivina de pollo de tipo silvestre, con survivina de pollo colocada dentro del marco, directamente aguas abajo
(downstream) de la secuencia que codifica una fraccién CH3 de muFc. La fraccion muFc codificada mediante este
vector de expresion fue del isotipo de IgG2a. La secuencia de nucleédtidos de survivina de pollo-mu Fcy2 (survivina
de pollo menos Met de comienzo (start)) se muestra en SEQ ID NO:26. La secuencia de aminoacidos para la mu-Fu
de survivina de pollo madura se muestra en SEQ ID NO:27.

La secuencia de survivina de pollo que codifica Survivina-de-Pollo(N97E, T99M, V100L, Q101G) se generd por un
enfoque PCR que incorpora cebadores mutagénicos. Las sustituciones de codén en el cebador mutagénico sentido
(Mutls) 5’ - CCTCTGAACTGATGTTGGGGGAGTTCTTGAAGCTGGAT- 3’ (SEQ ID NO:28) y el cebador antisentido
(Mutla) 5’ - AACTCCCCCAACATCAGTTCAGAGGGATCTTTCTG-3' (SEQ ID NO: 2 9) se muestran subrayadas, y
una sustitucién de A a G que eliminé un sitio EcoRI se encuentra indicada en negrita. Dos fragmentos PCR que se
solapan se generaron a partir de un ADN modelo de survivina de pollo de tipo silvestre, donde el fragmento aguas
arriba (upstream) utiliza un cebador flanqueador Pris (5'-
CCGCGGCCGCCCCCTTCACCATGGCGGCCTATGCTGAAATG-3') (SEQ ID NO:30) y Mutla, y el fragmento aguas
abajo utiliza el cebador flanqueador Prla (5 - AGATCTGGATCCCTAAGGGCCCATGTTCTCTATC- 3') (SEQ ID
NO:31) y Mutls, respectivamente, para las amplificaciones. Una reaccién PCR se llevé a cabo en los fragmentos
PCR resultantes, combinados con cebadores Prls y Prla, generando el producto completo, que fue clonado en un
vector pCR2.1 (Invitrogen), y su secuencia fue verificada. El fragmento que codifica Survivina-de-pollo (N97E, T99M,
V100L, Q101G) se suprimié con Not | / Bam HI y se ligd en un vector de expresién pdCs digerido del mismo modo.
La secuencia de proteina para Survivina-de-pollo(N97E, T99M, V100L, Q101G) se muestra como SEQ ID NO:12y la
secuencia de aminodacidos se muestra como SEQ ID NO:62.

Ejemplo 2. Sintesis de genes de survivina de otros no mamiferos y construccion de vectores de expresion
mamiferos.

De acuerdo a la invencién, los genes y proteinas de survivina de otros vertebrados no mamiferos se utilizan en
composiciones de vacunas. Por ejemplo, un gen de survivina de un pez como un pez globo, tiburén, siluro o pez
cebra, o de un anfibio tal como la rana Xenopus, o de un reptil tal como un caiman, cocodrilo, tortuga, lagarto o
salamandra, o de otras aves ademas del pollo, se obtienen por métodos analogos a los descritos en el Ejemplo 1, o
mediante otros métodos conocidos para los expertos en el arte de la biologia molecular. En algunos casos, tales
como los homoélogos de la survivina de Xenopus, pez cebra, siluro y pez globo, (cuyas secuencias se proporcionan
en el listado de secuencias de la presente solicitud) los homdlogos de la survivina han sido descritos y se
encuentran disponibles a través de bases de datos publicas tales como PubMed. Cuando la secuencia génica de un
homélogo de survivina se conoced, puede obtenerse el correspondiente ADN de una empresa comercial de sintesis
de ADN, tal como Blue Heron Biotechnology (Bothell, WA).

Los homdlogos de la survivina de dichos peces, anfibios, reptiles, y aves se configuran en composiciones de vacuna
mediante métodos analogos a aquellos de los Ejemplos 3, 4 y 5. Por ejemplo, los genes de survivina de Xenpus, pez
cebra, siluro y pez globo se colocan en el plasmido pdCs después de la adicion de un sitio 5’ Xba | y un sitio 3’ Xho |
en los extremos de la secuencia codificadora. Esto se realiza, por ejemplo, utilizando métodos PCR analogos a los
descritos en el Ejemplo 1, o mediante la total sintesis de los genes de la secuencia relevante flanqueada por
conectores. El plasmido pdCs-survivina se coloca entonces en una cepa de Salmonella mediante los métodos
descritos en el Ejemplo 3.

De manera alternativa, los genes de survivina se configuran en plasmidos que expresan proteinas de fusién Fc-
survivina como en el ejemplo 1, y las proteinas de fusién Fc-survivina se utilizan como vacunas. Por ejemplo, los
genes de survivina de Xenopus, pez cebra, siluro o pez globo se colocan en el plasmido pdCs después de la adicién
de un sitio 5" Xma | y un sitio 3’ Xho | en los extremos de la secuencia codificadora. Esto se realiza, por ejemplo,
utilizando métodos PCR anélogos a los descritos en el Ejemplo 4, o mediante la total sintesis de los genes de la
secuencia relevante flanqueada por conectores. El plasmido de Fc-survivina se coloca entonces en una linea celular
de mamiferos adecuada para expresion de alto nivel, tal como células NS/0, y la proteina secretada resultante se
recoge y se purifica como en el Ejemplo 4, y se formula con un adyuvante y se utiliza para la vacunacién en
humanos o animales como en el Ejemplo 5.

Ejemplo 3. Construccion de cepas de Salmonella que contienen plasmidos de la invencion.

Las cepas de Salmonella que llevan plasmidos de la invencion para su utilizacion en la vacunacién se generaron
mediante un protocolo de electroporacion estandar explicado a continuacion, familiar para aquellas personas
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expertas en el arte. Por ejemplo, el plasmido pdCs-Survivina-de-pollo se transformé en una cepa de Salmonella libre
de plasmidos tal como la cepa atenuada de Salmonella typhimurium aroA SL7207. Otras cepas atenuadas de
Salmonella pueden también ser utilizadas, tales como RE88, con el genotipo aroA, dam-, VNP20009, con el

genotipo msb, purl, o de manera alternativa la cepa prototréfica LT2. Las cepas de Salmonella typhii,
preferentemente atenuadas, pueden también ser utilizadas.

Para preparar bacterias electrocompetentes, un cultivo de 50 ml de Salmonella en la fase logaritmica se cosech6 en
un OD600 de al menos 0.5, se enfrié en hielo, y las células se lavaron secuencialmente en un volumen igual y a
continuacion en la mitad de volumen con 1 mM HEPES helado, y re-granuladas. Las células fueron entonces re-
suspendidas en 1 ml de glicerol al 10% frio, con 1 mM HEPES, granuladas y finalmente re-suspendidas en 0.5 ml de
glicerol al 10% frio, cn 1 mM HEPES mediante pipeteo suave. Las células se mantuvieron en hielo hasta su uso
posterior, o los alicuotas se almacenaron a -80 °C.

Para la electroporacion, se afadieron 40 microlitros de bacterias electrocompetentes a un tubo de microcentrifuga
de 1.5 ml enfriado previamente, combinado con hasta 200 ng de plasmido super-espiral (supercoiled) pdCs-
Survivina-de-pollo en hasta 2 microlitros de volumen, y se mezclaron sometiéndolos a pequefios golpes (“tapping”).
La mezcla del ADN de las bacterias se transfirid a una cubeta de 0.2 cm de separacion (Bio-Rad, Hercules, CA) y
fue electroporada con un pulso eléctrico de 2500 V, 25 pF, 200 ohm, dando como resultado, en general, una
constante de tiempo de 4.5 +/- 0.2, tras lo cual se afiadié 1 ml de un medio SOC. Después de 1 hora de incubacion a
37 °C, 0.1 ml de las células se colocaron en placas, en placas de seleccién de antibiéticos LB (100 microgramos / ml
ampicilina).

Se obtuvieron y se cultivaron aislados de colonia Unica, y el ADN plasmidico se aisl6 para confirmar su identidad
mediante andlisis de restricciéon. Un cultivo validado recién cultivado se complementd con glicerol al 15%, se
ultracongel6 en alicuotas a 500 microlitros y se almacend a -80 °C.

Ejemplo 4. Transfeccion, expresion, caracterizacion preliminar, y purificacién de proteinas de fusiéon Fc-survivina.
A. Transfeccién y Expresién de proteinas de fusién Fc-survivina.

Para el rapido analisis de la expresion de proteinas, los plasmidos que expresan, por ejemplo, muF-Survivina-de-
pollo o muFc-muSurvivina se introducen cominmente en una linea celular tal como, por ejemplo, en células
embrionarias de rifion humano HEK (ATCC# CRL-1573) mediante transfeccién transitoria utilizando lipofectamina
(Invitrogen).

Para obtener clones transfectados de manera estable que expresen proteinas Fc-survivina, por ejemplo, el ADN
plasmidico apropiado fue introducido en las células NS/0 de mieloma de raton mediante electroporacion. Las células
NS/0 se cultivaron en un medio Eagle modificado por Dulbecco complementado con 10% de suero fetal bovino
inactivado por calor, 2 mM de glutamina y penicilina/ estreptomicina. Aproximadamente 5x106 células se lavaron con
PBS y fueron re-suspendidas en 0.5 ml de PBS. A continuacion, se incubaron 10 pg de ADN plasmidico linearizado
con las células en una Cubeta Gene Pulser (con una separacion de las puntas del electrodo de 0.4 cm, de BioRad,
Hercules, CA), en hielo durante 10 minutos. La electroporacion se llevo a cabo utilizando un Gene Pulser (BioRad)
con ajustes a 0.25 V y 500 mF. Se permitié que las células se recuperaran durante 10 minutos en hielo, fueron re-
suspendidas en un medio de cultivo, y se colocaron en dos placas de 96 pocillos. Los clones transfectados de
manera estable se seleccionaron por su crecimiento en presencia de 100 nM de metotrexato (MTX), el cual fue
afiadido al medio de cultivo dos dias después de la transfeccion. Las células se alimentaron cada 3 dias de dos a
tres veces mas, y los clones estables resistentes al MTX aparecieron en 2 a 3 semanas. Los sobrenadantes de
clones fueron sometidos a ensayo mediante ELISA anti-Fc para identificar los de alta produccién. Los clones de alta
produccion se aislaron y propagaron en un medio de cultivo que contiene 100 nM de MTX. Habitualmente, se utilizd
un medio H-SFM o medio CD (Invitrogen) como medio de cultivo.

De manera alternativa, los clones que expresan proteinas de fusién Fc-survivina de manera estable, se obtuvieron
en células embrionarias de rifion humano HEK 293 por seleccion de metotrextato, mediante un método similar al
descrito con anterioridad. Los clones de HEK 293 se mantuvieron en DMEM complementado con 10% de FBS.

B. Purificacion y analisis de proteinas de fusién Fc-survivina.

Una purificacion estandar de proteinas de fusion que contienen Fc se realiz6 e base a la afinidad de la fraccion Fc
de la proteina para la Proteina A. Brevemente, las células transfectadas con un plasmido que codifica una proteina
de fusion Fc-survivina fueron cultivadas de manera habitual en frascos rotativos en H-SFM complementado con 0.1
MM de MTX, y el sobrenadante celular que contiene la proteina de fusién se cargé en una columan de flujo rapido de
Proteina A — Sefarosa equilibrada previamente (50 mM de fosfato de sodio, 150 nM de NacCl, 0.01 % de Tween 80
en pH neutro). La columna se lavé ampliamente en este tampdn, y la proteina enlazada se eluy6 en un pH bajo (pH
2.5) en el mismo tampon que anteriormente y las fracciones se llevaron a un pH 6.7 con una base 1M Tris, de pH 11.
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Las proteinas de fusion Proteina A Sefarosa — Fc-survivina purificada se analizaron por cromatografia analitica de
exclusién por tamafios (SEC, por sus siglas en inglés), y se observd que normalmente la mayoria del material se
encontraba en estado agregado. Este resultado fue inesperado ya que la survivina es, normalmente, una proteina
citoplasmica. Sin la intencién de estar sujetos a la teoria, se cree que cuando la survivina es forzada a la via
secretora por la fraccion Fc de una proteina de fusidon Fc-survivina, el plegamiento de la survivina se ve
comprometido, en particular debido a que la survivina contiene numerosas cisteinas que podrian acoplarse en
puentes disulfuro. Aunque esta agregacién puede interferir con la actividad biolégica, la agregacién no resulta
desaconsejable cuando la proteina va a ser utilizada como vacuna.

La integridad y pureza de las proteinas de fusién fueron verificadas mediante electroforesis SDS-PAGE de
reduccion. La banda mas fuerte se vio a aproximadamente 45 kDa, el tamafio esperado de la proteina de fusién.
Una multitud de bandas secundarias estaban presentes también: evidencia adicional de que la proteina se habia
agregado de hecho.

C. Procedimientos ELISA.

La concentracion de productos proteicos que contienen Fc en los sobrenadantes de clones resistentes a MTX y
otras muestras para ensayo se determinaron mediante ensayo ELISA anti-Fc. Procedimientos estandar se siguieron
de manera esencial, tal como se describe mas adelante.

i. Placas de recubrimiento.

Se recubrieron placas de ELISA con IgG (H+L) anti-murino AffiniPure Goat (Jackson Immuno Research
Laboratories, West Grove, PA) a 5 ug/mL en PBS, y 100 uL/pocillo en placas de 96 pocillos (Nunc-Immuno plate
Maxisorp). Se cubrieron las placas recubiertas y se incubaron a 4 °C durante la noche. Las placas se lavaron a
continuacion 4 veces con 0.05% d Tween (Tween 20) en PBS, y se bloquearon con 1% de BSA/1% de suero de
cabra en PBS, 200 pl 1/pocillo. Después de la incubacion con el tampoén de bloqueo a 37 °C durante 2 horas, las
placas se lavaron 4 veces con 0.05 Tween en PBS y se sacudieron suavemente sobre toallas de papel.

ii. Incubacién con muestras para ensayo y anticuerpo secundario.

Las muestras para ensayo se diluyeron segun fuera apropiado en tampén de muestra (1% BSA/1% suero de cabra
/0.05% Tween en PBS). Una curva estandar se preparé utilizando un anticuerpo quimérico (con Fc humana), cuya
concentracion se conocia. Para preparar una curva estandar, se realizaron diluciones en serie en el tampén de
muestra para proporcionar una curva estandar en un rango desde 125 ng/mL a 3.9 ng/mL. Las muestras diluidas y
estandar se afiadieron a la placa, 100 pl/pocillo y la placa se incubd a 37 °C durante 2 horas. Después de la
incubacién, la placa se lavo 8 veces con 0.05% Tween en PBS. Se afiadio a cada pocillo, a continuacion, 100 pl del
anticuerpo secundario, anti-lgG humano conjugado con peroxidasa de rabano (Jackson Immuno Research), diluido
a aproximadamente 1:120,000 en tampo6n de muestra. La dilucién precisa del anticuerpo secundario a ser utilizado
varia para cada lote. Después de la incubacion e 37°C durante 2 horas, la placa se lavé 8 veces con 0.05% Tween
en PBS.

iii. Desarrollo.

La solucién de sustrato se afiadio a la placa a 100 pL/pocillo. La solucién de sustrato se prepar6 disolviendo 30 mg
de OPD (diclorhidrato de o-fenilendiamina (OPD)), (1 comprimido) en 15 mL de 0.025 M de &cido citrico/0.05 M de
tampon de Na2HPO4, pH 5, que contenia 0.03% de peréxido de hidrégeno recién afiadido. Se permitié que el color
se desarrollara durante aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente en al oscuridad. El tiempo de
desarrollo esta sujeto al cambio, dependiendo de la variabilidad de lote a lote de las placas recubiertas, el anticuerpo
secundario, etc. La reaccion se par6 afiadiendo 4N de &cido sulfirico a 100 uL/pocillo. La placa se leyé mediante un
lector de placas, que se ajustd a 490 y a 650 nm, y se programé para sustraer el OD de fondo a 650 nm del OD a
490 nm.

Ejemplo 5. Métodos para la administracion de la vacuna y desafio tumoral.

Ratones C57B1/6 y Balb/c (7-8 semanas de edad) fueron adquiridos de Jackson Laboratories (Bar Harbour, ME).
Los ratones se mantuvieron en EMD Lexigen Research Center Corp., Billerica, MA, y todos los experimentos con
animales se realizaron de acuerdo con los Procedimientos Operativos para instalaciones de Animales (Animal
Facilities Operating Procedures) autorizados.

Para preparar la muestra de vacuna de Salmonella, un cultivo de 5 ml de LB/AMP se inoculé con una colonia de
bacterias Unica transformada, se cultivo durante la noche a 37°C, se centrifugé a 2000xg durante 10 minutos, se lavo
una vez en PBS y después se re-suspendio en 2 ml de PBS. El OD600 de una dilucién 1:10 del cultivo en PBS se
midié, y la concentraciéon del cultivo se ajusté a 10° células/ml con PBS, asumiendo que 1 unidad de OD600
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correspondia a aproximadamente 10° bacterias/ml (segun se determiné de la preparacion en placas de una dilucion
en serie del cultivo en placas de LB/Ampicilina). La vacunacién mediante alimentacion por sonda se realizé con una
jeringa de 1 ml cargada con una aguja de alimentacién desechable de 20G x 1.5” que se insertd en el estomago.
Los ratones fueron tratados previamente con una alimentacion por sonda de 0.1 ml de 10% de bicarbonato de sodio
para neutralizar los acidos del estbmago, y cinco minutos mas tarde se administré a los ratones una muestra de
vacuna de 0.1 ml (108 bacterias).

El efecto de la vacuna se midi6 en lineas celulares tumorales que expresan survivina de mamiferos y presentan
antigenos derivados de survivina en complejos MHC. Las lineas celulares tumorales utilizadas en los ejemplos a
continuacién fueron la linea celular D121 del carcinoma de pulmén murino, linea celular A20 de linfoma murino, linea
celular 4T1 del tumor de mama murino, linea celular LLC del carcinoma pulmonar de Lewis murino, linea celular
CT26 de céancer de colon murino, y linea celular B 16 del melanoma murino, pero otras lineas celulares que
expresan survivina de mamiferos y antigenos derivados que presentan survivina podrian utilizarse. En algunos
experimentos, se utilizaron lineas celulares tumorales que habian sido modificadas para expresar la molécula de
adhesioén de las células epiteliales humanas (EpCAM, por sus siglas en inglés), designada por “KSA” (por ejemplo
LLC/KSA). La expresion de survivina es evaluada convenientemente por un analisis Western blot, mediante métodos
estandar. El anticuerpo policlonal de conejo a la survivina humana y murina (AHP604, Serotec, Raleigh, NC) se
utiliz6 en una dilucién a 1:500.

Las lineas celulares tumorales utilizadas en los Ejemplos que siguen a continuacidon, se mantuvieron en los
siguientes medios. D121 se cultivdo en DMEM con 10% de suero fetal bovino (FBS), complementado con 1% de
penicilina/ estreptomicina (P/S), 1% de L-glutamina, 1% de piruvato de sodio, y 1% de aminoacidos no esenciales.
A20 y 4T1 se cultivaron en RPMI con 10% de FBS, 1% P/S, 1% de L-glutamina. LLC se cultivdé en DMEM con 10%
de FBS, 1% P/S, 1% de L-glutamina. CT26 se cultivd en un medio DMEM con 10% de FBS, 1% de P/S, 1% de L-
glutamina, y 1% de vitamina B16. Los medios CT26/KSA también incluyeron 1% de piruvato de sodio y 1% de
aminoacidos no esenciales. El medio para las lineas celulares que expresan adicionalmente la EpCAM también
contenia 1 pg/ml de G418.

Para evaluar el efecto de la vacuna en la supervivencia del ratdon o la carga tumoral del pulmén de los ratones
tratados, las células tumorales se administraron por via intravenosa. Las lineas celulares tumorales se lavaron con
PBS, se tripsinizaron durante 3 minutos, y la tripsina se neutraliz6 con medio condicionado. Las células fueron
granuladas y lavadas dos veces con PBS, o en el caso de células D121, con PBS, 1% de albumina de suero bovino,
50 uM EDTA. Una Unica suspension de células se obtuvo aplicando las células re-suspendidas en multiples tamices
de malla de nailon de 100 uM desechables (BD Falcon). Se inyectd a los ratones por via intravenosa en la vena de
la cola con la suspension celular, en un volumen de 200 pl por raton utilizando una aguja de calibre 27. Los
pulmones fueron extraidos, pesados y puntuados evaluando el porcentaje de area pulmonar cubierta por el tumor
para comparar la carga tumoral metastasica.

Ejemplo 6. La inmunizacién con ADN que codifica la survivina de pollo genera anticuerpos que inter-reaccionan con
survivina de mamiferos.

Para probar si la vacuna con acidos nucleicos que codifican la survivina de pollo puede generar anticuerpos que
inter-reaccionan con survivina de mamiferos, se llevaron a cabo los siguientes experimentos. Se utilizd un protocolo
de inmunizacion descrito por Davis ((1996) Adv. Drug Delivery Reviews 21:33) como base para los experimentos. Se
inmunizaron ratones Balb/c hembra, de 7 — 8 semanas de edad (n=2 por grupo de tratamiento), una vez (Dia 1) o
tres veces (Dia 1, 21, y 46) con plasmidos de expresion que codifican survivina de pollo de tipo silvestre (ChSur) o
muFc-Survivina-de-pollo (FcChSur) o con un plasmido de expresién de control que codifica el antigeno muFc-
carcinoembrionario (CEA) (FCCEA). Se inyect6 a los ratones en el musculo tibial anterior con 100 pl de una solucién
de 10 uM de cardiotoxina, seguido de 100 pug de ADN plasmidico cinco dias después de la inyeccion. En el dia 62,
los ratones se desangraron y el suero se analizd para anticuerpos contra la survivina murina. El suero diluido en
serie se aplicé a una placa de ELISA recubierta con proteina de fusibn muFc-muSurvivina, la placa se lavo, las
muestras se incubaron con un anticuerpo de la IgG2a anti-ratdbn conjugado con peroxidasa. El andlisis ELISA
detecto la presencia de anticuerpos anti-survivina mediante ensayo colorimétrico comparado con ratones naive de
control negativo. Los resultados mostrados en la Tabla 2 indican que las vacunas de ADN de survivina fueron
efectivas en obtener anticuerpos reactivos a la survivina murina, mientras que la vacuna de ADN de control no lo fue.
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Tabla 2: Titulos de anticuerpos de survivina anti murina.

1 tratamiento (n=2) 3 tratamientos (n=2)

Dilucién de Suero
ChSur | FcChSur | FcCEA | ChSur | FcChSur | FcCEA

50 x 0.285 1.089 n.a. 2.176 2.495 0.046
200 x 0.123 0.769 n.a. 1.177 1.276 0.042
800 x 0.124 0.484 n.a. 0.417 0.454 0.044

Los anticuerpos anti-survivina de ratobn se someten a prueba adicionalmente para la reactividad cruzada hacia la
survivina humana bien en un ensayo Western blot 0 en un ensayo ELISA. Se espera que los anticuerpos de
survivina de ratén, obtenidos mediante vacunacion de los ratones con una composicion de survivina de pollo,
también se unan a la proteina survivina humana.

Ejemplo 7. Vacunacion de un mamifero con ADN que codifica survivina que provoca una respuesta inmune de
linfocitos T a las células cancerigenas.

Para determinar la habilidad de una vacuna de survivina basada en Salmonella para estimular una respuesta inmune
de linfocitos T contra células cancerigenas, se llevaron a cabo los siguientes experimentos. Se vacunaron ratones
Balb/c con la cepa de Salmonella SL7207 que lleva una mutacion AroA (Medina et al., (1999) Infection and
Immunity, pp. 1093-1099), y que lleva también un vector de expresion de mamiferos que codifica survivina murina
(n=2), o survivina de pollo de tipo silvestre (n=2) en el dia 0 y dia 14, tal como se describe en el Ejemplo 5. Ratones
naive inmunizados (n=2) se utilizaron como control negativo en este experimento.

Un mes antes de la primera vacunacion, se extrajeron esplenocitos de cada grupo y se agruparon. Se purificaron
linfocitos T CD8" y se utilizaron como receptores en un ensayo ELISpot de IFNy, esencialmente tal como se
describe mas adelante. En este ensayo, las lineas celulares tumorales A20 y 4T1 se utilizaron como las células
efectoras (Figura 6). Las células 4T1 habian sido modificadas para expresar la molécula de adhesién a células
epiteliales humanas (EpCAM), pero no se considerd que esto fuera relevante para el experimento. Hubo un ndmero
significativamente mayor de linfocitos T receptores de IFNY de los ratones vacunados que de los animales de
control. La vacunacién con Salmonella que contiene un plasmido de expresién de survivina de pollo o murina, estuvo
en correlacion con una cantidad elevada de linfocitos T precursores de secrecién de IFNy en respuesta a las
diferentes lineas celulares tumorales.

El mismo protocolo de vacunacion se llevé también a cabo en ratones C57B1/6. Se incubaron linfocitos T CD8+,
procedentes de los bazos de estos ratones, con células de carcinoma pulmonar de Lewis (LLC) o células de
melanoma B16 en el ensayo ELISpot de IFNy murino. Las células LLC y B16 habian sido modificadas para expresar
la molécula de adhesién a células epiteliales humanas (EpCAM), pero no se considerd que esto fuera relevante para
el experimento. Ambas vacunas resultaron en un aumento en la cantidad relativa de linfocitos T receptores dirigidos
contra los péptidos del antigeno diana expresado en el contexto de MHC de clase |, en comparacion con animales
C57B1/6 naive (Figura 5). Hubo un nimero significativamente mayor de células secretoras de IFNy producidas en
ratones vacunados con survivina de pollo SL7207 que ratones con survivina murina SL7207 contra ambas células,
las células tumorales LLC y células B16.

Juntos, estos resultados indican que ambos enfoques de vacunacién provocan un aumento en la cantidad de
precursores de linfocitos T CcD8" reactivos con células cancerigenas que muestran péptidos de survivina de
mamiferos e el contexto de epitopos de MHC de clase |. Estas observaciones sugieren ademas que la inmunizacion
con survivina de pollo puede ser mas potente en romper la tolerancia y generar una respuesta inmune dirigida contra
células diana que expresan survivina de mamiferos.

En este Ejemplo y en varios de los siguientes Ejemplos, se utilizé la cepa de Salmonella typhimurium SL7207, pero
otras cepas de Salmonella podrian utilizarse, tal como la Salmonella typhi. En el tratamiento de humanos con
Salmonella typhi, se prefiere generalmente utilizar auxétrofos que, de manera opcional, lleven mutaciones
atenuantes adicionales.

Protocolo de ensayo ELISpot de IFNy murino:
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El ensayo ELISpot se llevé a cabo esencialmente como se describe en Power et al.,, (Power et al., (1999) J.
Immunol. Meth. 227:99-107). Los linfocitos T cD8" fueron aislados de esplenocitos utilizando un kit de aislamiento
de linfocitos T CD8" Miltenyi (Miltenyi Biotech, Auburn, CA), y se clasificaron en un clasificador de perlas magnéticas

Automacs, segun las instrucciones del fabricante. Los linfocitos T CcD8" se mantuvieron en RPMI complementado
con 0.7 ng/ml de IL-2 (R&D Systems). En el transcurso de 24 horas, se purificaron células viables en un gradiente

Lympholyte® y se re-suspendieron a una concentracion final de 10° células/ml. Los linfocitos T CD8" se colocaron
en placas en diluciones en serie, comenzando en 10° células/pocillo en una placa de ELISpot de IFNy murino (BD
Biosciences, San José, CA), previamente recubierta con 5 pg/ml de un anticuerpo de IFNy anti murino. Todas las
lineas celulares se afiadieron a una concentracién de 5 x 10 células/pocillo. Después de 18 — 24 horas, las células
se extrajeron, las membranas recubiertas de anti- IFNy se lavaron con 0.05% de Tween en PBS, se incubaron con
un anticuerpo biotinilado secundario para IFNy en PBS con 2% de suero fetal bovino, y se visualiz6 el anticuerpo
secundario unido mediante la exposicion a solucién de acetato HRP y AEC conjugado con estreptavidina (3-amino-
9-etilcarbazol). Los puntos correspondientes a los linfocitos T cD8" secretores de IFNY fueron cuantificados
utilizando el sistema Zeiss KS ELISpot (Muenchen-Hallergmoss, Alemania).

Ejemplo 8. Inmunizacion in vitro de inmunocitos derivados de humanos con survivina de pollo.

Para confirmar la habilidad de una secuencia de survivina no mamifera, tal como la secuencia de survivina de pollo,
para provocar una respuesta anti-survivina en humanos, se llevd a cabo un ensayo de inmunizacién in vitro
utilizando células de sangre periférica de un paciente (hu PBMCSs). En esencia, se purifican células dendriticas (DCs)
y linfocitos T de las células hu PBMCs, las células DCs se cargan con un antigeno de eleccion y se incuban con
linfocitos T, y la respuesta de linfocitos T a la exposicién de péptidos de survivina, por ejemplo en forma de células
diana que expresan survivina humana, se analiza, empleando métodos estandar familiares para los expertos en el
arte.

Por ejemplo, las células DCs (de huPBMCs de HLA-A2+ de pacientes y derivadas utilizando IL-4 y GM-CSF), son
pulsadas con una secuencia de péptido de survivina de control que se sabe es un epitopo para alelos HLA-A2+, tal
como LMLGEFLKL (SEQ ID NO:6), o son pulsadas con péptidos experimentales, tales como (i) un péptido derivado
de survivina de pollo 30-mer GCAFAALQKDPSELMLGEFLKLDRERAKNV(SEQ ID NO:32); (i) un péptido de
survivina de pollo de tipo silvestre; o (i) un péptido de survivina mutado tal como Survivina-de-
pollo(N97E,T99M,V100L,Q101G) (SEQ ID NO:12). De manera alternativa, se introducen en las células DCs
constructos de ADN en que expresan estas secuencias. Después de la incubacion con los péptidos o proteinas, o
expresion del ADN introducido, las células DCs se irradian y se lavan para eliminar el exceso de péptidos afiadidos
de forma exdgena, y se mezclan a continuacién con linfocitos T singénicos en presencia de IL-7 y de IL-2. Los
linfocitos T se re-estimulan siguiendo cada semana mezclando los linfocitos T cultivados con células Dcs recién
tratadas e irradiadas.

En un ensayo, la presencia de linfocitos T reactivos a la survivina es detectada mediante un ensayo ELISpot de
IFNY, esencialmente como se describe en el Ejemplo 7. De manera alternativa, un ensayo convencional de
liberacion de [51Cr] se utiliza para analizar la actividad funcional de estas células, en las que las células tumorales,
que presentan péptidos de survivina en el contexto de moléculas MHC de clase I, se cargan con [51Cr] y se incuban
con estos linfocitos T, y se cuantifica la lisis de células tumorales mediante liberacion de [51Cr]. Una linea celular
diana de control que no expresa survivina se utiliza como control negativo. Se espera que las preparaciones
experimentales sean, al menos, tan efectivas como la preparacion de control en generar linfocitos T que son
receptores a la survivina, lo que indica que las secuencias derivadas de survivina de pollo pueden servir como
epitopos que dirigen una respuesta inmune especifica a células que expresan la survivina humana.

Ejemplo 9. Efectos de la vacunacion en el cancer de pulmén.

Para determinar si la respuesta inmune provocada por la vacuna pudo inhibir el crecimiento tumoral metastasico
cuando el segundo tratamiento se retrasé hasta después del desafio tumoral, se llevaron a cabo los siguientes
experimentos.

En el Dia 0, se vacunaron ratones C57B1/6 (n=5 por condicién de tratamiento) por via oral con 100 pl de bicarbonato
de sodio al 10% seguido de 10® SL7207 de Salmonella gue contiene: un plasmido que codifica una survivina de
pollo mutante (Survivina-de-pollo((N97E, T99M, V100L, Q101G)); un plasmido que codifica muFc-Survivina-de-pollo;
o un plasmido con dos unidades transcripcionales, uno codificando Survivina-de-pollo((N97E, T99M, V100L,
Q101G)) y una que codifica la proteina de fusiébn muFc-mulL2 como adyuvante. Se trataron ratones de control con
PBS.

Se trataron los ratones con una dosis previa de 100 pl de bicarbonato de sodio al 10%, y se les administrd
Salmonella SL7207 en PBS (preparado tal como se ha descrito con anterioridad). Diez dias después de la
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vacunacion de cebado, se inyect6 a los ratones, por via intravenosa, una suspension de célula Unica de 1x10" de
células LCC/KSA en 200 ul de PBS, y se estimularon con una segunda vacuna por via oral, utilizando la misma
concentracion de Salmonella. Los ratones se sacrificaron el Dia 32.

Los resultados tipicos se muestran en la Tabla que sigue a continuacion (Tabla 3). Los resultados indican que la
vacuna con Salmonella que lleva un vector de expresion para cualquier constructo de survivina de pollo, proporciona
una proteccion similar contra el cancer metastasico de pulmon.

Tabla 3. Pesos pulmonares y puntuaciones de metastasis de ratones con cancer de pulmoén tratados con una
vacuna de survivina.

Media + desviacion estandar (g) | Puntuacion tumoral*
PBS 1.12+0.25 3,3,333
Survivina-de-pollo(N97E, T99M,V100L,Q101G) 0.23+0.05 11111
Survivina-de-pollo(N97E, T99M,V100L,Q101G) + | 0.21 +0.13 11211
muFc-mulL2
muFc-Survivina-de-pollo 0.24 £0.03 1,1,11,1

En la Tabla 3, (*) la Carga Tumoral fue puntuada en una escala de 0-3 (0= ausencia de tumores en los pulmones,
1=<5% de carga tumoral, 2=5-50% de carga tumoral, 3=>50% de los pulmones cubiertos con tumores). Las
puntuaciones tumorales en itlicas y en negrita indican ratones en los que se observé un tumor extra pulmonar en la
base de la cola.

Ejemplo 10. Vacunacion con survivina de pollo SL7207 o survivina murina que retrasa la mortalidad de forma
significativa.

Para determinar si la vacuna con Salmonella SL7207 que lleva plasmidos de expresion de survivina pudo reducir la
carga tumoral y mejorar la supervivencia, se dosificaron ratones Balb/c (n=5 por condicién de tratamiento) dos veces
mediante alimentacion por sonda por via oral tal como se describié con anterioridad, con dos semanas de diferencia,
con PBS, con Salmonella SL7207 con un plasmido de expresion de survivina murina, o Salmonella SL7207 con un
plasmido de expresiéon de survivina de pollo de tipo silvestre. Dos semanas después de la segunda vacuna, se

inyectd a los ratones por via intravenosa con 200 pl de una suspension de PBS de 5x10° de células/ml de células
singénicas CT26/KSA (las cuales también expresaban la proteina humana EpCAM, lo que no fue considerado como
relevante para el experimento). Se monitorizé la supervivencia de los ratones. Tal como se ilustra en la Figura 7,
hubo un perfil de supervivencia mayor en los ratones tratados con survivina de pollo SL7207 en comparacién con el
tratamiento con PBS o con survivina murina SL7207.

Ejemplo 11. Supervivencia prolongada de mamiferos con metastasis de cancer como resultado de la vacuna con
Salmonella que lleva vectores de expresion de survivina.

Para abordar si los mamiferos con un cancer pre-existente podrian vacunarse con Salmonella que lleva plasmidos
de expresion de survivina, se llevd a cabo el siguiente experimento. En este experimento, ratones C57B1/6 se
trataron previamente con 0.1 ml de bicarbonato de sodio al 10 % y a continuacién se vacunaron por via oral con
aproximadamente 100 millones de Salmonella SL7207 que contiene un vector para la survivina murina (n=5) o
Survivina-de-pollo(N97E, T99M, V 100L, Q101G) (n=5) en PBS (preparado tal como se ha descrito anteriormente)
en el dia 0. Ratones de control se alimentaron por sonda con bicarbonato de sodio y PBS (n=5). Diez dias después
de la vacunacion de cebado, se inyectd a los ratones por via intravenosa con 200 pl de una suspension de PBS de
5x10° de células/ml de células LLC/KSA (las cuales también expresaban la proteina humana EpCAM, lo que no fue
considerado como relevante para el experimento). Todos los ratones fueron estimulados con una segunda vacuna
por via oral administrada 4 horas después de la inyeccién del tumor utilizando la misma concentracién de Salmonella
administrada para cebar la respuesta inmune.

La supervivencia se siguié en el transcurso de un periodo de 12 semanas después del desafio tumoral. Todos los
ratones de control fallecieron dentro de los 35 dias siguientes a la administracion del tumor. Como dato importante,
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todos los ratones vacunados con uno de los constructos de survivina estaban adn vivos en el dia 35. Todos los
ratones en el grupo de tratamiento con SL7207 Survivina-de-pollo(N97E, T99M, V100L, Q101G) habian fallecido
dentro de un periodo de 10 semanas tras la inyeccién con LLC/KSA. Hubo un animal que sobrevivié en el grupo
tratado con survivina murina con SL7207 después de 3 meses. No hubo una diferencia significativa en la
supervivencia entre los dos grupos de tratamiento (p=0.243).

En la Figura 8, se muestran las curvas de supervivencia para la vacunacion contra un desafio tumoral con células
LLC/KSA.

Ejemplo 12. Uso de algoritmos predictivos para evaluar las sustituciones en las secuencias de survivina.

Pueden utilizarse algoritmos predictivos para evaluar si las variantes de survivina de la invencién comprometen
epitopos de antigenos potenciales, 0 a la inversa, si epitopos antigénicos sub-dominantes potencialmente pueden
ser mejorados. Por ejemplo, la variante huSurvivina huSur(R18E, H77A, C84A, A128P) (SEQ ID NO:84) se analiza
utilizando una base de datos, disponible publicamente, para la prediccion del sitio de corte de proteosoma, por
ejemplo NetChop (www.cbs.dtu.dk/NetChop), ademas de una para la prediccidon de epitopos para los supertipos de
HLA del complejo mayor MHC I, por ejemplo SYFPEITHI (www.syfpheithi.de). Utilizando NetChop, se observa que el
patrén de corte no se modifica de forma drastica por la introduccién de las sustituciones R18E, H77A, C84A, A128P
en la survivina humana (“S” indica los sitios de corte potenciales por encima de un umbral de 0.8), como se muestra:

E
mgaptlppawgpflkdhristfknwpfliegcactpermaecagfihcptenepdl variante de
§....8...5..858585..8..85......5....... B s R v ins v v S . .
S....5....5.858585..5..88......8.......8..... ceeev.....s fiposilvestre

A A
aqcffcfkelegwepdddpieehkkhssgcaflsvkkgfeeltlgeflkldrer vttt
JBE 886w, 2 a0 9889 5 .00 5557 oy 1R OeOS: iSSEE t e
. 88.8S.5. .. SS........ S...S....S.SS...Ss.... fiposilvestre
4
Aknkiaketnnkkkefeetakkvrraieglaamd (SEQ ID NO:8)
Po— -S-.-.. - .SS..-. -S-SS- e s eSS, .S- variantede

....8.......85.5.....88.5....5..5 tipOSilVGStre

Un epitopo antigénico identificado previamente que se une a un subtipo de HLA-A0201 se muestra en negrita y
subrayado, y NetChop predice un sitio de corte C-terminal para este epitopo.

Utilizando SYFPEITHI, la secuencia huSur(R18E, H77A, C84A, A128P) (SEQ ID NO:84) se analiza para epitopos
gue se unen a supertipos A2, A3, y B7 de HLA, que juntos cubren aproximadamente un 85% de la poblacién
humana (ver Sette et al., (1999) Immunogen. 50:201-212). En comparacién con la huSurvivina de tipo silvestre, los
epitopos mejor clasificados son idénticos para HLA-A 0201 y HLA-A 03, pero para HLA-B 0702, la secuencia de
survivina variante produce un epitopo con la mejor clasificacién, debido a un anclaje del residuo al C-terminal mas
favorable logrado mediante la sustitucién de H77A. Por tanto, el péptido EPDDDPIEEA (SEQ ID NO: 33) puede ser
un péptido antigénico mejor que el péptido EPDDDPIEEH (SEQ ID NO: 34).

Sustituciones adicionales, segun se sugiere del analisis con NetChop, tales como P47L y Q56L, pueden introducirse
en huSur(R18E, H77A, C84A, A128P), y la secuencia puede ser analizada nuevamente por SYFPEITHI como
anteriormente. La secuencia para la SurvivinaHumana(R18E, H77A, C84A, A128P) se muestra en SEQ ID NO:84.
La secuencia para SurvivinaHumana(R18E, P47L, Q56L, H77A, C84A, A128P, 1135P) se muestra in SEQ ID NO:56.
De manera especifica, la mutacion P47L refuerza la posicion de anclaje 2 en el péptido CPTENEPDL (SEQ ID NO:
2),que se cambia a CLTENEPDL (SEQ ID NO: 35).

De forma similar, la sustitucion Q56L crea el péptido ALCFFCFKEL (SEQ ID NO: 36) con un residuo de anclaje
preferente en la posicidon 2 en comparacién con AQCFFCFKEL (SEQ ID NO: 37), el cual se predice que presenta
poca capacidad de unién a HLA-A 0201. En comparaciéon con la huSurvivina de tipo silvestre, la secuencia de
survivina variante Q56L produce un péptido que se predice ser un antigeno tan fuerte como el péptido antigénico de
huSurvivina validado ELTLGEFLKL (SEQ ID NO: 38) (Andersen et al., (2001) Cancer Res. 61:869-872).
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De acuerdo a la invencién, un analisis de esas caracteristicas puede producir secuencias de survivina que
contengan péptidos altamente antigénicos a los que los CTL son menos propensos a ser tolerantes, por ejemplo,
promoviendo respuestas a epitopos sub-dominantes.

Ejemplo 13. Tratamiento de cancer en un paciente humano con una vacuna que contiene un vector para expresar
survivina no mamifera.

De acuerdo a la invencidon, un humano con céancer es tratado con una vacuna de la invencién como sigue a
continuacién. En primer lugar, los candidatos para el tratamiento se categorizan de manera opcional con un agente
diagnostico que analiza si sus células cancerigenas sobreexpresan survivina. Por ejemplo, una muestra de tumor
puede ser analizada mediante inmunofluorescencia con anticuerpos anti-survivina. De manera alternativa, una
muestra de tumor de un paciente candidato puede ser analizada mediante hibridacién de un chip genético que
detecta los niveles de ARNm de la survivina, mediante PCR con transcriptasa inversa, o mediante cualquier otro
método que detecte los niveles de ARNm de la survivina o de proteinas. Los pacientes pueden ser categorizados
como propensos a responder en base a otras pruebas diagnésticas, tales como pruebas para niveles de expresion
de MHC, niveles de moléculas de transduccion de sefial que se sabe estan implicadas en la muerte celular mediada
por linfocitos T, o en base a los niveles de moléculas cuya funcién no se comprende pero que se sabe de forma
empirica que se correlacionan con la respuesta a la inmunoterapia.

Resulta particularmente util elegir pacientes humanos que hayan sufrido la reseccion quirtrgica de la mayor parte
del tumor. Esto permite el andlisis diagndstico del tumor tal como se ha descrito anteriormente. Ademas, sin la
intencién de estar sujetos a la teoria, resulta ventajoso realizar el tratamiento después de una reseccién quirdrgica
ya que un tumor grande y abultado puede valorar, de forma sencilla, el sistema inmunolégico. Ademas, los tumores
secretan factores inmunosupresores difusibles que logran mayores concentraciones en masas grandes que en
pequefias metastasis.

Los pacientes que son elegidos para el tratamiento presentan melanoma, carcinoma de colon, cancer de mama,
cancer de prdstata, cancer de pulmon, cancer de rifién, gliobastoma, cancer de cabeza y cuello, y otros tipos de
cancer.

Después de un diagnostico y seleccion de pacientes apropiados, un paciente se trata con una cepa de Salmonella
que contiene un vector de expresiéon de survivina no mamifera (un vector para expresar survivina no mamifera en

. ) : : o . 9 13 .
una célula mamifera). Por ejemplo, un paciente puede recibir aproximadamente 10” a 107" de Salmonella LT2 viva
que lleva un plasmido con expresién de survivina de pollo conducida desde un promotor mamifero. De manera

. . 10 12 . . .
preferente, se utilizan aproximadamente 107 - 10" de bacterias, y de manera mas preferente se administra

: 11 e .
aproximadamente 2x10™" de Salmonella. La cepa de Salmonella es preferentemente auxotroéfica, y cualquiera de las
cepas mencionadas en los Ejemplos puede ser utilizada.

Dos métodos alternativos se utilizan para abordar el tema de la supervivencia de las bacterias de Salmonella en el
ambiente acidico del estomago. Mediante el primer método, un paciente ingiere en primer lugar una cantidad segura
y efectiva de bicarbonato de sodio para neutralizar el acido del estbmago. Mediante el segundo método, las
bacterias de Salmonella son formuladas como una pildora con un recubrimiento entérico que permite su paso a
través del estdbmago y la disolucion en el intestino delgado.

Los efectos secundarios pueden incluir ligera diarrea cuando se utilizan las cepas bacterianas de Salmonella
typhimurium; la Salmonella typhimurium es, de forma natural, un patégeno de ratén y no es normalmente un
patégeno en humanos. Resulta preferente realizar el tratamiento de dicha ligera diarrea sintomaticamente, pero no
tratarla con antibioticos, ya que este Ultimo tratamiento puede destruir el efecto de la vacuna.

Ejemplo 14. Tiempos de vacunacion en relacion al desafio tumoral.

Se llevé a cabo un experimento para evaluar la importancia de los tiempos de vacunacién con la survivina de pollo
en relacién con el tiempo del desafio tumoral. Se dosificaron ratones con Salmonella que contiene un plasmido que
codifica Survivina-de-pollo(N97E,T99M, V100L, Q101G) por alimentacién con sonda por via oral. La programacién
de dosificacién se muestra en la Figura 9. Como se muestra, la alimentacion con sonda por via oral se llevé a cabo
en los dias 1y 13; dias 7 y 13; dias 10 y 18; o dias 13 y 21, en relacion a un desafio por via intravenosa mediante
células LLC/KSA en el dia 10, y una evaluacion de la carga tumoral del pulmon en el dia 29. Como se muestra en la
Figura 10, la administracion con sonda por via oral con Salmonella que contiene un plasmido que codifica Survivina-
de-pollo(N97E, T99M, V100L, Q101G) resultd efectivo para reducir la carga tumoral pulmonar, independientemente
del programa de dosificacién utilizado. El efecto de la vacuna fue mas pronunciado cuando la dosis de vacuna de
cebado se administré6 mas de tres dias previos al desafio tumoral.

Los efectos de variar la programacion de dosificacion en la metastasis pulmonar también se evaluaron. La
metdastasis pulmonar se puntudé como sigue a continuacion: un ratéon con mas del 50% de cobertura de su superficie
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pulmonar fue puntuado con una puntuacion de 3; un ratén con 5-50% de su superficie pulmonar cubierta con tumor
fue puntuado con una puntuacion de 2; un ratén con menos del 5% de superficie pulmonar cubierta con tumor fue
puntuado con una puntuacion de 1; y un ratén con ninguna colonia tumoral pulmonar visible fue puntuado con una
puntuacion de 0. Tal como se muestra en la Figura 10, las programaciones de dosificacion que incluian una primera
dosis previa al desafio tumoral tendieron a reducir los valores de metastasis pulmonar en comparaciéon con
programaciones de dosificacién posteriores o con ratones que no fueron inmunizados por via oral con Survivina-de-
pollo(N97E, T99M, V100L, Q101G).

Ejemplo 15. Multiterapia con vacuna de survivina y quimioterapia.

Los efectos de combinar la vacuna contra la survivina y la quimioterapia también fueron evaluados. El protocolo de
pruebas de muestra en la Figura 11. Como se muestra en la figura, los ratones que reciben el tratamiento completo
fueron tratados con cebado de Salmonella con un plasmido que codifica survivina de pollo de tipo silvestre en el dia
1. Las células LLC/KSA fueron introducidas por via intravenosa (desafio) en el dia 4. La ciclofosfamida (CTX) fue
administrada por via intraperitoneal en el dia 11 y la indometacina fue administrada los dias 12-15. En el dia 15, se
administré a los ratones una segunda administracion con sonda por via oral (estimulaciéon) con Salmonella que lleva
el plasmido de survivina de pollo de tipo silvestre y se evalu6 la carga tumoral pulmonar en el dia 28.

Otros ratones recibieron solo porciones del tratamiento, recibiendo por ejemplo: sélo el cebado, el desafio, y la
estimulacion (PCB); el desafio, la CTX y la indometacina, pero no el cebado o la estimulacién (C(Cl)); el cebado, el
desafio, la CTX y la indometacina, pero no la estimulaciéon (PC(Cl)); o el desafio, la CTX, la indometacina, y la
estimulacion, pero no el cebado (C(CI)B).

Como se muestra en la Figura 12, los ratones que reciben sélo el cebado, desafio y estimulacion mostraron una
puntuacion de carga tumoral reducida y metastasis pulmonar reducida en comparacion al control negativo. La CTX y
la indometacina tuvieron efectos similares en los resultados de la metastasis pulmonar y mayor reduccion total de la
carga tumoral. Los resultados de cargas tumorales mas bajas y de metastasis pulmonar mas baja se observaron en
ratones que reciben al menos el cebado y la CTX y la indometacina, lo que demuestra que el tratamiento con vacuna
y la quimioterapia pueden cooperar para reducir la carga tumoral y la metastasis pulmonar.

Ejemplo 16. La vacuna basada en Salmonella con ADN que codifica la survivina no mamifera se correlaciona con la
aparicion de linfocitos T con un fenotipo de memoria activada.

Los linfocitos de sangre periférica se aislaron de ratones sujetos a los tratamientos PCB, CI, PC(CI), C(CI)B, o al
tratamiento completo (PC(CI)B) descritos en el ejemplo anterior. Las células fueron analizadas mediante citometria
de flujo para determinar si los tratamientos habian conducido a la aparicion de linfocitos T de memoria activada. La
presencia o ausencia de linfocitos T de memoria se determind mediante la monitorizacion para células con alta
expresion de CD44 y baja expresién de CD3 (CD44”"™® cD3"¥%). Como se muestra en la figura 13, los ratones
tratados con el protocolo cebado-desafio-estimulacion (PCB) mostraron linfocitos T con un perfil de expresion de
CD44"™" jndicativo de la aparicion de linfocitos T de memoria. Perfiles similares se observaron en cada uno de los
protocolos que incluyeron inmunizacion con Salmonella que lleva un plasmido que codifica survivina de pollo, pero
no en los ratones tratados s6lo con quimioterapia (y no en los controles negativos).

Ejemplo 17. Multiterapia con una inmunocitocina y una vacuna con ADN que codifica survivina no mamifera.

Para determinar si una vacuna que utiliza una survivina no mamifera puede mejorar la eficacia de un tratamiento de
tumores basado en inmunocitocinas, en el dia 1 se proporcioné un desafio a ratones con células LLC/KSA por via
subcutanea y se trataron de acuerdo a la programacion que se muestra en la Figura 14. Los ratones que reciben
administracion con sonda por via oral con Salmonella que aloja un plasmido que codifica Survivina-de-pollo(N97E,
T99M, V100L, Q101G) recibieron dosis en los dias 4, 11, 18, y 25. La inmunocitocina seleccionada para usar en este
experimento fue una fusion de la IL-2 con un anticuerpo anti-EpCAM desinmunizado, tal como se describe en la
solicitud de patente estadounidense US publication 2003-0157054. Los ratones que reciben la inmunocitocina,
recibieron 20 ug de la inmunocitocina por via intravenosa en los dias 8, 9y 10.

Los volumenes tumorales resultantes con el tiempo se muestran en la Figura 15. Cualquiera de las vacunas o
tratamientos con inmunocitocina fueron suficiente para ralentizar el crecimiento tumoral en el tiempo. A los ratones
que reciben tanto la vacuna como la inmunocitocina les fue incluso mejor, lo que demuestra reducciones adicionales
en la tasa de crecimiento tumoral en comparacion con la vacunacion sola o con el tratamiento de inmunocitocinas
solo.

Ejemplo 18. Evaluacion de la actividad biolégica de constructos de survivina de la invencion.

Algunas de las variantes de survivina de la invencion estan disefiadas para ser biol6gicamente inertes. Por tanto, las
propias proteinas no muestran actividad anti-apoptética cuando se expresan en células bajo condiciones que
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normalmente inducen la apoptosis evitable por una proteina survivina de tipo silvestre. De manera similar, las
proteinas no interfieren con la actividad de la survivina de tipo silvestre endégena para proteger las células del efecto
de los agentes que inducen la apoptosis.

La capacidad de ser biolégicamente inerte de una proteina survivina puede ser evaluada utilizando células
precursoras de linfocitos BaF3. Los linfocitos BaF3 son dependientes de la IL-3 para el crecimiento y experimentan
apoptosis después de la inhabilitacion del factor de crecimiento, lo que puede ser contrarrestado por la actividad de
la survivina (ver, por ejemplo, Ambrosini et al., (1997) Nat. Med. 3:917-921). Los linfocitos BaF3 son transfectados
con plasmidos que codifican un constructo de survivina de la invencién, una proteina survivina de tipo silvestre o un
inserto vacio, y adicionalmente una proteina marcadora tal como GFP, de manera que las células que expresan el
ADN introducido de manera exdégena pueden ser monitorizadas. Tras la recuperacion de la transfeccion, la IL-3 se
extrae del medio y los linfocitos BaF3 se monitorizan para la apoptosis mediante, por ejemplo, la evaluacion del
porcentaje (%) de viabilidad en los dias 1, 2, 3, y 4, o mediante un ensayo indicativo de apoptosis que sea familiar
para aquellos expertos en el arte, tales como mediante morfologia nuclear (condensacion y fragmentacion de ADN).
Se observd que mientras que los linfocitos BaF3 transfectados con survivina de tipo silvestre permanecen en gran
parte viables en un periodo de 4 dia, los linfocitos BaF3 transfectados con un plasmido vacio o una variante de
survivina de la invencion no permanecen viables y muestran en gran medida una morfologia nuclear indicativa de
apoptosis.

La capacidad de ser biolégicamente inerte de una proteina survivina puede ser también evaluada utilizando células
HelLa. Las células HelLa expresan survivina enddgena en niveles significativos, y se sabe que mutaciones en
concreto, tales como huSurvivina(C84A), actian como una forma dominante negativa de la survivina (DN Survivina)
e inducen la apoptosis en estas células (ver por ejemplo Li et al., (1999) Nat. Cell Biology 1:461-466). Las células
Hela son transfectadas con plasmidos que codifican una Survivina DN o un constructo de survivina de la invencion,
ademas de una proteina marcadora tal como GFP, de manera que las células que expresan el ADN introducido de
manera exdgena puedan ser monitorizadas. Después de la recuperacién de la transfeccion, las células HelLa se
cultivan durante 48 horas, fijadas, los ndcleos se tifien con DAPI, y la morfologia nuclear de las células es analizada
mediante microscopia de inmunofluorescencia. Se observa que mientras que las células Hela transfectadas con
Survivina DN habitualmente presentan sefiales de haber sufrido apoptosis, tales como nucleos condensados y
fragmentados, las células Hela transfectadas con constructos de survivina de la invencién crecen normalmente.

Ejemplo 19: Evaluacion de la estabilidad de los constructos de survivina de la invencion.

Para evaluar la estabilidad de un constructo de survivina, éste puede ser expresado de un vector que adicionalmente
expresa una proteina marcadora tal como GFP de manera que la cantidad de proteina survivina expresada pueda
medirse en relacién a un estandar. Las células de cultivo tisular, tales como las células BHK, son transfectadas de
manera transitoria y el nivel de expresion del constructo de survivina es analizado en un ensayo Western blot,
normalizado con la expresién del marcador. Si los anticuerpos anti-survivina disponibles no reconocen la proteina,
las versiones etiquetadas en C-terminal de estas variantes pueden ser utilizadas. Se observa que en comparacion
con la survivina de tipo silvestre, ciertos constructos de survivina modificada preferentes de la invencion, tal como
aquellos con mutaciones desestabilizantes multiples, son detectados en niveles mucho mas reducidos.

Ademas de evaluar los niveles del estado de estabilidad, la tasa de degradacién puede ser evaluada en el
transcurso de un experimento. Se afiade el inhibidor de la traduccién cicloheximida a las células en el tiempo 0 y las
células se incuban durante 4 horas. En los minutos 0, 2, 5, 10, 20, 60 y 240, las muestras se extraen del analisis
Western blot. Para comparar las tasas entre los constructos de survivina modificada y la survivina de tipo silvestre,
las cantidades se normalizan al punto del tiempo 0. So observa que ciertos constructos de survivina modificada
preferentes de la invencion se degradan mas rapidamente que la survivina de tipo silvestre.

Para evaluar si la degradacion se esta desarrollando mediante la via mediada por el proteosoma, las células se
incuban de manera opcional en presencia o ausencia de un inhibidor de proteosoma tal como la lactacistina (2 hrs,
100 pM), y de nuevo los niveles de survivina se analizan por Western blot. En presencia de lactacistina, se observa
gue las variantes de survivina de la invencion huSurvivina se detectan en niveles similares.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Merck Patent GmbH
<120> Composiciones y Métodos para el tratamiento de tumores que presentan antigenos de survivina
<130> LEX-037

<150> EP 06 805 883.3
<151> 2006-09-27

<160> 84

<170> Patentln versién 3.3
<210>1

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Leu Thr Leu Gly Glu Phe Leu Lys Leu
1 5

<210>2

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Cys Pro Thr Glu Asn Glu Pro Asp Leu
1 5

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Glu Pro Asp Leu Ala GIn Cys Phe Phe
1 5

<210>4
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<211>7
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

(1;1u Pro Lys Ser gys Asp Lys

<210>5

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> fragmento de la region bisagra de 1gGl con serina en el lugar de cisteina.

<400> 5
Glu Pro LYs Ser Ser Asp Lys
1 5

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> fragmento modificado de proteina survivina de mamifero

<400> 6

Leu Met Leu Gly (5;1u Phe Leu Lys Leu
1

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Gallus gallus

<400>7

Ser Thr Arg Ala .g'la Thr Phe Arg Asn
1
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1
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Glu
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Gly

Arg

Thr
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Gly

ser
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Ala

Ala Pro

Ile Ser
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Pro Glu
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Glu Pro
Trp Glu
Gly Cys
Gly Glu

100

Lys Glu

115

Thr

Thr

Arg

Asp

Pro

Ala

85

Phe

Thr

Leu

Phe

Met

Leu

ASp

70

Phe

Leu

Asn
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Pro

Lys

Ala

Ala

55

Asp

Leu

Lys

Asn

Pro

Asn

Glu

40

Gln

Asp

ser

Leu

Lys

Ala

Trp

Ala

Cys

Pro

val

120

Trp
10

Pro
Gly

Phe

Ile

Arg

Lys

GIn

Phe

Phe

Phe

Glu

75

Lys

Glu

Glu

Pro

Leu

Ile

Gln

Arg

Phe

Phe Leu Lys

Glu Gly Cys
30

His Cys Pro
45

Phe Lys Glu

His Lys LysS

Phe Glu Glu
95

Ala Lys Asn
110

Glu Glu Thr

125

Lys Lys val Arg Arg Ala Ile Glu GIn Leu Ala Ala Met Asp
130 135 140

<210>9

<211> 142

<212> PRT

<213> Canis familiaris

<400>9

35

Asp

Ala

Thr

Leu

His

80

Leu

Lys

Ala
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Met Gly Ala Pro Thr Leu Pro Pro Ala Trp GIn Pro Phe Leu Lys Asp

His Arg Ile ggr Thr Phe Lys Asn ;gp Pro Phe Leu Glu §Ay Cys Ala

Cys Thr ;Eo Asp Arg Met Ala ?Au Ala Gly phe Ile 2;5 Cys Pro Thr

Glu ?gn Glu Pro Asp Leu ?}a GIn Cys Phe Phé ggs Phe Lys Glu Leu

Glu Gly Trp Glu Pro Asp Asp Asp Pro Ile Glu Glu His LyS Lys His
65 70 75 80

ser Ser Gly Cys Ala Phe Leu Ser val Lys Lys GIn Phe Glu Glu Leu
85 90 95

Thr Leu Gly Glu Phe teu Lys Leu Asp Arg Glu Arg Ala LysS Asn Lys
100 105 110

Ile Ala Lys Glu Thr Asn Asn Lys Lys Lys Glu Phe Glu Glu Thr Ala
115 120 125

Lys Lgs val Arg Arg Ala Ile Glu GIn Leu Ala Ala Met Asp
130 135 140

<210> 10

<211> 140

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10

Tet Gly Ala Pro ?1a Leu Pro Gln Ile {Bp Gln Leu Tyr Leu Lys Asn
15

Tyr Arg Ile Ala Thr Phe Lys Asn Trp Pro Phe Leu Glu Asp Cys Ala
20 25 30

Cys Thr ggo Glu Arg Met Ala EAU Ala Gly Phe Ile His Cys Pro Thr
45
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Lys

<210> 11
<211> 142

<212> PRT

Asn

50

Gly

Pro

val

Ala

Thr
130

Glu Pro Asp
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Glu phe
100

ser

Glu Thr
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<213> Gallus gallus

<400> 11

Leu

Asp

70

Phe

Leu

Asn

ser
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Ala
55

Asp

Leu

LYS

Asn

Ile
135

Gln Cys Phe Phe Cys

60

Asn Pro Ile g;u Glu

Thr val Lys Lys GlIn
90

ASp Arg GlIn Arg
105

Leu

GIln Lys Glu Phe

GIn Leu Ala Ala
140

37

Phe

His

Met

Ala

Glu
125

Lys

Glu Leu

Arg Lys His
80

Glu

LysS
110

Glu

Glu Leu
95

ASn LyS

Thr Ala



Met

val

Cys

Pro

Glu

65

Lys

Asn

Asn

val

<210>12
<211> 142

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ala

ser

Ala

ser

50

Leu

His

Leu

val

Ala
130

Ala
Thr
iy
Glu
Glu
Ser
Thr
Ile

115

Lys

Tyr
Arg
20

Thr
Asn
Gly
Ala
val
100

Lys

Gly

Ala

Ala

Pro

Ser

Trp

Gly

85

Gln

Lys

val

Glu

Ala

Glu

Pro

Glu

70

Cys

Glu

Ala

Arg

ES 2386411 T3

Met

Thr

Arg

Asp

55

Pro

Ala

Phe

Ile

His
135

Leu

Phe

Met

40

val

ASp

Phe

Leu

Ser

120

Ala

<223> survivina-de-pollo(N97E, T99M, V100L, Q101G)

<400> 12

Pro

Arg

25

Ala

val

Asp

Ala

Ile

38

Lys Glu
10

Asn Trp
Ala Ala
Gln Cys
ASp Pro

75

Ala Leu
a0
Leu Asp

Lys Glu

Glu Asn

Trp

Pro

G1y

Phe

60

Leu

Gln

Lys

Thr

Met
140

Leu

Phe

Phe

45

Phe

Glu

Lys

Lys

As

12

Gly

val

Thr

30

val

Cys

Glu

ASp

Ar

11

Ile

Pro

Tyr

Glu

His

Leu

His

Pro

95

Thr

Glu

Leu

Gly

Cys

Lys

Lys

Asp



Met

val

Cys

Pra

Glu

65

Lys

Glu

Asn

val

<210> 13
<211> 157

<212> PRT

Ala

Ser

Ala

Ser

50

Leu

His

Leu

val

Ala
130

Ala

Thr

Glu

ser

Met

Ile

115

Lys

<213> Xenopus laevis

<400> 13

Tyr

Arg

20

Thr

Asn

Gly

Ala

Leu

100

LyS

Gly

Ala

Ala

Pro

Ser

Trp

Gly

85

Gly

Lys
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Glu

Ala

Glu
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Glu

70

Cys

Glu

Ala

Arg

ES 2386411 T3

Met

Thr

Arg

Asp

55

Pro

Ala

Phe

Ile

His
135

Leu

Phe

Met

40

val

Asp

Phe

Leu

Ser

120

Ala

Pro Lys Glu

Arg

25

Ala

val

Asp

Ala

ile

39

10

AsSn

Ala

GIn

Asp

Ala

90

Leu

Lys

Glu

Trp

Ala

Cys

Pro

75

Leu

Asp

Glu

Asn

Trp

Pro

Gly

Phe

60

Leu

GIn

Lys

Thr

Met
140

Leu

Phe

Phe

45

Phe

Glu

Lys

Lys

Asp

Gly

val

Thr

30

val

Cys

Glu

Asp

Pro

TYyr

15

Glu

His

Leu

His

Pro

95

Thr

Glu

Leu

Gly

Cys

Lys

Lys

Asp



10

ES 2386411 T3

Met Leu Ser Ile Ser Pro Ile val Ser Leu Arg Arg Cys Asp Asn Glu
1 5 10 15
Pro Ser Met Pro Asp Glu Trp Arg Leu Tyr Asn Leu Ala Thr Arg Leu
20 25 30
Arg Thr ghe Ser Asn Trp Pro :ge Thr Glu Asp Cys ﬁ;a Cys Thr Pro
5

Glu ésg Met Ala Glu Ala ?}y Phe val His Cys Eso Thr Asp Asn ser

Pro Asp val val Lys Cys Phe Phe Cys Leu Lgs Glu Leu Glu Gly Trp
65 70 7 80

GIn Pro Glu Asp ggp Pro Met Asp Glu gas Lys Lys His Ser Pro Ser
a5

Cys Leu Phe Ile Ala Leu Lys Lys Lys Ala Glu Glu Leu Thr Leu Ser
100 105 110

Glu Phe Leu Lys Leu Asp Leu Glu His Thr Lys Ile Lys Met GIn Lys
115 120 125

GIn Met Asn Leu His Ile Glu Arg Phe Gln Ala Lys Ala Asn Glu val
130 135 140

Arg Gly His Leu Glu Lys Leu Asp Ala Asp Glu Thr Gin
145 150 155

<210> 14
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14
val val His Phe Phe Lys Asn Ile val
1 5

<210> 15

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

40



10

15

20

25

Glu Pro Asp Leu gx'la Gln Cys Phe Tyr
1

<210> 16

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

gys Pro Thr Glu gsn Glu Pro Asp Tyr

<210> 17

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> sintético: cebador sentido exterior
<400> 17

gaaaaatggc ggcctatgc 19

<210> 18

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> sintético: cebador antisentido exterior
<400> 18

caccgtagac ccagaggaac c 21
<210> 19

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> sintético: cebador sentido interior que incorpora un sitio de restriccion de Xba I.

ES 2386411 T3

41
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15

20

<400> 19

<210> 20

<211> 27

<212> ADN

<220>

<400> 20

<210> 21

<211> 429

<212> ADN

<400> 21

atggcggcct
gccgcecacct
gcggcggcgg
ttctgectca
aagcactccg
caggaattct
cagaaggaaa

ggcccttag

<210> 22

<211> 36

<212> ADN

<220>

<400> 22

ctctagaatg gcggcctatg ctg 23

<213> Secuencia Atrtificial

cctcgagacc taagggcecca tgttctc 27

<213> Gallus gallus

atgctgaaat
tccgcaactg
gcttcgtgca
aggagctgga
cgggctgege
tgaagctgga
ctgatatcga

<213> Secuencia Atrtificial

ES 2386411 T3

gctgcccaag
gcccttcacc
ctgccccagc
gggctgggag
ttttgceget
taaaaagcgg

agatgtagcc

gggtgcagceg gectatgetg aaatgctgee caagga 36

gaatggctgg
gagggctgcg
gagaacagcc
cccgacgacg
cttcagaaag

accaaaaacg

aagggcgtgc

<223> sintético: molécula doble adaptadora sentido oligo

42

tctacctcgt
cctgeacgcec
ccgacgtggt
acccgctgga
atccctctaa
taattaaaaa

ggcacgcgat

<223> sintético: cebador antisentido exterior que incorpora una sitio de restriccion de Xho .

ctccaccegce
cgagcggatg
gcagtgcttc
ggaacacaaa
cctgacggtg
agcaatttct

agagaacatg

60
120
180
240
300
360
420
429



10

15

ES 2386411 T3

<210> 23

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> sintético: molécula doble adaptadora antisentido oligo
<400> 23

ttgggcagca tttcagcata ggccgcetgca ccc 33
<210> 24

<211> 1337

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia que codifica un proteina de fusiéon huFc-survivina de pollo

<400> 24

43



gagcccaaat
gcctegeect
gccccagecg
gggaccgtca
ccctgaggtc
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagec
gcccaccctce
gagaaccaca
gcctgacctg
atgggcagec
tcttcctcta
catgctccgt
cccegggtge
ccaccegege
agcggatggce
agtgcttctt

adcCacCaaaaa

cttctgacaa
ccagctcaag
ggtgctgaca
gtcttcctct
acatgcgtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaaggtggga
tgccctgaga
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
tagcaagctc
gatgcatgag
agcggcctat
cgccaccttc
g9g9cggcggge
ctgcctcaag

gcactccgeg

ES 2386411 T3

aactcacaca
gcgggacagg
cgtccacctc
tccccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtect
tctccaacaa
cccgtggggt
gtgaccgctg
ctgcccccat
ggcttctatc
tacaagacca
accgtggaca
gctctgcaca
gctgaaatgc
cgcaactggc
ttecgtgcact
gagctggagg
ggctgcgctt

tgacggtgca ggaattcttg aagctggata

caatttctca gaaggaaact gatatcgaag

agaacatggg cccttag

<210> 25

<211> 373

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> proteina de fusién huFc-survivina de pollo

<400> 25

tgcccaccgt
tgccctagag
catctcttcec
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctccca
gcgagggcca
taccaacctc
cacgggagga
ccagcgacat
cgccteccgt
agagcaggtg
accactacac
tgcccaagga
ccttcaccga
gccccagega
gctgggagcec
ttgccgctct

aaaagcggac

atgtagccaa

gcccaggtaa
tagcctgceat
tcagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgeggg
caccaggact
gcccccatcg
catggacaga
tgtccctaca
gatgaccaag
cgccgtggag
gctggactcc
gcagcagggg
gcagaagagc
atggctggtc
gggctgegec
gaacagcccc
cgacgacgac

tcagaaagat

caaaaacgta

gg99cgtocgg

gccagcccag
ccagggacag
aactcctggg
tctcccggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
ggccggctceg
gggcagcccce
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aacgtcttct
ctctcectgt
tacctcgtct
tgcacgcccg
gacgtggtgc
€cgctggagg
ccctctaafc

attaaaaaag

cacgcgatag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

1260
1320
1337



Glu

Pro

Lys

val

Asp

65

TYyr

Asp

Leu

Arg

Lys

145

Asp

Lys

Ser

Pro

Glu

Asp

Asp

50

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

130

Asn

Ile

Thr

Lys

Lys

Leu

Thr

35

val

val

ser

Leu

Ala

115

Pro

Gin

Ala

Thr

Leu
195

Ser

Leu

20

Leu

ser

Glu

Thr

Asn

100

Pro

GlIn

val

val

Pro

180

Thr

ser

Gly

Met

His

Ile

val

ser

Glu

165

Pro

val

ASp
Gly
Tle
Glu
His
70

Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
150
Trp

val

Asp

ES 2386411 T3

Lys

Pro

Ser

Asp

55

Asn

val

Glu

Lys

Thr

135

Thr

Glu

Leu

Lys

Thr

ser

Arg

40

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Asp

ser
200

His

Glu

LysS

Ser

Pro

Leu

Asn

ser

185

Arg

45

Thr

10

Phe

Pro

val

Thr

val

90

Cys

Ser

Pro

val

Gly

170

Asp

Trp

cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Lys

Ser

Lys

155

Gln

Gly

Gln

Pro

Phe

val

Phe

60

Pro

Thr

val

Ala

Arg

Gly

Pro

ser

GIn

Pro Cys Pro Ala

15

Pro Pro Lys

B
Asn
Arg
val
Ser
Lys
Glu
Phe

Glu

Phe

:
208

30

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

110

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

190

Asn

val

Tyr

Glu

His

95

LyS

Gln

Met

Pro

Asn

175

Leu

val

Pro

val

val

GIn

80

Gln

Ala

Pro

Thr

ser

160

Tyr

Tyr

Phe



ser

ser

225

Lys

Asn

Ala

GlIn

AS

30

Ala

Leu

Lys

Glu

Ccys

210

Leu

Glu

Trp

Ala

Cys

290

Pro

Leu

Asp

Glu

Asn
370

<210> 26

<211>1125

<212> ADN

Ser

Ser

Trp

Pro

Gl

27

Phe

Leu

Gln

Lys

Thr

355

Met

val

Leu

Leu

Phe

260

Phe

Phe

Glu

Lys

ASp

Gly

<213> Secuencia Artificial

<220>

Met

Ser

val

245

Thr

val

Cys

Glu

Asp

Arg

Ile

Pro

His

Pro

230

Tyr

Glu

His

Leu

His

310

Pro

Thr

Glu

ES 2386411 T3

Glu
215
Gly
Leu

Gly

cys

Lys

ser

Lys

ASp

Ala

Ala

val

Cys

Pro

280

Glu

Lys

Asn

Asn

val
360

Leu

Ala

ser

Ala

265

Ser

Leu

His

Leu

val

345

Ala

His Asn

Ala Tyr
235

Thr Arg
250

Cys Thr

Glu Asn

Glu Gly

Ser Ala

315

Thr val
330

Ile Lys

Lys Gly

His

220

Ala

Ala

Pro

ser

Trp

300

Gly

GIn

Lys

val

<223> secuencia que codifica una proteina de fusion muFc-survivina de pollo

<400> 26

46

Tyr Thr
Glu Met
Ala Thr
Glu Ar

27
Pro Asp
285 -
Glu Pro
Cys Ala

Glu Phe

Ala Tle
350

368

Gln

Leu

Phe
255

Met

val

Asp

Phe

Leu

335

ser

Ala

LYysS

Pro

240

Arg

Ala

val

Asp

Ala

320

Lys

Gln

Ile



ES 2386411 T3

gagcccagag ggcccacaat caagccctgt cctccatgca aatgcccagc acctaacctc
ttgggtggac catccgtctt catcttccct ccaaagatca aggatgtact catgatctec
ctgagcccca tagtcacatg tgtggtggtg gatgtgagcg aggatgaccc agatgtccag
atcagctggt ttgtgaacaa cgtggaagta cacacagctc agacacaaac ccatagagag
gattacaaca gtactctccg ggtggtcagt gccctcccca tccagcacca ggactggatg
agtggcaagg agttcaaatg caaggtcaac aacaaagacc tcccagcgcc catcgagaga
accatctcaa aacccaaagg gtcagtaaga gctccacagg tatatgtctt gcctccacca
gaagaagaga tgactaagaa acaggtcact ctgacctgca tggtcacaga cttcatgcct 480
gaagacattt acgtggagtg gaccaacaac gggaaaacag agctaaacta cgagaacaét 540
gaaccagtcc tggactctga tggttcttac ttcatgtaca gcaagctgag agtggaaaag 600
aagaactggg tggaaagaaa tagctactcc tgttcagtgg tccacgaggg tctgcacaat 660
caccacacga ctaagagctt ctcccggacc ccgggtgcag cggcctatgc tgaaatgctg 720
Cccaaggaat ggctggtcta cctcgtctcc acccgcgecg ccaccttccg caactggcecce 780
ttcaccgagg gctgcgcectg cacgcccgag cggatggcgg €ggcgggctt cgtgcactge 840
cccagcgaga acagccccga cgtggtgcag tgcttcttct gcctcaagga gcetggaggge 200
tgggagcccg acgacgaccce gctggaggaa cacaaaaagc actccgcggg ctgcgetttt 960
gccgetctte agaaagatcc ctctaacctg acggtgcagg aattcttgaa gctggataaa 1020
aagcggacca aaaacgtaat taaaaaagca atttctcaga aggaaactga tatcgaagat 1080
gtagccaagg gcgtgcggca cgcgatagag aacatgggec cttag 1125
<210> 27
<211> 374
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> proteina de fusién muFc-survivina de pollo

<400> 27

47

60
120
180
240
300
360
420



Glu

Ala

Ile

val

val

65

Asp

Gln

Asp

val

Pro

Pro

Lys

val

50

Asn

TYr

Asp

Leu

Arg

Arg

Asn

Asp

35

Asp

Asn

Asn

Trp

Pro

115

Ala

Gly
Leu
20

val
val
val
Ser
Met
100

Ala

Pro

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

85

ser

Pro

GIn

Thr

Gly

Met

Glu

val

70

Leu

Gly

Ile

val

ES 2386411 T3

Ile

Gly

Ile

Asp

55

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Lys

Pro

Ser

30

Asp

Thr

val

Glu

48

Pro
Ser
25

Leu
Pro
Ala
val
Phe
105

Thr

Leu

Cys
10

val
Ser
Asp
Gln
Ser
90

Lys

Ile

Pro

Pro

Phe

Pro

val

Thr

75

Ala

Cys

ser

Pro

Pro

Ile

Ile

GlIn

60

GIn

Leu

Lys

LyS

Pro

Cys

Phe

val

45

Ile

Thr

Pro

val

Pro

125

Glu

Lys

Pro

30

Thr

ser

His

Ile

Asn

110

LYS

Glu

Cys
15

Pro
Cys
Trp
Arg
Gln
95

AsSn

Gly

Glu

Pro

Lys

val

Phe

Glu

80

His

Lys

ser

Met



ES 2386411 T3

130 135 ' 140

Thr Lys Lys GIn val Thr Leu Thr Cys Met val Thr Asp Phe Met Pro
145 150 155 160

Glu Asp Ile Tyr val Glu Trp Thr Asn Asn Gly Lys Thr Glu Leu Asn
165 170 175

Tyr Lys Asn Thr Glu Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Met
180 185 190

Tyr Ser Lys Leu Arg val Glu Lys Lys Asn Trp val Glu Arg Asn Ser
195 200 205

Tyr Ser Cys Ser val val His Glu Gly Leu His Asn His His Thr Thr
210 215 220

Lgs ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly Ala Ala Ala Tyr Ala Glu Met Leu
225 230 235 240

Pro Lys Glu Trp Leu val Tyr Leu val Ser Thr Arg Ala Ala Thr Phe
245 250 255

Arg Asn Trp Pro Phe Thr Glu Gly Cys Ala Cys Thr Pro Glu Arg Met
260 265 270

Ala Ala Ala Gly Phe val His Cys Pro Ser Glu Asn Ser Pro Asp val
275 280 285

val GIn Cys Phe Phe Cys Leu Lys Glu Leu Glu Gly Trp Glu Pro Asp
290 295 300

Asp Asp Pro Leu Glu Glu His Lys Lys His Ser Ala Gly Cys Ala Phe
305 310 315 320

Ala Ala Leu Gln Lgs Asp Pro Ser Asn Leu Thr val GIn Glu Phe Leu
325 330 335

Lys Leu Asp Lys Lys Arg Thr Lys Asn val Ile Lys Lys Ala Ile Ser
340 345 350

Thr Asp Ile Glu Asp val Ala Lys Gly val Arg His Ala

GIn Lys Glu
355 360 365

Ile Glu Asn Met Gly Pro
370

49
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<210> 28

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> sintético: cebador sentido mutagénico Mutls
<400> 28

cctctgaact gatgttgggg gagttcttga agctggat 38
<210> 29

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> sintético: cebador antisentido mutagénico Mutla
<400> 29

aactccccca acatcagttc agagggatct ttctg 35

<210> 30

<211>41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> sintético: cebador flanqueador Prls

<400> 30

ccgeggecgce ceecttcace atggeggect atgctgaaat g 41
<210> 31

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> sintético: cebador flanqueador Prla

<400> 31

50
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15

20

25
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agatctggat ccctaagggc ccatgttctc tatc 34
<210> 32

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> péptido derivado de survivina de pollo

<400> 32

Gly Cys Ala Phe Ala Ala Leu Gln Lys Asp Pro Ser Glu Leu Met Leu
1

5 10 15

Gly Glu Phe Leu Lys Leu Asp Arg Glu Arg Ala Lys Asn val
20 25 30

<210> 33

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> fragmento de proteina de survivina Humana modificada

<400> 33
Glu Pro Asp Asp Asp Pro Ile Glu Glu Ala
1 5 10
<210> 34
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34
Glu Pro Asp Asp Asp Pro Ile Glu Glu His
1 5 10
<210> 35
<211>9
<212> PRT

51
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20

25
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<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> fragmento de proteina de survivina Humana modificada

<400> 35
Cys Leu Thr Glu Asn Glu Pro Asp Leu
1 5

<210> 36

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> fragmento de proteina de survivina Humana modificada

<400> 36
Ala Leu Cys Phe Phe Cys Phe Lys Glu Leu
1 5 10
<210> 37
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37
Ala Gln Cys Phe Phe Cys Phe Lys Glu Leu
1 5 10
<210> 38
<211>10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Glu Leu Thr Leu Gly Glu Phe Leu Lys Leu
1 5 10

52
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<210> 39

<211> 142

<212> PRT

<213> Sus scrofa

<400> 39

Met Ser Ala

1

His

Cys

Glu

Glu

65

Ser

Thr

Ile

Lys

<210> 40

<211>14

Arg

Thr

Asn

50

Gly

Ser

Leu

Ala

Lys
130

2

<212> PRT

Ile

Pro

Glu

Trp

Gly

Ser

<213> Bos taurus

<400> 40

Pro

ser

20

Glu

Pro

Glu

Cys

Glu

100

Glu

Arg

ser

Thr

Arg

ASp

Pro

Ala

85

Phe

Thr

Cys

Leu

Phe

Met

Leu

Asp

70

Phe

Leu

Asn

Ala

ES 2386411 T3

Pro

LysS

Ala

Ala

53

Asp

Leu

Lys

Asn

Ile
135

Pro

Asn

Ala

40

Gln

ASp

ser

Leu

Lys

120

Glu

Ala

Trp

25

Ala

Cys

Pro

val

GlIn

53

Trp

10

Pro

Gly

Phe

Ile

Lys

Leu

GIn

Phe

Phe

Phe

Glu

75

Lys

Glu

Glu

Ala

Leu

Leu

Ile

Cys

60

Glu

GIn

Arg

Phe

Ala
140

Tyr

Glu

His

45

Phe

His

Phe

Ala

Glu

ser

Leu

Gly

30

Cys

Lys

Lys

Glu

Glu

LyS
i

Cys
Pro
Glu
Lys
Glu
95

Asn

Thr

ASp

Ala

Thr

Leu

His

80

Leu

Lys

Ala



Met Ser
His Arg
Cys Thr
Glu Asn

50

Glu G1
65 4

ser ser
Thr Leu
I1e Ala
LyS Lgs
130

<210> 41

<211> 142

<212> PRT

Ala
Ile
Pro
35

Glu

Trp

Gly

Ser

<213> Felis catus

<400> 41

Pro

ser

20

Glu

Pro

Glu

Cys
Glu
100

Glu

Arg

ser

Thr

Arg

ASp

Pro

Ala

Phe

Thr

cys

Leu

Phe

Met

Leu

Asp
70

Phe

Leu

Asn

Ala

ES 2386411 T3

Pro
Lys
Ala
Ala

55

Asp

Lgu

Lys

Asn

Ile
135

Pro

Asn

Glu

40

GIn

Asp

ser

Leu

LyS

Glu

Ala

Trp

25

Ala

Cys

Pro

val

105

Gln

Gln

54

Trp GIn Leu Tyr

10

Pro Phe Leu Glu

Gly Phe Ile His
45

Phe Leu Cys Phe
60

Ile Glu Glu His
75

Lys Lys GIn Phe
90

Lys Glu Arg Ala

Lys Glu Phe Glu
125

Leu val Ala Met
140

Leu Lys Asp
15

Gly Cys Ala
30

Cys Pro Thr
Lys Glu Leu

Lys Lys His
80

Glu Glu Leu
95

Lys Asn Lys
110

Glu Thr Ala

Asp



Met Gly
His Arg
Cys Thr
Glu Asn

50

Glu Gly
65
Ser Ser

Thr Leu

Ile Ala
Lys Ar
130
<210> 42

<211> 142

<212> PRT

Ala

Ile

Pro

35

Glu

Trp

Gly

ser

Lys

115

val

Ser

Ser

20

Glu

Pro

Glu

Cys

Glu

100

Glu

Arg

<213> Rattus norvegicus

<400> 42

Ser

Thr

Arg

Asp

Pro

Ala

85

Phe

Thr

Cys

Leu

Phe

Met

Leu

"ASp

70

Phe

Leu

Asn

Ala

ES 2386411 T3

Pro

Lys

Ala

Ala

55

ASp

Leu

LyS

His

Ile
135

Pro

Asn

Glu

40

Gln

Asp

Ser

Leu

Ala

Trp

25

Ala

cys

Pro

val

AS

10

GIn

Gln

55

Trp
10

Pro
Gly

Phe

Ile

LYysS

Lys

Leu

GIn

Phe

Phe

pPhe

Glu

75

Lys

Glu

Glu

Ala

Leu

Leu

Ile

cys

Glu

Gln

Arg

Phe

Ala
140

Tyr

Glu

His

45

Phe

His

Phe

Ala

Glu

125

Leu

Leu

Gly

30

Ccys

Lys

LYyS

Glu

Glu

Lys

Cys

Pro

Glu

Lys

Glu

95

Asn

Thr

Asp

Ala

Thr

Leu

His

80

Leu

Lys

Ala



Met

His

cys

Glu

Glu

65

Ser

Thr

Ile

Arg

<210> 43

Gly

Arg

Thr

Asn

50

Gly

Pro

val

Ala

Thr
130

<211> 142

<212> PRT

Ala

Ile

Pro

35

Glu

Trp

Gly

Ser

Thr

TYyr

20

Glu

Pro

Glu

Cys

Glu

100

Glu

Arg

<213> Pongo pygmaeus

<400> 43

Ala

Thr

Arg

Asp

Pro

Ala

85

Phe

Thr

Glin

Leu

Phe

Met

Leu

Asp

70

Phe

Leu

AsSn

Ser

ES 2386411 T3

Pro

Lys

Ala

Ala

35

Asp

Leu

Lys

Asn

Ile

Pro

Asn

Glu

40

GlIn

Asn

Thr

Leu

Ile

Trp

25

Ala

Cys

Pro

val

Gln

56

Trp
10

Pro
Gly

Phe

Ile

Lys

Lys

Leu

GIn

Phe

Phe

Phe

Glu

75

Lys

Gln

Glu

Ala

Met
Leu
Ile
Cys
60

Glu
Gln
Arg

Phe

Ala
140

Tyr

Glu

His

45

Phe

His

val

Ala

Glu

125

Leu

Leu

Asp

30

Cys

Lys

Arg

Glu

Arg

Cys

Pro

Glu

Lys

Glu

95

Asn

Thr

Asp

ser

Thr

Leu

His

80

Leu

Lys

Arg



Met Gly

1

His Arg

Cys Thr

Glu Asn
50

Glu Gly

65

Ser Ser

Thr Leu

Ile Ala Lys Glu Thr Asn Asn Lys Lys Lys Glu Phe
115 120

Ala Pro
Ile Ser

20
Pro Glu
35
Glu Pro
Trp Glu

Gly Cys

Gly Glu

100

Thr

Thr

Arg

Asp

Pro

ala

85

Phe

Leu

Phe

Met

Leu

Asp

70

Phe

Leu

ES 2386411 T3

Pro

Lys

Ala

Ala

55

Asp

Leu

Lys

Pro Ala
Asn Trp

25
Glu Ala

40

GIn Cys

Asp Pro

ser val

Leu Asp

105

Trp
10

Pro
Gly

Phe

Ile

Gln Pro Phe Leu

Phe Leu Glu Gly

30

Phe Ile His Cys

45

Phe Cys Phe Lys

Glu Glu His Lys

75

Lys GIn Phe Glu

Glu Arg Ala Lys

125

110

Lys Lys val Arg Arg Ala Igg Glu GIn Leu Ala Ala Met Asp
1

130

<210> 44
<211>135

<212> PRT

<213> Gallus gallus

<400> 44

57

140

Ccys

Pro

Glu

Lys

Glu

95

Asn

Asp

Ala

Thr

Leu

His

80

Leu

LYyS

Glu Glu Thr Ala:



Met

val

Cys

Pro

Glu

65

Lys

Asn

Asn

Ala

<210>45
<211>59

<212> PRT

Ala

ser

Ala

Ser

50

Leu

His

Leu

val

Leu
130

Ala Tyr

Thr Arg
20

Cys Thr

Glu Asn

Glu Gly

ser Ala

Thr val

100

Ile val
115

Leu Pro

<213> Gallus gallus

<400> 45

Ala

Ala

Pro

Ser

Trp

Gly

85

Gln

Arg

Ala

Glu

Ala

Glu

Pro

Glu

70

Cys

Glu

Thr

Leu

ES 2386411 T3

Met

Thr

Arg

Asp

55

Pro

Ala

Phe

Pro

Ala

Leu

Phe

Met

40

val

Asp

Phe

Leu

Ar
12

Pro

Arg

25

Ala

val

Asp

Ala

Lys

105

Gln

58

Lys Glu

Asn Trp

Ala Ala

GIn Cys

Asp Pro

75

Ala Leu
90

Leu Asp

Arg Gly

Trp

Pro

Gly

Phe

60

Leu

GIn

Lys

Gly

Leu

Phe

Phe

45

Phe

Glu

LysS

Lys

Ala
125

val

Thr

30

val

Cys

Glu

ASp

Arg

110

Pro

Tyr
15

Glu
His
Leu
His
Pro
95

Thr

Cys

Leu
Gly
Cys
Lys
Lys
80

Ser
LysS

Pro



ES 2386411 T3

Met Ala Ala Tyr Ala Glu Met Leu Pro Lys Glu Trp Leu val Tyr Leu
1 5 10 15

val Ser Tthr Arg Ala Ala Thr Phe g;g Asn Trp Pro Phe ;gr Glu Gly
20

Cys Ala gys Thr Pro Glu Arg G&y Gly Thr GIn Lys i}a Leu Arg Gly
5 4

Leu gag Phe Cys Arg Ser ggr Glu Arg Ser Leu

<210> 46

<211> 160

<212> PRT

<213> Xenopus laevis

<400> 46

59



Met

Asp

Asp

Lys

Asp

Ser

Leu

val

Leu
145

Tyr

Phe

Trp

Ala

50

Cys

Pro

Leu

Glu

Leu

130

Glu

<210> 47

<211> 156

<212> PRT

<213> Xenopus laevis

<400> 47

1

Ser

Lys

Pro

35

Gly

Phe

Trp

Thr

Tyr

Ala

Asn

20

Phe

Phe

Phe

Thr

LysS

100

Asp

Tyr

Phe

Lys
5
Met
Thr
val
Cys
Glu
85
Cys
Arg

val

Ser

Asn

Tyr

Glu

His

Leu

70

His

val

Ile

Glu

Asn
150

ES 2386411 T3

Arg

Asp

Asn

Cys

Lys

Ser

Asn

LysS

Phe

Tyr

Glu

Lys

Asp

ser

120

Glu

His

val

Asp

25

Lys

Thr

Leu

Arg

Leu

105

Phe

Met

Gln

GIn

10

Ala

Cys

Glu

Glu

ser

90

Thr

Tyr

Thr

cys

Ala

Arg

Thr

Asn

Gly

75

Ala

Met

Arg

Ala

Ser
155

10

val

Leu

Pro

Glu

60

Trp

Asn

Glu

Lys

Ala

140

Ile

GIn

Ala

Glu

45

Pro

Glu

cys

Gly

Phe

125

Thr

Asp

Arg

Thr

30

Ser

Asp

Pro

Gly

Phe

110

ser

Lys

Leu

Leu

15

Phe

Met

val

Asp

Phe

95

Leu

Thr

Arg

Asp

Met Ser Ser Cys Ser Ile val Ser Leu Leu Pro Gly Asp Lys
5

Gln
Ala
Ala
Ala
i
Leu
Arg
val

Leu

His
160

Glu Pro
15

ser Met Pro Asp Glu Trp Arg Leu Tyr Lys Leu Ala Thr Arg Leu Arg

60



Thr

Arg

Asp

65

Pro

Leu

Phe

Met

Gly

145

<210> 48

<211> 142

Phe

Met

50

val

Glu

Phe

Leu

AsSn

130

His

<212> PRT

ser

35

Ala

val

ASp

Ile

Lys

Leu

Leu

<213> Danio rerio

<400> 48

20

Asn

Glu

Lys

Asp

Ala

100

Leu

Arg

Glu

Trp

Ala

cys

Pro

85

Leu

ASp

Ile

GIn

Pro

Gly

Phe

70

Met

Lys

Leu

Glu

Leu
150

ES 2386411 T3

Phe

Phe

55

Phe

Asp

Lys

Glu

Cys

Asp

Thr
40

val

Cys

Glu

Lys

Arg

120

Phe

25

Glu

His

Leu

His

Ala

105

Thr

GlIn

Asp

61

Asp

cys

Lys

Lys

Ala

Glu

cys

Pro

Glu

75

Lys

Glu

Ile

Lys

Thr
155

Ala

ser

60

Leu

His

Leu

Lys

Ala

140

GIn

Cys
45

ASp

Glu

Ser

Met
125

AsSn

30

Thr
Asn
Gly
Pro
Leu
110

Gln

Glu

Pro

ser

Trp

Ser

95

Ser

Lys

val

Glu

Pro

GlIn

80

Cys

Glu

GIn

Arg
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Tet Asp Leu Ala ger Asp Asp Gln Thr Lgs Met Tyr Phe Tyr g;u Asn
1

Arg Leu GIn ;gr Phe val Gly Trp ;Eo Phe Glu Glu Gly ggs val Cys

Thr Pro g1u Asn Met Ala Lys QAa Gly phe Ile His Igr Pro Ser Glu
5

Asn ggr Pro Asp Ile Ala ggn Cys Phe Phe Cys Egu Lys Glu Leu Glu

Gly Trp Glu Pro Glu Asp Asp Pro Glu Lys Glu His Lys Ala His Ser
65 70 75 80

Pro Ser Cys Asp Phe Ile Leu Leu Lys bgs Thr val Asp Ser bgu Thr
85

val Glu Glu Phe Leu Lys Leu Gln Lys Glu Arg GIn Lys Phe Ile Ile
100 105 110

Lys Lys Ser Cys Gly His Ala Ile Asp Lys Phe Glu Asp Ala val Lys
Y 115 120 Py 12? Y

Leu Lys Arg Asn GIn Ile Ile GIn Thr Ala Met Gly Glu Glu
130 135 140
<210> 49
<211>128
<212> PRT
<213> Danio rerio

<400> 49

62
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Met Tyr Ser Tyr Glu Lys Arg Leu GlIn Thr Phe Ser Glu Trp Pro Phe

Arg Glu Asp ggs Gln Cys Thr Pro g}u Leu Met Ala Lys gga Gly phe

val His Cys Pro Ser Glu Asn Glu Pro Asp val Ala Cys Cys Phe Tyr

Cys %gu Arg Glu Leu Glu g;y Trp Glu Pro Asp ggp Asn Pro Trp Ser

Glu His Ala Lys Arg Ser Pro Asn Cys Ala Phe Leu His Met Ser Lys
65 70 75 80

Thr phe Asp Glu Leu Thr Ala ITe Glu Tyr Phe His Leu Glu GIn Glu
85 90 95

Arg Leu Arg Ile Tyr Ile Lys Lys Met Gly His Arg Lys Ile Ala Tyr
100 105 110

Phe Arg Asp Glu val Glu Ala Thr Ser Lys Asn Leu Arg Ala Leu Ile
115 120 12

<210>50

<211> 110

<212> PRT

<213> Tetraodon nigroviridis

<400> 50

Met Asn Pro Tyr Asn Asp GIn His Leu Lys Met Tyr Phe Tyr Glu Asn
1 5 10 15

Arg Leu Lys ;Br Phe Glu Gly Trp ;Eo Phe Glu Glu Asp ggs Leu Cys

Thr Pro Glu Asn Met Ala Lys iéa Gly Phe val His I?r Pro Ser Glu
35

63



Asn Ser Pro Asp
50

Gly Trp Glu Pro

65

Pro Ser Cys His

Thr

ASp Asp Glu Pro Lys
70

Phe
85

val Glu Glu Phe val
100

<210>51

<211> 116

<212> PRT

<213> Tetraodon nigroviridis

<400> 51

Met Ala Ser
1
Met Tyr Arg

Arg Glu Asp
35

val His Cys
50

Cys Leu Ile
65

Glu His val
Asp Phe Thr

Arg Leu Lys

<210> 52

<211> 140

Ile

Gln

20

Cys

Pro

Glu

LysS

Glu

100

val

Asp
5

Glu
Asn
ser
Leu
Arg

85

Leu

Ala Met Cys Phe
55

ITe Ala Leu Lys

Lys Leu GIn Met Glu Arg GlIn Lys Phe
105 110

ES 2386411 T3

val Leu Lys Glu

Leu

Cys

Glu

Glu
70

Tyr

Thr

Arg Glu

Thr Pro
40

Asn Glu
55
Gly Trp

Pro Asn

val Gly

Arg

25

Glu

Pro

Glu

Cys

Glu
105

64

Phe Cys ggu Lys Glu Leu Glu

Lys Glu His Lys Ser His Ser
75 80

Lys Lys val Glu Glu Leu Ser
90 95

ﬁgg Phe
Thr Phe
Lys Met
Asp val
Pro ;gp
SAy Phe

Tyr Phe

ser

val

Ala

Ala

60

Asp

Leu

Leu

Ser

Asp

Lys

45

Cys

Asp

Thr

Met

Tyr

Trp

30

Ala

Cys

Pro

Met

Glu
110

ASp
15

Pro
Gly

Phe

Trp

Arg

Phe

Phe

Phe

Ser

80

Lys

Glu



<212> PRT
<213> Ictalurus punctatus

<400> 52

Met Glu Leu Met gsn
1

Leu Ala Ser Tyr Ser
20

ser Asp ggn Met Ala

ser Pro Asp val Ala
50

Trp Glu Pro Glu Asp
65

Thr Cys Asn Phe Ile
85

Glu Glu Ile Leu Lys
100

Met Ala Cys Arg GlIn
115
Arg Arg Gly Asp Ile
13

<210> 53

<211>72

<212> PRT

<213> Drosophila melanogaster

<400> 53

Glu

ES 2386411 T3

Asp

Leu

Lys

Gly Trp Pro Phe

Lys

Gln

ASp

70

Leu

Leu

val

Ile

Ala
Cys
Pro
Leu
Glin

Ile

133

Gly
40

Phe
Leu
Lys
Lys
Glu
120

Leu

25

Phe
Phe
Lys
Lys
Glu
105

Lys

Ala

65

Met
10

Asp

Ile

Cys

Glu

Pro

90

Arg

Phe

Met

Tyr

Glu

His

Phe

His

75

val

GIn

Glu

Glu

Phe

ASp

Lys

Lys

60

Lys

Glu

Lys

Glu

Gly
140

Tyr

Cys

Pro

45

Glu

Ser

Glu

Phe

Ala
125

Glu

Ala
30

Thr

Leu

His

Leu

His

110

Ala

Asn
15

Cys

Glu

Glu

Ser

Thr

95

Ile

LyS

Arg

Thr

Asn

Gly

Pro

80

val

Lys

Ser
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§1n His Arg val §1u ser Tyr Lys Ser Tgp Pro Phe Pro Glu I?r Ala
1

Ser Cys Ser gge Ser Lys Met Ala g}u Ala Gly Phe Tyr ;Ep Thr Gly

Thr Lys ggg Glu Asn Asp Thr ﬁsa Thr Cys Phe val ggs Gly Lys Thr

Leu égp Gly Trp Glu Pro g;u Asp Asp Pro Trp E%s Glu His val Lys

His Ala Pro GIn Cys Glu Phe Ala
65 70

<210> 54
<211> 68
<212> PRT
5 <213> Caenorhabditis elegans

<400> 54

?sp Arg Leu Met ;hr Phe Lys Asn Phe Glu Tyr Asp Arg Asp ;;o Asp
10

Ala Lys Cys Thr ser Gln Ala val Ala GIn Ala Gly Phe Tyr Cys Thr
20 25 30
Gly Pro GIn Ser Gly Lys Cys Ala Phe Cys Asn Lys Glu Leu Asp Phe
35 40 45
Asp Pro Glu Asp Asp Pro Trp Tyr Glu His Thr Lys Arg Asp Glu Pro
50 55 60

Cys Glu Phe val
65

<210> 55
<211> 157

10 <212> PRT

66



10

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Survivina de Xenopus laevis SIX (T110M, S112G)

<400> 55

Met Leu
1

Pro Ser
Arg Thr

Glu Arg
50

Pro Asp
65

Gln Pro
Cys Leu
Glu Phe

GIn Met
130

Arg Gly
143
<210> 56

<211> 142

<212> PRT

ser

Met

Phe

35

Met

val

Glu

Phe

Leu

115

Asn

His

Ile

Pro

20

ser

Ala

val

ASp

Ile

100

Lys

Leu

Leu

<213> Secuencia Artificial

<220>

ser

Asp

Asn

Glu

LYys

Asp

85

Ala

Leu

His

Glu

Pro

_Glu

Trp

Ala

Leu

Asp

Ile

Lys

ES 2386411 T3

Ile

Trp

Pro

Gly

55

Phe

Met

Lys

Leu

Glu

135

Leu

val

Arg

Phe

40

Phe

Phe

Asp

Lys

Glu

120

Arg

Asp

ser
Leu
25

Thr
val
Cys
Glu
Lys
105
His
Phe

Ala

Leu

10

Tyr

Glu

His

Leu

His

90

Ala

Thr

Gln

Asp

Arg Arg Cys

Asn
Asp
Cys
¥
Lys
Glu
Lys
Ala

Glu

<223> Survivina-Humana(R18E, P47L, Q56L, H77A, C84A, A128P, 1135P)

<400> 56

67

Leu
cys
Pro
60

Glu
Lys
Glu
Ile
Lys
140

Thr

Ala

Ala

45

Thr

Leu

His

Leu

Gln

Asp

Thr

30

cys

Asp

Glu

ser

Met

110

Met

Asn

Asn

15

Arg

Thr

Asn

Gly

Pro

95

Leu

Gln

Glu

Glu

Leu

Pro

Ser

Trp

80

ser

Gly

LyS

val



Met Gly

Glu

His

Cys Thr

Ala

Ile

Pro

Pro Thr
5

Ser Thr
20

Glu Arg

35

Glu Asn

50

Glu

Gly
65

Ser Ser

Glu

Trp

Pro Asp

Glu Pro

Ala Ala

Gly
85

Glu Phe
100

Thr Leu Gly

Ile Ala Lys Glu Thr

115

Lys val Arg Arg

LYysS
130
<210> 57
<211> 429
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 57

atgggtgccc
acattcaaga
gcrggcttca
ttcaaggagc
tcgtcecggtt
tttttgaaac
aagaaagaat

atggattga

<210> 58

cgacgttgcc
actggccctt
tccactgecc
tggaaggctg
gcgetttect
tggacagaga
ttgaggaaac

ES 2386411 T3

Leu Pro

Phe Lys

Met Ala

Pro

Asn

Glu

Ala Trp

10

Trp Pro

25

Ala Gly

40

Ala
55

Leu

Asp
70

Asp

Phe Leu

Leu Lys

AsSn Asn

Ala Pro

135

ccctgectgg
cttggagggc
cactgagaac
ggagccagat
ttctgtcaag
aagagccaag

tgcggagaaa

Leu

Asp

ser

Leu

Cys Phe

Pro Ile

val

Arg

Lys Lys

Gln Leu

cagccctttce
tgcgcctgea
gagccagact
gacgacccca
aagcagtttg
aacaaaattg

gtgcgeegtg

68

GIn Pro

Leu

Phe

Phe Ile

Phe

Glu

His

Leu

Gly

Cys
30 Y

Cys Leu

45

Phe

Glu
75

Lys Gln

Glu Arg

Glu Phe

Phe

Ala

Phe

Ala

Glu

LYs Glu

Lys Lys

Glu
95

Glu

LYS Asn

110

Glu Thr

125

Ala
140

Ala

tcaaggacca
ccceggageg
tggcccagtg
tagaggaaca
aagaattaac
caaaggaaac

ccatcgagca

Met

Asp

ccgcatctct
gatggccgag
tttcttctge
taaaaagcat
ccttggtgaa
caacaataag

gctggetgec

Asp

Ala

Thr

Leu

His
80

Leu

Lys

Pro

60
120
180
240
300
360
420
429
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15

<211> 474

<212> ADN

<400> 58

atgttgagta
gacgaatggc
actgaagact
actgacaaca
cagcctgagg
gcattgaaaa
catacgaaaa

gcaaatgagg

<210> 59

<211> 483

<212> ADN

<400> 59

atgtactctg
atgtatgatt
aagtgcaccc
cccgatgttg
gacccttgga
tgtgtcaatg
ttctatcgca
acaaagcgcec

tga

<210> 60

<211> 429

<212> ADN

<213> Danio rerio

<400> 60

<213> Xenopus laevis

tttctccgat
gcctgtataa
gcgettgtac
gtccagatgt
atgaccctat
agaaagcaga
tcaagatgca

tgcggggtca

<213> Xenopus laevis

ccaagaacag
atgacgcccg
cagaaagtat
cttgctgttt
ctgaacattc
acctcacaat
agttttctac
tgctggaata

ES 2386411 T3

tgtttctcta
cttggctacg
cccagagcgg
ggttaagtgt
ggatgaacac
ggaactgaca
aaagcagatg

cttggagaaa

cgtcgetgtg
cgcctcagga
atggcagagg
ttcttctgtc
aagaaacatt
ctaagcgagt
aacctgcaca

cttgatgctg

ataatgagcc
ccttctctaa
ctggatttgt
tcaaagaact
caccaagctg
tcctgaaact
ttgaaaggtt

dacgaaacaca

gtttgtgcaa gcagtgcaac gcctgcagga

ccttgcaaca ttcgcagact
ggctaaagct ggctttgttc
tttctgcttg aaggagctgg
caagcgttct gccaactgtg
ggaggggttt ctgcggctgg
tgtcgttctc cagtacgtcg

cttctccaac caacaccatt

69

ggccctttac
actgccccac
agggctggga
gtttcctctc
aaggtgatcg
aggaagaaat

gctccataga

gtctatgccc
ctggcectrtt
tcactgcccc
agaaggttgg
cttattcatc

ggacttggag
ccaggcaaaa

gtga

ttttaagaat
tgaaaactgc
tgagaatgaa
gccagatgat
cctgacaaag
gatcaagagt
gactgcagct

tcttgaccac

60
120
180
240
300
360
420
474

60
120
180
240
300
360
420
480
483
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atggatcttg caagtgatga tcagaccaaa atgtactttt acgagaatag acttcaaaca 60
ttcgtcggtt ggccgtttga agagggctgce gtttgcactc cagaaaacat ggctaaagct 120
ggatttattc acaccccgtc ggagaacagt ccagatatag cgcagtgttt cttctgtctg 180
aaagagctgg aaggatggga accggaggat gaccctgaga aagagcataa agcgcattct 240
cccagctgtg attttatctt gctgaagaag acagtggaca gtctgactgt ggaggaattt 300
ctaaaacttc agaaagagag acagaagttt attattaaaa aatcatgtgg ccacgcgatt 360
gataaatttg aagacgcagt gaagctcaag agaaaccaga tcatccagac tgcgatggga 420
gaggaatga 429

<210> 61

<211> 423

<212> ADN

<213> Ictalurus punctatus

<400> 61
atggagctta tgaacgaaga tttaaaaatg tacttttacg agaacagatt agcttcttat 60
tcagggtggc cgtttgatga ggactgcgcc tgcacgtcgg ataatatggc caaagctggt 120
ttcatccaca aacccactga aaacagtccg gatgtggccc agtgecttctt ctgctttaaa 180
gagctggagg gttgggagcc tgaggatgat cctctcaagg aacacaagtc tcactctcca 240
acttgcaatt tcattctgct gaaaaagcca gtggaggagc tcacagtgga ggagattctg 300
aagctgcaga aagagaggca aaagttccac attaaaatgg cctgcagaca agtaattgag 360
aagtttgagg aagcagcaaa atcgagaaga ggtgacatta tcaaactagc catggaaggc 420
tga 423

<210> 62

<211> 429

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> secuencia que codifica la survivina de pollo(N97E, T99M, V100L, Q101G)

<400> 62

70
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atggcggcct atgctgaaat getgcccaag gaatggcetgg tctacctcgt ctccaccege 60
gccgecacct tccgcaactg geccttcacc gagggetgcg cctgeacgec cgagcggatg 120
gcggeggegg gcttcgtgca ctgecccagc gagaacagcec ccgacgtggt gcagtgettce 180
ttctgcctca aggagctgga gggctgggag cccgacgacg acccgctgga ggaacacaaa 240
aagcactccg cgggctgecge ttttgeccgct cttcagaaag atccctctga actgatgttg 300
ggggagttct tgaagctgga taaaaagcgg accaaaaacg taattaaaaa agcaatttct 360
cagaaggaaa ctgatatcga agatgtagcc aagggcgtgc ggcacgcgat agagaacatg 420
ggcccttag 429

<210> 63

<211> 72

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63

?sp His Arg Ile ger Thr Phe Lys Asn Isp Pro Phe Leu Glu g;y cys

Ala Cys Thr Pro Glu Arg Met Ala Glu Ala Gly Phe Ile His Cys Pro
20 25 30

Cys Phe Lys Glu

Thr Glu Asn Glu Pro Asp Leu Ala Gln Cys Phe pPhe
3 40 45

Glu Glu His Lys Lys

teu Glu Gly Trp Glu Pro Asp Asp Asp Pro Ile
- S0 55 60

His ser Ser Gly Cys Ala Phe Leu
65 70
<210> 64

<211> 142

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<223> Numero de accesiéon GenBank NM_001168.2

71
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<400> 64

Met Gly
1

His Arg

Cys Thr

Glu Asn
50

Glu Gly
65

ser ser

Thr Leu

Ile Ala

Glu Lys
130

<210> 65
<211> 142

<212> PRT

Ala

Ile

Pro

35

Glu

Trp

Gly

Gly

Lys

val

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

Pro

Ser

20

Glu

Pro

Glu

Cys

Glu

100

Glu

Arg

Thr

Thr

Arg

ASp

Pro

Ala

85

Phe

Thr

Arg

Leu

phe

Met

Leu

Asp

70

Phe

Leu

Asn

Ala

ES 2386411 T3

Pro

Lys

Ala

Ala

55

Asp

Leu

Lys

Asn

Ile
135

<223> Numero de accesion GenBank 015392

<400> 65

Pro

Asn

'G1u

40

GIn

Asp

ser

Leu

Ala

Trp

25

Ala

Cys

Pro

val

Lys

Gln

72

Trp
10

Pro
Gly

Phe

Ile

Arg

Lys

Leu

Gln

Phe

Phe

Phe

Glu

75

Lys

Glu

Glu

Ala

Pro

Leu

Ile

Gln

Arg

Phe

Ala
140

Phe

Glu

His

45

Phe

His

Phe

Ala

Glu

125

Met

Leu

Gly

30

Cys

Lys

LysS

Glu

Lys

110

Glu

Asp

Pro

Glu

Lys

Glu

95

Asn

Thr

ASp

Ala

Thr

Leu

His

80

Leu

Lys

Ala



Met

His

Cys

Glu

Glu

65

Ser

Ile

Lys

<210> 66

Gly

Arg

Thr

Asn

50

Gly

Ser

Leu

Ala

<211> 142

<212> PRT

<213> Canis familiaris

<220>

Ala

Pro
35

Glu
Trp

Gly

Gly

<221> misc_feature

Pro Thr
Ser Thr
20

Glu Arg
Pro Asp
Glu Pro
Cys Ala

85

Glu phe
100

Glu Thr

Arg Arg

Leu
pPhe
Met
Leu
ASp
70

Phe
Leu

Asn

Ala

ES 2386411 T3

Pro

Lys

Ala

Ala

35

Asp

Leu

Lys

Asn

Ile
135

Pro

ASn

Glu

40

GlIn

Asp

Ser

Leu

Ala

Trp

25

Ala

cys

Pro

val

Lys

Gln

<223> Numero de accesién GenBank NP_001003019.1

<400> 66

73

Trp
10

Pro
Gly

Phe

Ile

Arg

Lys

Leu

GlIn

Phe

pPhe

Phe

Glu

75

Lys

Glu

Glu

Ala

Pro

Leu

Ile

GIn

Arg

Phe

Ala
140

Phe

Glu

His

45

Phe

His

Phe

Ala

Glu

Met

Leu

Gly

30

Cys

Lys

Lys

Glu

Lys

110

Glu

Asp

cys

Pro

Glu

Lys

Glu

95

Asn

Thr

Asp

Ala

Thr

Leu

His

80

Leu

Lys

Ala



ES 2386411 T3

get Gly Ala Pro ghr Leu Pro Pro Ala Trp Gln Pro Phe Leu Lys Asp

His Arg Ile ggr Thr Phe Lys Asn ;gp Pro Phe Leu Glu ggy Cys Ala

Cys Thr ggo Asp Arg Met Ala ggu Ala Gly Phe Ile :;s Cys Pro Thr

Glu Asn Glu Pro Asp Leu ?}a GIn Cys Phe Phe Cys Phe Lys Glu Leu
50

Glu Gly Trp Glu Pro Asp Asp Asp Pro Ile Glu Glu His Lys Lys His
65 70 75 80

ser Ser Gly Cys Ala Phe Leu Ser val Lys Lys GIn Phe Glu Glu Leu
85 90 - 95

Thr Leu Gly Glu Phe Leu Lys Leu Asp Arg Glu Arg Ala Lys Asn Lys
100 105 110

Ile Ala Lys Glu Thr Asn Asn Lys Lys Lys Glu Phe Glu Glu Thr Ala
’ 115 120 125

Lys Lys val Arg Arg Ala Ile Glu GIn Leu Ala Ala Met Asp
1§0 135 140

<210> 67

<211> 142

<212> PRT

<213> Sus scrofa

<220>

<221> misc_feature

<223> Numero de accesién GenBank NP_999306.1

<400> 67

74



Met Ser

His Arg

Cys Thr

Glu Asn
50

Glu Gly
65

Ser Ser

Thr Leu

Ile Ala

Lys Lys
130

<210> 68

<211> 142

<212> PRT

Ala

Ile

Pro

35

Glu

Trp

Gly

ser

<213> Bos taurus

<220>

<221> mist feature

Pro

ser

20

Glu

Pro

Glu

Cys

Glu

100

Glu

Arg

Ser

Thr

Arg

Asp

Pro

Ala

85

Phe

Thr

Cys

Leu

Phe

Met

Leu

ASp

70

Phe

Leu

Asn

Ala

ES 2386411 T3

Pro

Lys

Ala

Ala

55

Asp

Leu

Lys

Asn

Ile
135

Pro

Asn

Ala

40

Gln

Asp

Ser

Leu

Lys

120

Glu

Ala
Trp
25
Ala
Cys
Pro
val
As
10

GIn

Gln

<223> Numero de accesion GenBank NP_001001855.2

<400> 68

75

Trp
10

Pro
Gly

Phe

Ile

Lys

Lys

Leu

Gln

Phe

Phe

Phe

Glu

75

Lys

Glu

Glu

Ala

Leu

Leu

Ile

Gln

Arg

Phe

Ala
140

Glu

His

45

Phe

His

Phe

Ala

Glu

125

Ser

Leu

Gly

30

Ccys

Lys

Lys

Glu

LysS

110

Glu

Glu

Cys

Pro

Glu

LyS

Glu

95

Asn

Thr

Asp

Ala

Thr

Leu

His

80

Leu

Lys

Ala



Met Gly

His Arg

Cys Thr

Glu Asn
50

Glu Gly
65

Ser Ser

Thr Leu

Ile Ala

Lys Lys
130

<210> 69
<211>142

<212> PRT

Ala

val

Pro

35

Glu

Trp

Gly

ser

<213> Felis catus

<220>

<221> misc_feature

Gln

ser

20

Glu

Pro

Glu

Cys

Glu

100

Glu

Arg

ser

Thr

Arg

Asp

Pro

Ala

85

Phe

Thr

Cys

Leu

Phe

Met

Leu

Asp

70

Phe

Leu

Asn

Ala

ES 2386411 T3

Pro

Lys

Ala

Ala

55

Asp

Leu

Lys

Asn

Ile
135

Pro
Asn
Ala
40

Gln
Asp
ser
Leu
136

Glu

Ala

Trp

25

Ala

Cys

Pro

val

GIn

<223> Numero de accesion GenBank NP_001009280.1

<400> 69

76

Trp

10

Pro

Gly

Phe

Ile

Lys

90

Lys

Lys

Leu

Gln

Phe

Phe

Phe

Glu

Lys

Glu

Glu

Ala

Leu

Leu

Ile

Gin

Arg

Phe

Ala
140

Tyr

Glu

His

45

Phe

His

Phe

Thr

Glu

Leu

Leu
Gly
30

Cys
Lys
Lys
Glu
Lys
110

Glu

Glu

Pro

Glu

Lys

Glu

95

Asn

Thr

Asp

Ala

Thr

Leu

His

80

Leu

Lys

Ala



Met
His

Ccys

Glu Asn
50

Glu Gly
65

Ser Ser
Thr Leu
Ile Ala

Lys Arg
1

<210>70
<211> 140

<212> PRT

Gly

Arg

Thr

Glu

Trp

Gly

Ser

LyS

115

val

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_feature

Ala

Ile

Pro
35

Pro

Glu

Cys

Glu

100

Glu

Arg

Ser
Ser

20

Glu

Asp

Pro

Ala

85

Phe

Thr

Cys

Ser

Thr

Arg

Leu

Asp

70

Phe

Leu

Asn

Ala

ES 2386411 T3

Leu

Phe

Met

Ala

55

Asp

Leu

Lys

His

Ile
135

Pro Pro
Lys Asn

Ala Glu
40

GIn Cys
AsSp Pro
ser val
Leu Asp
Lys GIn

120

Glu Gl1n

<223> Numero de accesion GenBank NP_033819.1

<400> 70

77

Ala Trp
10
Trp Pro

25

Ala Gly

Phe Phe

Ile Glu
75

Lys Lys

90

Lys Glu

Lys Glu

Leu Ala

Gln Leu Tyr Leu Lgs Asp
1
Phe Leu Glu §3y Cys Ala

Phe Ile 2;5 Cys Pro Thr

Cys Phe Lys Glu Leu

60 ‘

Glu His Lys Lys His
80

GIn Phe Glu Glu Leu

95
Arg Ala Lys Asn Lys
110
Phe Glu Glu Thr Ala

Ala Leu Glu
140



Met Gly

Tyr Arg

Cys Thr

Glu Asn

50

Glu Gly
65
ser Pro

Thr val

ITe Ala

Lys Thr Thr Arg Gln Ser Il
130 1

<210>71

<211> 142

<212> PRT

Ala
Ile
Pro
35

Glu
Trp
Gly

Ser

Lys
115

Pro

Ala

20

Glu

Pro

Glu

Cys

Glu

100

Glu

<213> Rattus norvegicus

<220>

<221> misc_feature

Ala

Thr

Arg

Asp

Pro

Ala

85

Phe

Thr

Leu

Phe

Met

Leu

AsSp

70

Phe

Leu

ASn

ES 2386411 T3

Pro

Lys

Ala

Ala

55

Asp

Leu

Lys

Asn

GIn

Asn

Glu

40

Gln

Asn

Thr

Leu

Lys
120

35

<223> Numero de accesion GenBank AAF82586.1

<400> 71

Ile

Trp

25

Ala

Cys

Pro

val

78

Trp
10

Pro
Gly

Phe

Ile

Arg

Lys

e Glu GIn

GlIn

Phe

Phe

Phe

Glu

75

Lys

GlIn

Glu

Leu

Leu

Leu

Ile

Gln

Arg

Phe

Ala

Tyr

Glu

His

45

Phe

His

Met

Ala

Glu

Ala
140

Leu

Asp

30

cys

Lys

Arg

Glu

LyS

110

Glu

Lys

Cys

Pro

Glu

Lys

Glu

95

Asn

Thr

Asn

Ala

Thr

Leu

His

80

Leu

Lys

Ala
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Met Gly

His Arg

Cys Thr

Glu Asn
50

Glu Gly
65

ser Pro

Thr val

Ile Ala

Arg Thr
130
<210> 72
<211> 142

<212> PRT

Ala

Ile

Pro

35

Glu

Trp

Gly

Ser

Lys

115

val

Thr

TYr

20

Glu

Pro

Glu

Cys

Glu

100

Glu

Arg

<213> Pongo pygmaeus

<220>

<221> misc_feature

Ala

Thr

Arg

Asp

Pro

Ala

85

Phe

Thr

Gin

Leu

Phe

Met

Leu

Asp

70

Phe

Leu

Asn

ser

ES 2386411 T3

Pro

Lys

Ala

Ala

55

Asp

Leu

Lys

Asn

Ile
135

Pro

Asn

Glu

40

Gln

Asn

Thr

Leu

LYS

120

Glu

<223> Numero de accesion GenBank CAH91231.1

<400> 72

Ile

Trp

25

Ala

Cys

Pro

val

GlIn

Trp
10

Pro
Gly

Phe

Ile

Lys

Leu

Gln

Phe

Phe

Phe

Glu

75

LyS

GIn

Glu

Ala

Met

Leu

Ile

Gln

Arg

Phe

Ala

-140

Tyr

Glu

His

45

Phe

His

val

Ala

Glu

125

Leu

Leu

Asp

30

Cys

Lys

Arg

Glu

Lys

110

Glu

Arg

Cys

Pro

Glu

Lys

Glu

95

Asn

Thr

Asp

Ser

Thr

Leu

His

80

Leu

Lys

Arg

Met Gly Ala Pro Thr Leu Pro Pro Ala Trp GIn Pro Phe Leu Lgs AsSp
1 5 10 1

79



His Arg

Cys Thr

Glu Asn
50

Glu Gly
65

Ser Sser

Thr Leu

Ile Ala

Lys Lys
130
<210> 73
<211> 142

<212> PRT

Ile

Pro

35

Glu

Trp

Gly

Gly

<213> Gallus gallus

<220>

<221> misc_feature

ser

20

Glu

Pro

Glu

Cys

Glu

100

Glu

Arg

Thr

Arg

Asp

Pro

Ala

85

Phe

Thr

Arg

Phe

Met

Leu

Asp

70

Phe

Leu

ASn

Ala

ES 2386411 T3

Lys

Ala

Ala

Asp

Leu

Lys

Asn

Ile
135

Asn
Glu
40

GIn
Asp
Sar
Leu
LysS
120

Glu

<223> Numero de accesién GenBank NP_001012318.1

<400> 73

Trp Pro Phe

25

Ala

Cys

Pro

val

Lys

Gln

80

Gly pPhe

Phe Phe

Ile

Lys

90

Arg

Lys

Leu

Glu

75

LYyS

Glu

Glu

Ala

Leu

Ile

Cys

60

Glu

Gln

Arg

Phe

Ala
140

Glu

His

45

Phe

His

Phe

Ala

Glu

125

Met

Gly
30

Cys
Lys
Lys
Glu
LYsS
110

Glu

Asp

Cys

Pro

Glu

Lys

Glu

95

AsSn

Thr

Ala

Thr

Leu

His

80

Leu

Lys

Ala



Met Ala Ala Tyr

val Sser Thr Arg
20

Cys Ala Cys Thr

Pro Ser Glu Asn
50

Glu Leu Glu Gly
65

Lys His ser Ala

Ala

Ala

Pro

ser

Trp

Gly
85

ES 2386411 T3

Glu

Ala

Glu

Pro

Glu

70

Cys

Met

Thr

Arg

Asp

55

Pro

Ala

Asn Leu Thr val GIn Glu Phe Leu

100

Asn val Ile Lys Lys Ala Ile
115

ser GIn Lys Glu Thr

120

Leu Pro

pPhe Arg
25

Met Ala

40

val val

ASp ASp

Phe Ala

Ly
105

Ala

Gln

Asp

Ala
90

Glu

Trp

Ala

Cys

75

Leu

Trp

Pro

Gly

Phe

60

Leu

Gln

Leu

Phe

Phe

45

Phe

Glu

Lys

val Ala Lys Gly val Arg His Ala Ile Glu Asn Met Gly Pro
130 135 140

<210> 74

<211> 157

<212> PRT

<213> Xenopus laevis
<220>

<221> misc_feature

<223> Numero de accesion GenBank Aha020085.1

<400> 74

81

val

Thr

30

val

Cys

Glu

Asp

ity
Glu
His
Leu
His

pro
95

s Leu Asp LyS Lys Arg Thr Lys
110

ASE Ile Glu Asp
12

Leu

Gly

Cys

Lys

Lys

80

ser



Met Leu
1

Pro ser
Arg Thr

Glu Arg
50

Pro Asp
65

GIn Pro
Cys Leu
Glu Phe

Gln Met
130

Arg Gly
14
<210> 75

<211> 160

<212> PRT

<213> Xenopus laevis

<220>

Ser

Met

Phe

35

Met

val

Glu

Phe

Leu

115

AsSn

His

<221> misc_feature

Ile

Pro

20

ser

Ala

val

Asp

Ile

100

Lys

Leu

Leu

Ser

ASp

Asn

Glu

Lys

Asp

85

Ala

Leu

His

Glu

Pro

Glu

Trp

Ala

Cys

70

Pro

Leu

Asp

Ile

ES 2386411 T3

Ile

Trp

Pro

Gly

55

Phe

Met

Lys

Leu

Glu

135

Leu

val

Arg

Phe

40

Phe

Phe

Asp

Lys

Glu

120

Arg

Asp

<223> Numero de accesion GenBank AAM76714.1

<400> 75

Ser

Leu

25

Thr

val

Cys

Glu

Phe

Ala

82

Leu

10

Tyr

Glu

His

Leu

His

90

Ala

Thr

Gln

Asp

Arg

Asn

Asp

cys

Lys

Glu

Lys

Ala

Glu

Arg

Leu

Cys

Pro

60

Glu

Lys

Glu

Ile

Lys

140

Thr

Cys

Ala

Ala

45

Leu

His

Leu

Lys

125

Ala

Gln

Asp

Thr

30

Cys

Asp

Glu

Ser

Thr

110

Met

Asn

Asn Glu
15

Arg Leu

Thr Pro

Asn Ser

Gly Trp

80

Pro Ser
95
Leu Ser

Gln Lys

Glu val



Met Tyr

Asp Phe

Asp Trp

Lys Ala
50

Cys Cys
65

ASp Pro

Ser Leu

Leu Glu

val Leu
130

Leu Glu
145

<210>76
<211> 156

<212> PRT

<213> Xenopus laevis

<220>

Ser
Lys
Pro
35

Gly
Phe
Trp
Thr
Gl

11

Gjn

Tyr

<221> misc_feature

Ala
Asn
20

pPhe

Phe

Phe

Lys
100
ASp

Tyr

Phe

Lys
5
Met
Thr
val
Cys
Glu
85
Cys
Arg

val

ser

Asn

TYr

Glu

Leu

70

His

val

Ile

Glu

Asn
150

ES 2386411 T3

Arg

Asp

Asn

Cys

Lys

sSer

Asn

Lys

Glu

135

Gln

Phe

Tyr

Glu

Lys

ASp

ser

120

Glu

His

<223> Numero de accesiéon GenBank AAH89271.1

<400> 76

val
Asp

25

Lys

Leu

Arg

Leu

105

Phe

Met

Gln

83

Gin

10

Ala

Cys

Glu

Glu

ser

90

Thr

Cys

Ala

Arg

Thr

Asn

Gly

75

Ala

Met

Arg

Ala

Ser
155

val
Leu
Pro
Glu
60

ep
Asn
Glu
Lys
Ala

140

Ile

Gln

Ala

Glu

45

Pro

Glu

Cys

Gly

Phe

125

Asp

Arg

Thr

30

ser

Asp

Pro

Gly

Phe

110

Ser

Lys

Leu

Leu

15

Phe

Met

val

Asp

Phe

95

Leu

Thr

Arg

ASp

Gln

Ala

Ala

Ala

AsSp

80

Leu

Arg

val

Leu

His
160
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1

ES 2386411 T3

Met Ser Ser Cys ger ITe val Ser Leu Lgu Pro Gly Asp LYS G
1

1

Tu Pro
5

Ser Met Pro Asp Glu Trp Arg Leu Tyr Lys Leu Ala Thr Arg Leu Arg
20 25 30

Thr Phe Ser Asn Trp Pro
35

Arg

Asp

65

Pro

Leu

Phe

Met

G1
14%

<210> 77

Met

50

val

Glu

Phe

Leu

Asnh

130

His

<211> 942

<212> ADN

Ala

val

Asp

Ile

Lys

115

Leu

Leu

Glu

Lys

AsSp

Ala

100

Leu

Arg

Glu

<213> Ictalurus punctatus

<220>

<221> misc_feature

Ala

Cys

Pro

85

Leu

ASp

Ile

Gln

Gly

Phe

70

Met

Lys

Leu

Glu

Leu
150

Phe Thr Glu Asp Cys Ala Cys
40 - 45

Phe

55

Phe

Asp

Lys

Glu

Cys

Asp

val

Cys

Glu

Lys

Arg

120

Phe

Ala

<223> Numero de accesion GenBank CK419466.1

<220>

<221> mise feature

<222> (832)..(834)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 77

His

Leu

His

Ala

105

Thr

GIn

Asp

84

Cys

Lys

Lys

Ala

Glu

Pro

Glu
75

Lys

Glu

Ile

Lys

Thr
155

ser

60

Leu

His

Leu

Lys

Ala

140

G1n

ASp

Glu

Ser

Thr

Met

125

Asn

Thr Pro Glu

Asn

Gly

Pro

Leu

110

Gln

ser

Trp

ser

95

Ser

Lys

val

Pro

Gln

80

Cys

Glu

GIn

Arg
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ccacgcgtcc
gagcttatga
gggtggccgt
atccacaaac
ctggagggtt
tgcaatttca
ctgcagaaag
tttgaggaag
atggagattt

cccaagctgc
tattcttcac
ttcatacagc
agatactgta
gtctgtaatg
tattattata

agttcacatt

<210> 78

<211> 142

<212> PRT
<213> Danio rerio

<220>

ggaacttctg
acgaagattt
ttgatgagga
ccactgaaaa
gggagcctga
ttctgctgaa
agaggcaaaa
cagcaaaatc

ctgtcttttc

actaccatgc
aacctcttta
ctggctaagt
attggaactg
acatgaaagc
attattattt

gtctatagag

<221> misc_feature

<223> Numero de accesion GenBank NP_919378.1

<400> 78

ES 2386411 T3

aactaattag
aaaaatgtac
ctgcgeetge
cagtccggat
ggatgatcct
aaagccagtg
gttccacatt
gagaagaggt
ctcctatgat

ttgtgtttac
atggagtttt
tccttctetg
aacagtccct
tattatgact
taatttttat

cactcagaca

cgcetttttt
ttttacgaga
acgtcggata
gtggcccagt
ctcaaggaac
gaggagctca
aaaatggcct
gacattatca
tgctcttttg

taaaaaaaga
atatcaactc
tattcatgat
taagtttaag
tggcatatcc
tttttrettt
tttgacaatt

85

gtgctttttt
acagattagc
atatggccaa
gcttcttctg
acaagtctca
cagtggagga
gcagacaagt
aactagccat

ttatcggtca

atttattaag
cccatgatta
gttgcatgta
tttttgtcca
tccttattta
ttttacaaag

tt

caaaaacatg
ttcttattca
agctggtttc
ctttaaagag
ctctccaact
gattctgaag
aattgagaag
ggaaggctga
tggacatggt

agattgacat
cagaggtgga
taaaacagct
tgttttccta
tnnnatatat

tgtcttcaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
300
942



Met

Arg

Thr

Asn

Gly

65

Pro

val

Lys

Leu

<210> 79

ASp

Leu

Pro

Ser

50

Trp

Ser

Glu

Lys

<211>128

<212> PRT

Leu

GlIn

Glu

35

Pro

Glu

Cys

Glu

ser

115

Arg

<213> Danio rerio

<220>

<221> misc_feature

Ala

Thr

20

Asn

Asp

Pro

Asp

Phe

100

Ccys

AsSn

ser

Phe

Met

Ile

Glu

Phe

85

Leu

Gly

GIn

Asp

val

Ala

Ala

AsSp

70

Ile

Lys

His

Ile

ES 2386411 T3

ASp

Gly

Lys

GIn

55

Asp

Leu

Leu

Ala

Ile
135

Gln

Trp

Ala

40

cys

Pro

Leu

Glin

Ile

120

Gln

<223> Numero de accesion GenBank NP_660196.1

<400> 79

Thr
Pro
25

Gly
Phe
Glu
Lys
LyS
105
ASp

Thr

86

Lys

10

Phe

Phe

Phe

Lys

LyS

90

Glu

Lys

Ala

Met

Glu

Ile

Cys

Glu

75

Thr

Arg

Phe

Met

Tyr

Glu

His

Leu

60

His

val

Gln

Glu

Phe

Gly

Thr

as

Lys

LyS

Asp

Lys

Asp

Glu

Tyr

Cys

30

Pro

Glu

Ala

ser

Phe

110

Ala

Glu

Glu

15

vail

ser

Leu

His

Leu

95

Ile

val

Asn

Cys

Glu

Glu

ser

80

Thr

Ile

Lys



Met

Arg

val

Cys

Glu

65

Thr

Arg

Phe

Tyr

Glu

Leu

50

His

Phe

Leu

Arg

<210> 80

<211>110

<212> PRT

<213> Tetraodon nigroviridis

<220>

ser

ASp

cys

Arg

Ala

Asp

Arg

<221> misc_feature

Glu

LysS

Glu

Ile

100

Glu

Glu

Gln

ser

Leu

Arg

Leu

85

Tyr

val

Lys

Cys

Glu

Glu

ser

70

Thr

Ile

ES 2386411 T3

Arg

Thr

Asn

Gly

55

Pro

Ala

Lys

Ala

Leu

Pro

Glu

40

Trp

Asn

Ile

Lys

Thr
120

<223> Numero de accesion GenBank CAG04432.1

<400> 80

GIn

Glu

Pro

Glu

Ccys

Glu

Met

105

Ser

87

Thr
10

Leu
Asp
Pro
Ala
Tyr
90

Gly

Lys

Phe

Met

val

Asp

Phe

75

Phe

His

Asn

ser

Ala

Ala

Asp

60

Leu

His

Arg

Leu

Glu

Lys

Cys

45

Asn

His

Leu

Lys

Arg

Trp

Ala

30

Cys

Pro

Met

Glu

Ile

110

Ala

Pro
15

Gly
Phe
Trp
ser
GIn
95

Ala

Leu

Phe

Phe

Tyr

Ser

Lys

Glu

Tyr

Ile



Met Asn Pro Tyr
1

Arg Leu Lys Thr
20

Thr Pro Glu Asn

Asn Ser Pro Asp
50

Gly Trp Glu Pro

65
Pro Ser Cys His
val Glu Glu Phe
100
<210> 81
<211> 116
<212> PRT

<213> Tetraodon nigroviridis
<220>

<221> misc_feature

<223> Numero de accesion GenBank CAG07433.1

<400> 81

Asn

Phe

Met

Thr

Asp

Phe
85

val

ASD

Glu

Ala

Ala

Asp

70

Ile

Lys

ES 2386411 T3

Gln

Gly

Lys

Met

55

Glu

Ala

LLeu

His

Trp

Ala

40

Cys

Pro

Leu

Gln

Leu
Pro
25

Gly

Phe

Lys

Lys

Met
105

88

Lys

10

Phe

Phe

Phe

Lys

Met

Glu

val

Cys

Glu

75

Lys

Arg

Tyr

Glu

His

Leu

60

His

val

Gln

Phe

ASp

Thr

45

Lys

Lys

Glu

Lys

Tyr

cys

30

Pro

Glu

Ser

Glu

Phe
110

Glu

15

Leu

ser

Leu

His

Leu
95

Asn

Cys

Glu

Glu

Ser

80

ser
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Met Ala Ser Ile gsp val Leu Lys Glu Arg Phe Ser Ser Tyr Asp Arg

Met Tyr Arg G&n Glu Leu Arg Glu ggg Thr Phe val Asp ;Ep Pro phe
2

Arg Glu Asp Cys Asn Cys Thr :50 Glu Lys Met Ala hgs Ala Gly phe
35

val His Cys Pro Ser Glu Asn Glu Pro Asp Val Ala Cys Cys Phe Phe
50 55 60

Cys Leu Ile Glu Leu Glu Gly Trp Glu Pro Asp Asp Asp Pro Trp Ser
65 70 75 80

Glu His val Lys Agg Tyr Pro Asn Cys Gly Phe Leu Thr Met bgs Lys

Asp Phe Thr Glu Leu Thr val Gly Glu Tyr Phe Leu Met Glu GIn Glu
100 105 110

Arg Leu Lys val
115

<210> 82

<211> 153

<212> PRT

<213> Drosophila melanogaster

<220>

<221> misc_feature

<223> numero de accesion GenBank AAF55399.1

<400> 82

Met Glu Ser pro val val Asn Glu val Ala Ala Ser Leu Gly Gly Glu

89



Lys

Glu

Ser

Asn

65

Glu

Cys

Gln

Thr

Leu
145

<210> 83

Leu

ser

Asp

Pro

Glu

Phe

<211> 155

<212> PRT

Glu

Tyr

Met

Thr

Glu

Phe

Leu

115

Lys

Glu

val
20

Lys

Ala

Ala

AsSp

Ala

100

Glu

Ala

Phe

Phe

ser

Glu

Thr

Asp

85

Lys

Ile

Phe

Thr

<213> Caenorhabditis elegans

<220>

<221> misc_feature

Arg

Trp

Ala

cys

70

Pro

Leu

Leu

Lys

ES 2386411 T3

Lys
Pro
Phe
Trp
ser
Gly

Ser
135

158 "

Leu

Phe

40

Phe

val

Lys

Cys

Thr

120

ser

Gln

<223> numero de accesion GenBank NP_505949.1

<400> 83

Asn

25

Pro

TYyr

cys

Glu

Pro

105

val

Phe

Lys

90

10

Leu Leu

Glu Thr

Trp Thr

Gly Lys
75

His val

90

Glu Arg

val Lys

val Arg

Glu

Ala

Gly

60

Thr

Lys

Asn

Gly

Glu
140

GIn

Ser

45

Thr

Leu

His

Leu

Ser

125

Asn

His

30

Cys

Lys

Asp

Ala

Thr

110

Ile

Glu

15

Arg

ser

Arg

Gly

Pro

95

val

Glu

Lys

val

Ile

Glu

Trp

80

GIn

ser

Lys

Arg



Met

TYr

Pro

Cys

Asp

65

Glu

Lys

Ser

Ser
145

<210> 84
<211> 142

<212> PRT

Pro Cys

Ile Asn

Leu Phe
115

ser Asp
130

Thr Thr

Glu:

As
100
Glu

Ala

Lys

<213> Secuencia Artificial

<220>

Phe
85

p Thr

His

Leu

Ser

70

val

val

Glu

Phe

Asn
150

ES 2386411 T3

Arg

Arg

Met

Ile

Leu

Met

120

Gln

Arg

<223> Survivina-Humana(R18E, H77A, c84A, A128P)

<400> 84

Ala Pro Gly ghr Lys Lys Lys Ser ggp Met Ala
Lys Asp Arg Leu Met Thr Phe Lys Asn Phe Glu
20 25
Asp Ala Lys Cys Thr Sser GIn Ala val Ala GlIn
35 40
Thr Gly Pro Gln ser Gly Lys Cys Ala Phe Cys
50 55 60

Phe Asp Pro Glu Asp Asp Pro Trp Tyr Glu His

75

Gly Lys Leu
90

ser GIn Thr

105

Ile Asn Asn

Leu Lys Lys

Arg Gly Lys

155

91

Lys Phe Thr Phe
15
Tyr Asp Arg Asp
30

Ala Gly Phe Tyr

45

Asn Lys Glu Leu

Thr Lys Arg Asp
80

Asp Asp Ser Glu Leu

95
Ala Met Ile Met Thr

110

Leu Ser Asn His Ser
125

val Pro Asn Thr Ala
140



Met

His

Cys

Glu

Glu

65

Ser

Thr

Ile

Lys

Gly

Glu

Thr

Asn

50

Gly

ser

Leu

Ala

LyS
130

Ala

Ile

Pro

35

Glu

Trp

Gly

Gly

Lys

115

val

Pro

Ser

20

Glu

Pro

Glu

Ala

Glu

100

Glu

Arg

Thr

Thr

Arg

ASp

Pro

Ala

85

Phe

Thr

Arg

Leu

Phe

Met

Leu

ASp

70

Phe

Leu

AsSn

Ala

ES 2386411 T3

Pro

LyS

Ala

Ala

55

Asp

Leu

Lys

Asn

Ile
135

Pro

Asn

Glu

40

Gln

AsSp

Ser

Leu

Ala

Trp

25

Ala

Cys

Pro

val

Lys

GIn

92

Trp
10

Pro
Gly

Phe

Ile

Arg

Lys

Leu

GIn

Phe

Phe

Phe

Glu

75

Lys

Glu

Glu

Ala

Pro

Leu

Ile

Gln

Arg

Phe

Ala
140

Phe

Glu

His

45

Phe

Ala

Phe

Ala

Glu

125

Met

Leu

Gly

30

Cys

Lys

Lys

Glu

ASp

Lys

15

Cys

Pro

Glu

Lys

Glu

95

Asn

Thr

Asp

Ala

Thr

Leu

His

80

Leu

Lys

Pro



10

15

20

25
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna que provoca una respuesta inmune a la survivina humana en un humano, que comprende un péptido
derivado de survivina humana modificada o un &cido nucleico que codifica dicho péptido, en donde la survivina
humana modificada comprende una mutacion dentro del dominio BIR que anula sustancialmente la actividad
bioldgica asignada al dominio BIR, caracterizada porque dicho péptido comprende un dominio helicoidal modificado
y contiene las siguientes mutaciones de la survivina humana: R18E, P47L, Q56L, H77A, C84A, A128P y 1135P,
formando por tanto la secuencia de aminoacidos segun se especifica en SEQ ID NO 56.

2. Una vacuna de la reivindicacion, en donde el péptido se fusiona con una fraccién Fc.

3. Una vacuna de la reivindicacion 1 6 2, en donde la vacuna ademas codifica o incluye un péptido derivado de una
molécula efectora.

4. Una vacuna de la reivindicaciéon 3, en donde la molécula efectora es una citocina seleccionada del grupo que
consiste en IL-2, IL-7, IL-12, IL-18, IL-21, IL-23 y GM-CSF.

5. Una vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el acido nucleico que codifica al péptido
comprende un promotor mamifero.

6. Una vacuna de la reivindicacién 5, en donde el acido nucleico es un ADN desnudo.

7. Una vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el acido nucleico se formula con un reactivo que
mejora la transfeccion de las células mamiferas.

8. Una vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 1 — 7, en donde el acido nucleico es parte de una particula
virica.

9. Una vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 1 — 8, en donde la vacuna comprende una bacteria que
comprende el acido nucleico.

10. Una vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 1 -9, que adicionalmente comprende un adyuvante.

11. Una composicién farmacéutica que comprende una vacuna segln se especifica en cualquiera de las
reivindicaciones 1 — 10 de manera opcional, junto con un soporte, diluyente o excipiente aceptable.

12. Una vacuna o una composicion farmacéutica segun se especifica en cualquiera de las reivindicaciones 1 -11
para su uso para inmunizar a un paciente contra células tumorales que sobreexpresan survivina humana.
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Figura 1:
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Figura 3:

20 30 40 50 &0
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19 -D.LM....FEYDRDPDAK. .SQAV.Q...YCTGPQS----GK.A..N...D-FD BIR gusano

70 80

R N .
69 PDDDPIEEHKKHSSGCAFL humano SEQ ID NO:63
82 .E...WK,.V..APQ.E.A BIR mosca SEQ ID NO: 53
68 .E...WY..T.RDEP.E.V BIR gusano SEQ ID MNO: 54
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Figura 5:

ratones C57BL/6
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Figura 6:

ratones Balblc
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Figura 7:

Desafio tumoral CT26/KSA
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Figura 8:
Desafio tumoral LLC/KSA
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Figura 10

Desafio LLC/KSA iv en el dia 10
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1,13 7.13 10,18 13, 21 P8BS
dias de administracion con sonda
dias administracion puntuacion de metastasis pulmonar Puntuacion] Descripcién
con sonda.

1,13 0,0,1,1,1 3 Mas de 50% de pulmén cubierto con tumor
7,13 1,2,2,2,3 2 Entre 5y 50% de pulmén cubierto con tumor
10, 18 2,2,333 1 Menos de 5% de superficie cubierta con tumor
13, 21 3,333.3 0 Ninguna colonia tumoral visible
PBS 2,2,333
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Figura 12

i Protocolo Puntuacion de
LLC/KSAN metastasis pulmonar
4 : - - : Control de 3,3,3,3,3
12 vehiculo
bk Cebado- 1.2,2,3,3
g 06 desafio-
g ’ - .
£ 3 estimulacion
S 0.6 1
2 04 CTX + Indo 1,1,2,3,3
o
a Cebado- 01,111
3 ] desafio-
vehiculo | PCB | C(C) | PC(CHB | PC(CH | C(CIB CTX +Indo-
1 2 3 4 5 6 estimulacion
Srupe Cebado- 11,11, 1
desafio-
CTX +Indo
desafio- 1,1,2,2,2
CTX +Indo-
estimulacion
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Figura 15

volumen tumoral (mm3)
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