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DESCRIPCION

Polinucledtidos que codifican epitopos hTERT restringidos al MHC clase | HLA-B7, analogos de los mismos y
poliepitopos

Esta invencion se refiere al campo de terapia antineoplasica, y a la identificacion de péptidos inmunogénicos
derivados de la telomerasa ftranscriptasa inversa humana (hTERT). La presente invencion se refiere a
polinucledtidos que codifican poliepitopos que comprenden al menos dos epitopos hTERT consecutivos restringidos
a la molécula MHC clase | HLA-B7, elegidos del grupo que consiste en p1, p4, p68, p277, p342, p351, p444, p464,
p966, p1107 y p1123, para su uso en la prevencion del cancer y/o el tratamiento del cancer, mediante la induccion
de una respuesta inmune restringida a HLA-B7. También se incluyen en la presente invencion dichos usos de
vectores y células que comprenden dichos polinucleétidos. La presente solicitud también describe polinucleétidos
que codifican analogos de epitopos hTERT restringidos a la molécula MHC clase | HLA-B7 y poliepitopos que
contienen dichos analogos y vectores y células que comprenden dichos polinucleétidos. La presente invencion se
refiere, en particular, a composiciones que comprenden polipéptidos hTERT, polinucleétidos correspondientes,
vectores y células, para su uso en el tratamiento y/o prevencion del cancer.

A la luz de las deficiencias en los actuales enfoques terapéuticos antineoplasicos, la terapia antitumoral ha disfrutado
de un interés renovado. Los recientes estudios han potenciado nuestra comprensiéon de las respuestas inmunes
antimelanoma asociadas con la regresion tumoral. Colectivamente, estos datos sugieren que las CTL CD8
especificas de tumor activadas son un arma inmunolégica de eleccidon para una potente terapia antitumoral. La
investigacion de proteinas sobreexpresadas que permiten activar linfocitos T citotéxicos contra tumores de diferentes
origenes también esta progresando.

La telomerasa es un complejo ribonucleoproteico, que consta de un componente proteico, TERT, y un componente
de ARN (TR) que contiene el molde para la sintesis de la unidad repetira (T2AG3) afiadida a los extremos de los
cromosomas, que estabiliza a los cromosomas durante la replicacion y evita la fusion extremo a extremo. El
mantenimiento de una longitud constante del teldémero evita que las células envejezcan, y confiere inmortalidad
(Hahn et al. Nat Med 1999;5:1164-70). Se hall6 una elevada actividad hTERT en mas del 85% de canceres
humanos, mientras que la mayoria de los tejidos humanos adultos normales muestran ninguna o poca actividad
telomerasa (Counter et al. Blood 1995;85:2315-20).

La expresion propagada de telomerasa en tumores indica que fragmentos peptidicos de hTERT podrian servir como
antigeno o antigenos especificos de tumor y esto se ha confirmado en varios informes (Vonderheide et al. Immunity
1999;10:673-9). Los datos recientes de ensayos clinicos en Fase | demuestran la viabilidad de una vacuna contra
hTERT en pacientes HLA-A2", abriendo el camino para el uso de hTERT para vacunacién terapéutica (Vonderheide
et al. Clin Cancer Res 2004;10:828-39 ; Parkhurst et al. Clin Cancer Res 2004;10:4688-98). No obstante, los
péptidos hTERT inmunogénicos identificados hasta la fecha estan restringidos a un alelo MHC HLA-A2.1, con
solamente dos informes iniciales sobre dos supertipos HLA, HLA-A3 y HLA-A24, representados respectivamente en
el 44,2% y el 40% de la poblacion.

Por tanto, las siguientes publicaciones informaron de la identificacion de péptidos hTERT:

- El péptido hTERT ILAKFLHWL, restringido a HLA- A2 (Vonderheide et al. Immunity 1999; 10: 673- 9),

- Los péptidos hTERT MPRAPRCRA, RPAEEATSL, RPSFLLSSL y APRCRAVRS identificados por prediccion
informatica dentro del contexto HLA-A (documento WO 00/02581). Sin embargo, nunca se han confirmado por
resultados experimentales que estos péptidos sean epitopos eficaces, ni en un contexto HLA-B7 ni en cualquier
contexto HLA.

- El péptido hTERT KLFGVLRLK (K973), restringido a HLA- A3 (Vonderheide et al. Clin Cancer Res 2001; 7:

3343-8),y

Los péptidos hTERT VYAETKHFL (TEL324) y VYGFVRACL (TEL 461), restringidos a HLA-A24 (Arai et al. Blood
2001;9:2903-7)

Por consiguiente, los péptidos hTERT identificados hasta ahora no cubren toda la poblacion, excluyendo de este
modo un gran segmento de pacientes.

Para superar este fallo, al menos en parte y por tanto para cubrir mejor la diversidad genética de la poblacion
humana, la presente solicitud identifica nuevos epitopos derivados de hTERT, restringidos a un HLA particular que
es diferente de HLA-A3 y HLA-A24. Entre los muchos alelos diferentes, la presente solicitud esta interesada en el
supertipo HLA-B7 que se expresa en aproximadamente el 25% de la poblacién, y particularmente en el segundo
alelo mas expresado en la poblacion humana HLA-B: el HLA-*B0702 (alelo presente en el 15-20% de los individuos
en la poblacion humana).

El gen de la isoforma-1 de la telomerasa es de 4015 pares de bases (pb) de longitud (nimero de acceso a NCBI
AF015950) y codifica una proteina de 1132 aminoacidos (niumero de acceso a NCBI AAC51672.1) (Figura 1).
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La invencion se refiere al uso de un polinucleétido que codifica un polipéptido de telomerasa transcriptasa inversa
humana (hTERT). En una realizacion particular de la invencion, los péptidos codificados son de 9 aminoacidos de
longitud (nonamero) o de 10 aminoacidos de longitud (decamero), y la unidad polinucleotidica por tanto tiene 27 o 30
nucledtidos. En general, los péptidos codificados son de menos de 15 aminoacidos y la unidad polinucleotidica tiene
menos de 45 nucledtidos.

La solicitud describe el uso de un polinucleétido que codifica péptidos hTERT que son epitopos adecuados para
inducir una respuesta inmune restringida a HLA-B7. La secuencia de nucleétidos del polinucleétido para su uso
descrito en este documento esta, en particular, limitado a la secuencia que codifica el péptido hTERT. Dichos
péptidos pueden elegirse entre el grupo que consiste en MPRAPRCRA (p1; restos aminoacidicos 1 a 9),
APRCRAVRSL (p4; restos aminoacidicos 4 a 13), APSFRQVSCL (p68; restos aminoacidicos 68 a 77), RPAEEATSL
(p277; restos aminoacidicos 277 a 285), RPSFLLSSL (p342; restos aminoacidicos 342 a 350), RPSLTGARRL
(p351; restos aminoacidicos 351 a 360), DPRRLVQLL (p444, restos aminoacidicos 444 a 452), FVRACLRRL (p464,
restos aminoacidicos 464 a 472), AGRNMRRKL (p966, restos aminoacidicos 966 a 974), LPGTTLTAL (p1107,
restos aminoacidicos 1107 a 1115) y LPSPKFTIL (p1123, restos aminoacidicos 1123 a 1131). Todos estos
polinucledtidos pueden usarse para inducir una respuesta inmune restringida a HLA-B7. En particular, la solicitud
describe el uso de un polinucledtido que codifica un epitopo hTERT restringido a HLA-B7, elegido entre el grupo que
consiste en RPSLTGARRL (p351), APSFRQVSCL (p68), APRCRAVRSL (p4), DPRRLVQLL (p444), FVRACLRRL
(p464), AGRNMRRKL (p966), LPGTTLTAL (p1107) y h LPSPKFTIL (p1123).

Como se define en este documento, un "epitopo" es un determinante antigénico, es decir, el sitio peptidico
reconocido por células del sistema inmune (células inmunes) y especialmente el sitio necesario para provocar una
respuesta inmune. El término epitopo abarca tanto un epitopo lineal para el cual los aminoacidos consecutivos
(especialmente, 9 o 10) se reconocen por células inmunes, asi como un epitopo conformacional para el cual las
células inmunes reconocen aminoacidos en la medida que adoptan una configuracion o conformacion apropiada.
Por consiguiente, en algunos epitopos, la conformacion (estructura tridimensional) es tan importante como la
secuencia de aminoacidos (estructura primaria).

La expresion "restringido a MHC clase |" se refiere a la capacidad de un péptido o epitopo particular de obtener una
afinidad por una molécula MHC (complejo principal de histocompatibilidad) de clase |. Asi mismo, la expresion
"restringido a HLA-B7" se refiere a la capacidad de un péptido o epitopo particular de obtener una afinidad por este
tipo de molécula HLA.

En resumen, los genes MHC codifican todas las moléculas polimérficas de superficie celular que no se unen
solamente a péptidos foraneos sino también que pueden unirse a auto-péptidos o auto-péptidos mutados
sobreexpresados o no, para presentarlos en la superficie celular de la célula que posibilita su reconocimiento por
células inmunes apropiadas, especialmente células T. Dichas moléculas MHC, mencionadas como H- 2 en ratones y
HLA (Antigeno de Leucocitos Humanos) en seres humanos, se clasifican como moléculas de clase | (designadas
HLA-A, B, o C) o moléculas de clase Il (designadas DP, DQ, o DR).

Por consiguiente, las moléculas MHC clase | se unen especificamente a moléculas CD8 expresadas en linfocitos T
citotéxicos (también llamados TCD8"), mientras que las moléculas MHC clase Il se unen especificamente a
moléculas CD4 expresadas en linfocitos T auxiliares (TCD4").

Las moléculas MHC clase | se unen a péptidos derivados de proteinas degradadas proteoliticamente especialmente
proteinas sintetizadas de forma enddgena, por una célula. Los péptidos pequefios obtenidos en consecuencia se
transportan al reticulo endoplasmatico donde se asocian a moléculas MHC clase | nacientes antes de guiarse a
través del aparato de Golgi y presentarse en la superficie celular para el reconocimiento por linfocitos T citotoxicos.

En la presente invencioén, los péptidos identificados anteriormente han demostrado por un lado que se unen con
afinidad elevada o media a la molécula MHC clase |, y por otro lado transportarse de forma eficaz como un complejo
MHC/epitopo hasta la superficie celular de las células. La molécula MHC clase | es un alelo MHC de la familia del
supertipo HLA-B7; se dice que el epitopo hTERT esta restringido al supertipo HLA-B7. Dicha familia abarca los
alelos B0702, B0703, B0704, B0O705, B1508, B3501, B3502, B3503, B51, B5301, B5401, B5501, B5502, B 5601,
B5602, B6701 y B7801, familia de la cual se prefiere el HLA-B0702 (epitopo hTERT restringido a HLA-B0702).

Puede usarse un ensayo de estabilizacion de MHC para ensayar la afinidad de un péptido por una molécula HLA
clase | particular (avidez relativa), tal como descrita en Firat et al. (1999. Eur. J. of Immunol. 29: 3112- 3121),
incorporada en este documento por referencia. En resumen, se incuban células transfectadas con la molécula MHC
clase | durante una noche a 2 x 10° células/pocillo en placas de 96 pocillos en medio AIM-V libre de suero (Invitrogen
Corp., Gibco), suplementado con 100 ng/ml de f2-microglobulina humana,

- en ausencia de péptidos (control negativo),
- en presencia de un péptido de referencia (control positivo), y
- en presencia de los péptidos a ensayar (péptidos hTERT en el presente caso).
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Los péptidos se incuban a diversas concentraciones finales que varian de 0,1 a 100 uM (con concentraciones
intermedias de 1 a 10 uM). Las células transfectadas después se marcan con una concentracion de saturacion de un
anticuerpo que reconoce la molécula MHC clase | de HLA particular, después se lavan dos veces y finalmente se
tifien con un anticuerpo secundario antes de la citometria de flujo. Los resultados se expresan como valores de
avidez relativa, es decir, la proporcion de concentracion de péptido ensayado necesaria para alcanzar el 20% de la
unién maxima por la referencia respecto a la del péptido de referencia. Por lo tanto, cuanto menor sea el valor, mas
fuerte sera la union. Siguiendo este método, se dice que un péptido tiene una elevada afinidad relativa por una
molécula HLA clase | particular, cunado RA < 1. En contraste, se concluye una afinidad relativa media cuando RA
esta comprendido entre 1y 5, y preferiblemente entre 1y 3.

Entre los nonameros y decameros hTERT, y particularmente los péptidos identificados anteriormente, los siguientes
epitopos hTERT restringidos a MHC clase | pueden clasificarse como poseedores de una alta afinidad relativa por la
molécula MHC clase I: MPRAPRCRA (p1), APRCRAVRSL (p4) y APSFRQVSCL (p68). Usando el mismo enfoque,
los siguientes epitopos hTERT restringidos a MHC clase | pueden clasificarse como poseedores de una afinidad
relativa media por la molécula MHC clase |: RPAEEATSL (p277), RPSFLLSSL (p342) y RPSLTGARRL (p351).

La presente solicitud también describe un polinucleétido que codifica un analogo del epitopo restringido a MHC clase
I, es decir, epitopos que tienen al menos una sustitucion de aminoacido en comparacién con un epitopo hTERT
restringido a clase | como se ha descrito anteriormente, especialmente un analogo del epitopo restringido a HLA-B7.

El término "analogo" como se define en este documento se refiere a un péptido cuya secuencia se obtiene de un
péptido hTERT como se ha descrito anteriormente mediante al menos una sustituciéon de aminoacido, ya sea
conservativa, semi-conservativa o no conservativa. Un analogo es opuesto a un epitopo por el hecho de que su
secuencia de nucledtidos y/o aminoacidos no se halla en el gen o proteina hTERT de referencia desvelado en la
Figura 1 que se consideran dentro de la presente solicitud como las moléculas de referencia para definir los péptidos
o polinucleédtidos llamados de tipo silvestre. Dicho analogo puede resultar de la sustitucion en la secuencia de
nucledtidos correspondiente de una o varias bases nucleicas en el coddén que codifica dicho aminoacido. Por lo
tanto, un analogo polinucleotidico difiere de su equivalente de tipo silvestre (polinucleétido que codifica el péptido
hTERT con la secuencia de referencia de la cual se obtiene el analogo peptidico) mediante al menos una
sustitucion, y preferiblemente una, dos o tres sustituciones en el codéon o codones que codifican el resto
aminoacidico a sustituir. Como ejemplo, el péptido APRRLVQLL (llamado p444*) se obtiene del péptido p444
mediante la sustitucion del primer resto aminoacidico (D -> A).

Un analogo particular de un analogo restringido a HLA-B7 tiene la misma longitud o es mas corto que el epitopo del
cual se obtiene.

Los epitopos hTERT para el uso descrito anteriormente o los analogos descritos, siempre conservan en su
estructura primaria una prolina (P) en la posicién 2, y/o uno de los siguientes aminoacidos en la ultima posicién C-
terminal: A, L, I, M, V, F, W o Y. Por lo tanto, los péptidos hTERT, incluyendo los analogos, tienen la siguiente
secuencia consenso: X- P- Xg.7- [ALIMVFWY], donde X se refiere a cualquier aminoacido, Xe.7 se refiere a la
cantidad de aminoacidos y [ALIMVFWY] se refiere a uno de estos aminoacidos.

Por lo tanto, para proporcionar un analogo de epitopo, la sustitucion del aminoacido o la sustitucion del codon
correspondiente en el polinucledtido no esta localizada en la segunda posicion (o segundo codon). Preferiblemente,
no se realiza ninguna sustitucion en la posicion C-terminal, aunque puede reemplazarse el tltimo aminoacido C-
terminal por un aminoacido equivalente, es decir, A, L, I, M, V, F, W o Y. Finalmente, la sustitucién se localiza
preferiblemente en la primera posicion aminoacidica, donde cualquier aminoacido se reemplaza por una alanina (A).

Adicionalmente, el ultimo aminoacido C-terminal de un decamero se puede delecionar para dar un nonamero, con la
condiciéon de que el nonamero resultante mantenga o adopte la secuencia consenso X- P- Xs.7- [ALIMVFWY]. Del
mismo modo, se afade un aminoacido seleccionado entre A, L, I, M, V, F, W e Y al extremo C-terminal de un
nonamero para dar lugar al decamero, con la condicién de que el decamero resultante mantenga o adopte la
secuencia consenso X- P- Xg.7- [ALIMVFWY].

En el caso de sustitucion, delecion o adicion, incluyendo especialmente aquellas ilustradas anteriormente, tomadas
de forma individual o como combinaciones, la conformacion tridimensional del analogo peptidico debe ser igual o
ligeramente modificada con respecto a la del equivalente de tipo silvestre, para asegurar un plegamiento correcto del
analogo y su correcta unién a la molécula MHC clase . El ensayo de estabilizacion de MHC descrito anteriormente
puede usarse para comprobar que dichas restricciones se cumplen.

El analogo resultante tiene al menos las mismas caracteristicas que su equivalente de tipo silvestre, en términos de
afinidad por una molécula MHC clase | particular, especialmente la molécula HLA-B7, y tiene esencialmente la
misma capacidad de transportarse como un complejo epitopo/MHC en la superficie celular y/o tiene esencialmente
la misma capacidad de provocar una respuesta inmunogénica cuando se ensaya en las mismas condiciones.
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El péptido de partida puede ser preferiblemente un epitopo hTERT que tiene una afinidad media, y el analogo
resultante tiene una afinidad mayor que su equivalente de tipo silvestre. El analogo puede tener, por el contrario, una
inmunogenicidad mayor que su equivalente de tipo silvestre. Como ejemplo, el analogo peptidico p444* citado
anteriormente tiene una afinidad aumentada por la molécula MHC clase | en comparacién con el péptido p444 a
partir del cual se obtiene.

Un objeto de la invencién es proporcionar usos de un polipéptido hTERT capaz de provocar una respuesta inmune, y
particularmente una respuesta CTL (linfocitos T citotoxicos). La solicitud también describe un epitopo o analogo de
epitopo hTERT, capaz de provocar una respuesta inmune, y particularmente una respuesta CTL (linfocito T
citotdxico). Sin embargo, los linfocitos T no reconocen dicho analogo que se usa para estimular dichos linfocitos
solamente, mediante células presentadoras de antigeno. El analogo descrito anteriormente puede mantener su
comportamiento inmunogénico, y puede ser capaz de provocar una respuesta inmune contra células que
sobreexpresan epitopos hTERT, es decir, esos CTL reconocen el epitopo de tipo silvestre, incluso si se estimulan
con un analogo del epitopo. Particularmente, los linfocitos estimulados por un analogo de epitopo descrito en la
solicitud puede no reaccionar contra las células, que no sobreexpresaban epitopos hTERT. Por lo tanto, los linfocitos
estimulados no reaccionan con células que sobreexpresan otros epitopos (reaccion cruzada) o con células que
expresan el epitopo hTERT como un nivel basal (células sanas). Todas las caracteristicas mencionadas
anteriormente son en un entorno HLA-B7, y preferiblemente en un contexto HLA-B0702.

Puede realizarse un ensayo de citotoxicidad convencional usando un ensayo convencional de liberacion de *ICr de
4-5 horas para ensayar la capacidad de los linfocitos estimulados de reaccionar contra las células diana, tal como en
la publicacion Firat (1999. Eur. J. of Immunol. 29: 3112-3121) incorporada en este documento por referencia. En
resumen, se activa una suspension celular que contiene CTL, con péptido (péptido hTERT o analogo en el presente
caso) mas la propia molécula MHC clase | in vivo. Las células diana (que expresan o no el epitopo hTERT
correspondiente) previamente incubadas con Scr después se incuban con linfocitos activados. El reconocimiento de
las células diana por los CTL activados conduce a la apoptosis de las células diana y la liberacion de *ICr, donde
dicha liberacién es proporcional a la cantidad de células diana eliminadas. Se usa una incubacién de células diana
con un péptido de control como control negativo para calcular la liberacion espontanea de icr. El porcentaje
especifico de lisis se calcula sustrayendo la lisis no especifica observada con el péptido de control a la lisis obtenida
con los péptidos a ensayar. Cuanto mayor es el porcentaje, mas dianas se habran eliminado por los CTL. La lisis
especifica se determina a varias proporciones de células efectoras (CTL) a células diana (E:T). La lisis especifica se
calcula como la proporcion entre [liberacién experimental - liberacion espontanea] y [liberacién total - liberacion
espontaneal.

La presente invencion se refiere al uso de un polinucleétido que codifica un poliepitopo. Un poliepitopo se define
como un polipéptido que tiene al menos dos epitopos, elegidos entre los epitopos hTERT restringidos a MHC clase |,
especialmente restringidos a HLA-B7 (p1, p4, p68, p277, p342, p351, pd4d4, pd464, p966, p1107 y p1123). El
polinucléotido descrito puede codificar un polipéptido que tiene analogos de epitopos restringidos a MHC clase |,
especialmente restringidos a HLA-B7 descritos en este documento. El polinucledtido de la invencion comprende o
consta de al menos dos unidades polinucleotidicas que codifican dichos epitopos. Una unidad polinucleotidica se
define como la secuencia codificante para un epitopo de la invencion o analogo desvelado en este documento.

La invencién se refiere particularmente al uso de un polinucleétido que codifica un poliepitopo, que comprende al
menos epitopos elegidos entre (a) RPSLTGARRL (p351), (b) APSFRQVSCL (p68), (c) APRCRAVRSL (p4), (d)
DPRRLVQLL (p444), (e) FVRACLRRL (p464), (f) AGRNMRRKL (p966), (g) LPGTTLTAL (p1107) y (h) LPSPKFTIL
(p1123). Otro polinucledtido, que codifica un poliepitopo, comprende al menos una unidad polinucleotidica elegida
entre el grupo de un polinucleétido que codifica un epitopo hTERT restringido a HLA-B7 correspondiente a (a)
RPSLTGARRL (p351), (b) APSFRQVSCL (p68), (c) APRCRAVRSL (p4), (d) DPRRLVQLL (p444), (e) FVRACLRRL
(p464), (f) AGRNMRRKL (p966), (g) LPGTTLTAL (p1107) y (h) LPSPKFTIL (p1123), y al menos una unidad
polinucleotidica elegida entre el grupo de los polinucledtidos que codifican la secuencia MPRAPRCRA (p1),
RPAEEATSL (p277) o RPSFLLSSL (p342).

Ninguno de los polinucleétidos que codifican poliepitopos de la invencion coincide con la secuencia codificante de
hTERT de longitud completa.

En una realizacion particular de la invencion, la cantidad de epitopos hTERT restringidos a MHC clase | y/o analogos
en el poliepitopo preparado esta limitada a 30. En otra realizacién, la cantidad de epitopos hTERT restringidos a
HLA-B7 y/o analogos esta limitada a aproximadamente 30, y es preferiblemente de 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20,
25 0 30. En ofra realizacion, la cantidad de epitopos hTERT restringidos a HLA-B0702 y/o analogos esta limitada a
aproximadamente 10, y es preferiblemente de 2, 3, 4,5, 6,7, 8,90 10.

Por consiguiente, el polinucleédtido que codifica un poliepitopo tiene 30 o menos unidades polinucleotidicas,
especialmente 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25 o 30 o cualquier cantidad dentro de este intervalo.

Las unidades polinucleotidicas (y por consiguiente los epitopos) del polinucleétido son consecutivas.
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En dicha realizacion particular de la invencion, el tamafio de la secuencia nucleica que codifica los epitopos hTERT
o analogos consecutivos es de menos de 3000 pb, y preferiblemente de menos de 2000 pb, 1000 pb, 500 pb, 400
pb, 300 pb, 200 pb o 100 pb.

En una realizacion particular, el polinucleétido que codifica los muiltiples epitopos (poliepitopo) consta de una
molécula de acido nucleico que codifica una forma truncada o mutada de la proteina hTERT. En una realizacion
preferida, la forma truncada o mutada de la proteina hTERT se desprovee de su actividad catalitica, es decir, no es
capaz de dirigir la sintesis de la unidad repetida (T2AG3) en los extremos de los cromosomas, participando en el
mantenimiento de la longitud del telémero. Dicha proteina hTERT desprovista de su actividad catalitica, es decir, la
actividad retrotranscriptasa, se denomina no funcional. Por lo tanto, en otra realizacién particular, la molécula de
acido nucleico que codifica una forma truncada o mutada de la proteina hTERT carece del dominio de actividad
catalitica de hTERT. En una realizacion particular, la molécula de acido nucleico que codifica una forma truncada de
la proteina hTERT codifica una proteina que consta de al menos los 500 ultimos aminoacidos C-terminales.

En una realizaciéon particular, el polinucleétido codifica una proteina hTERT que esta delecionada en los
aminoacidos 867 a 869 (secuencia VDD), correspondiente a los nucleétidos 2654 a 2662 de la Figura 1 (tipo
silvestre) y que posibilita que el nucleotido 2657 sea contiguo al nucleétido 2658 en la Figura 9 que representa el
sitio de delecién, o como alternativa en los aminoacidos 864 a 872, correspondiente a los nucleétidos 2645 a 2671
de la Figura 1 (tipo silvestre) y que posibilita que el nucledtido 2648 sea contiguo al nucledtido 2649 en la Figura 9
que representa el sitio de delecién. En una realizacion particular, la proteina hTERT codificada tiene una delecién
que comprende al menos los restos aminoacidicos 867 a 869, es decir, esa delecion es mas larga que los 3 restos
aminoacidicos (secuencia VDD). Como ejemplo, tenemos la delecion 864-872 descrita anteriormente asi como una
delecion de 22 aminoacidos partiendo del resto aminoacidico 857 a 879 (de acuerdo con la Figura 1) o una delecién
que comprende los 5 aminoacidos N-terminales y los 5 aminoacidos C-terminales a la secuencia VDD (desde el
aminoacido 862 hasta el aminoacido 874 de acuerdo con la Figura 1, correspondiente a los nucleétidos 2639 a
2679). En una realizacion particular, la invencion se refiere a un polinucleétido comprende o consta de la secuencia
de nucleétidos expuesta en la Figura 9 o Figura 10.

Las unidades polinucleotidicas de acuerdo con los multiples epitopos para el uso de la invencién se disponen de
forma consecutiva, es decir, el extremo 3' de la primera unidad polinucleotidica esta directamente unido al extremo 5'
de la segunda unidad polinucleotidica (etc.), produciendo un polinucleétido que codifica una secuencia peptidica
exclusivamente compuesta por epitopos consecutivos. Dicho polinucleétido puede codificar un poliepitopo que
comprende o consta de los péptidos p1, p4, p68, p277, p342, p351, pdd4, pd64, p966, p1107 y p1123. En una
realizacion particular, el polinucleétido codifica la siguiente secuencia peptidica
MPRAPRCRAAPRCRAVRSLAPSFRQVSCLRPAEEATS-LRPSFLLSSLRPSLTGARRL, que comprende por tanto 6
epitopos hTERT restringidos a MHC clase |, particularmente restringidos a HLA-B7.

Los multiples epitopos descritos en este documento pueden separarse alternativamente por un espaciador de un
aminoacido o un espaciador peptidico, es decir, lo que significa que las diferentes unidades polinucleotidicas se
separan por uno o varios codones que codifican respectivamente uno o varios aminoacidos. Como espaciadores que
mejoran el procesamiento de multiples epitopos, se prefieren péptidos de 4 aminoacidos compuestos por una
arginina (R) en la posicion C-terminal y restos hidrdfilos (A, K, D y/o T) en otras posiciones. Especialmente, pueden
usarse los péptidos de 4 aminoacidos que tienen un resto cargado positivamente o un resto acido en la posicion C-
terminal, dependiente o independientemente de los restos hidrofilos (A, K, D, y/o T) en otras posiciones. En una
realizacion particular, dichos espaciadores son secuencias de procesamiento interno tales como secuencias de
procesamiento endosdmico o lisosémico, que posibilitan un mejor procesamiento de los multiples epitopos y evitan
el procesamiento de nuevos péptidos resultantes del corte solapante. Dicha separacion que recurre a un espaciador
puede usarse para separar todo o, por el contrario, parte de las unidades polinucleotidicas y, por consiguiente, todo
o parte de los epitopos.

El orden en que se disponen los epitopos puede determinarse por los especialistas en la técnica, de acuerdo con los
siguientes criterios: algunos 6rdenes pueden facilitar la transcripcion y/o traduccion del polinucleétido, pueden
facilitar el transporte del poliepitopo expresado resultante en el reticulo endoplasmatico (RE), especialmente si la
confirmacion tridimensional afecta a las propiedades, y puede facilitar el procesamiento del poliepitopo en varios
epitopos o analogos y evitar el procesamiento de epitopos solapantes.

El poliepitopo para el uso de la invencién posibilita la produccién de una respuesta CTL contra al menos uno,
especialmente contra varios epitopos o analogos contenidos en el poliepitopo, de forma simultanea, en un Unico
animal o ser humano.

En una realizacién particular, el polinucleétido que codifica el poliepitopo para el uso de la invencién comprende
adicionalmente un polinucleétido que codifica una sefial diana, unida de forma funcional a la unidad polinucleotidica
que codifica el epitopo mas N-terminal de los al menos dos epitopos. "Unido de forma funcional' como se usa en
este documento indica que la sefial diana (secuencia cadena arriba) esta unida al epitopo N-terminal (secuencia
cadena abajo) de un modo que posibilita que la secuencia sefial sea funcional, es decir, posibilitando dirigir al
poliepitopo al compartimento celular o dominio correcto. Por lo tanto, la unién entre las dos secuencias permite que
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cada secuencia desempefie su propia funcion en diferentes localizaciones y/o diferentes fases. En una realizacion
particular, dicha sefial diana es una secuencia sefial de reticulo endoplasmatico, y permite que el poliepitopo se
dirija al RE, para un procesamiento apropiado y asociacion con la molécula MHC clase |.

En una realizacion adicional, se afiade un codén que codifica un resto de metionina cadena arriba de la secuencia
que codifica el epitopo mas N-terminal, para posibilitar la correcta traduccién del polinucleétido, si el proceso de
traduccioén requiere un codoén de inicio. Dicho codén se afiade, solamente cuando el epitopo mas N-terminal no
posee un resto de metionina en su primera posicion.

La presente invencién también comprende el uso de un polinucleétido, de acuerdo con las definiciones dadas
anteriormente, que comprende o consta de al menos dos unidades polinucleotidicas seleccionadas entre el grupo
que consiste en

a. ATGCCGCGCGCTCCCCGCTGCCGAGCC (n),

b. GCTCCCCGCTGCCGAGCCGTGCGCTCCCTG (nd),
c. GCCCCCTCCTTCCGCCAGGTGTCCTGCCTG (n68),
d. AGACCCGCCGAAGAAGCCACCTCTTTG (n277),

e. CGGCCCTCCTTCCTACTCAGCTCTCTG (n342),

f. AGGCCCAGCCTGACTGGCGCTCGGAGGCTC (n351),
g. GACCCCCGTCGCCTGGTGCAGCTGCTC (nd44),

h. TTCGTGCGGGCCTGCCTGCGCCGGCTG (nd64),

i. GCTGGGAGGAACATGCGTCGCAAACTC (n966),

j. CTCCCGGGGACGACGCTGACTGCCCTG (n1107), y
k. CTGCCCTCAGACTTCAAGACCATCCTG (n1123).

Los siguientes polinucleétidos también pueden usarse como parte de la invencion:

un polinucleétido, que comprende al menos una unidad polinucleotidica seleccionada entre:

a. AGGCCCAGCCTGACTGGCGCTCGGAGGCTC (n351)
b. GCCCCCTCCTTCCGCCAGGTGTCCTGCCTG (n68),
¢. GCTCCCCGCTGCCGAGCCGTGCGCTCCCTG (n4),
d. GACCCCCGTCGCCTGGTGCAGCTGCTC (n444),

e. TTCGTGCGGGCCTGCCTGCGCCGGCTG (n464),

f. GCTGGGAGGAACATGCGTCGCAAACTC (n966),

g. CTCCCGGGGACGACGCTGACTGCCCTG (n1107), y
h. CTGCCCTCAGACTTCAAGACCATCCTG (n1123), y al menos una unidad polinucleotidica seleccionada entre:
j- ATGCCGCGCGCTCCCCGCTGCCGAGCC (n1),

k. AGACCCGCCGAAGAAGCCACCTCTTTG (n277),

|. CGGCCCTCCTTCCTACTCAGCTCTCTG (n342).

También se describen en este documento:

un polinucleétido, que comprende al menos una unidad polinucleotidica seleccionada entre:

a. AGGCCCAGCCTGACTGGCGCTCGGAGGCTC (n351)

b. GCCCCCTCCTTCCGCCAGGTGTCCTGCCTG (n68),

¢. GCTCCCCGCTGCCGAGCCGTGCGCTCCCTG (n4),

d. GACCCCCGTCGCCTGGTGCAGCTGCTC (n444),

e. TTCGTGCGGGCCTGCCTGCGCCGGCTG (n464),

f. GCTGGGAGGAACATGCGTCGCAAACTC (n966),

g. CTCCCGGGGACGACGCTGACTGCCCTG (n1107),

h. CTGCCCTCAGACTTCAAGACCATCCTG (n1123),y

i. GCCCCCCGTCGCCTGGTGCAGCTGCTC (n444*), o sus analogos como se ha definido anteriormente;

un polinucleoétido, de acuerdo con las definiciones dadas anteriormente, que comprende o consta de al menos
dos unidades polinucleotidicas seleccionadas entre el grupo que consiste en:

a. ATGCCGCGCGCTCCCCGCTGCCGAGCC (n1),

b. GCTCCCCGCTGCCGAGCCGTGCGCTCCCTG (n4),
¢. GCCCCCTCCTTCCGCCAGGTGTCCTGCCTG (n68),
d. AGACCCGCCGAAGAAGCCACCTCTTTG (n277),

e. CGGCCCTCCTTCCTACTCAGCTCTCTG (n342),

f. AGGCCCAGCCTGACTGGCGCTCGGAGGCTC (n351),
g. GACCCCCGTCGCCTGGTGCAGCTGCTC (n444),

h. TTCGTGCGGGCCTGCCTGCGCCGGCTG (n464),
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i. GCTGGGAGGAACATGCGTCGCAAACTC (n966),

j. CTCCCGGGGACGACGCTGACTGCCCTG (n1107), y
k. CTGCCCTCAGACTTCAAGACCATCCTG (n1123), y
l. GCCCCCCGTCGCCTGGTGCAGCTGCTC (nd44%).

- un polinucleétido, que comprende al menos una unidad polinucleotidica seleccionada entre:

a. AGGCCCAGCCTGACTGGCGCTCGGAGGCTC (n351)

b. GCCCCCTCCTTCCGCCAGGTGTCCTGCCTG (n68),

¢. GCTCCCCGCTGCCGAGCCGTGCGCTCCCTG (n4),

d. GACCCCCGTCGCCTGGTGCAGCTGCTC (n444),

e. TTCGTGCGGGCCTGCCTGCGCCGGCTG (n464),

f. GCTGGGAGGAACATGCGTCGCAAACTC (n966),

g. CTCCCGGGGACGACGCTGACTGCCCTG (n1107), y

h. CTGCCCTCAGACTTCAAGACCATCCTG (n1123), y

. GCCCCCCGTCGCCTGGTGCAGCTGCTC (n444*) o sus analogos como se ha definido anteriormente, y al
menos una unidad polinucleotidica seleccionada entre:

j- ATGCCGCGCGCTCCCCGCTGCCGAGCC (n1),

k. AGACCCGCCGAAGAAGCCACCTCTTTG (n277),

. CGGCCCTCCTTCCTACTCAGCTCTCTG (n342) o sus analogos como se ha definido anteriormente.

También se incluyen para su uso en la presente invencion, polinucleétidos o unidades polinucleotidicas de acuerdo
con un epitopo, analogo o poliepitopo de la invencion, teniendo en consideracion la degeneracion del codigo
genético. Por lo tanto, cada aminoacido puede codificarse por el codén de la secuencia de nucleétidos de referencia
de hTERT, o por cualquier codén que codifique dicho aminoacido.

La invencién también se refiere al uso de un polinucleétido que comprende o consta de cualquier combinacion de al
menos dos de estas unidades polinuclectidicas, seleccionados entre el grupo anterior, y opcionalmente analogos
adicionalmente de estas unidades polinucleotidicas, donde dicha unidad polinucleotidica o analogo codifica un
epitopo hTERT restringido a HLA-B7.

Todas las caracteristicas dadas anteriormente referentes a epitopos, analogos, poliepitopos, combinacion de los
mismos, espaciadores, secuencias sefal diana... son aplicables a cualquier polipéptido de la invencién, asi como a
las secuencias polinucleotidicas correspondientes.

Un vector recombinante, que comprende o consta de un polinucleétido de la invencion, como se ha definido
anteriormente, también es un objeto de la presente invencion. El vector recombinante puede ser un vector para
expresion eucariota o procariota, tal como un plasmido, un fago para introduccion en bacterias, un YAC capaz de
transformar levaduras, un vector viral y especialmente un vector retroviral, o cualquier vector de expresion. Un vector
de expresion como se define en este documento se elige para posibilitar la produccion de un epitopo o analogo o
poliepitopo como se ha definido anteriormente, in vitro o in vivo.

Por lo tanto, ademas del polinucleétido, el vector para el uso de la invenciéon puede comprender adicionalmente
regiones de regulacion de la transcripcion (incluyendo promotor, potenciador, sitio de unién al ribosoma (RBS), sefal
poliA), una sefial de terminacion, un origen de replicaciéon procariota o eucariota y/o un gen de seleccion. Las
caracteristicas del promotor pueden determinarse facilmente por los especialistas en la técnica en vista de la
expresion necesaria, es decir, promotor constitutivo, transitorio o inducible, fuerte o débil, especifico de tejido y/o
especifico de la fase del desarrollo. Por lo tanto, pueden elegirse promotores especificos de tejido dependiendo del
organo en el cual se administra una composicién que contenga este vector, por ejemplo, inyectado, y dependiendo
de la intensidad de expresidon requerida. En una realizacién particular, el promotor es un promotor CMV
(citomegalovirus humano). Dicho vector también puede comprender una secuencia que posibilite la expresion
condicional, tal como secuencias del sistema Cre/Lox o sistemas analogos.

Los vectores de expresion para el uso de la invencion pueden ser vectores virales, y particularmente un vector de
expresion viral, tal como vectores derivados de retrovirus, especialmente derivados de lentivirus tales como vectores
derivados de VIH, VIF o VIS. Mas particularmente, el vector derivado de lentivirus es un vector derivado de lentivirus
humano tal como un vector de expresion de VIH, particularmente un vector derivado de VIH-1 o VIH-2. Un vector
derivado de retrovirus comprende un genoma del vector retroviral, habitualmente incluido 3n una construcciéon de
ADN, tal como un plasmido, y expresado en particulas virales, donde dicho genoma de vector retroviral comprende
los elementos necesarios para la retrotranscripcion, particularmente las LTR posiblemente mutadas incluyendo
delecionadas en parte, especialmente delecionadas en la region U3. En ningun caso, el vector derivado de retrovirus
contiene todas las secuencias nucleotidicas que codifican las proteinas retrovirales de longitud completa.
Posiblemente, contenga parte de una o varias de dichas secuencias de nucleétidos siempre que no codifique dichas
proteinas o fragmentos funcionales de las mismas. Dicha construccion de ADN que comprende dicho genoma de
vector retroviral comprende adicionalmente un ADN de interés recombinado con las secuencias nucleotidicas
retrovirales, comprendiendo o constando dicho ADN de interés de un polinucleétido de la invencion.
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En una realizacion preferida, el genoma del vector derivado de retrovirus comprende un ADN solapa como se
describe a continuacion y al menos un polinucleétido de la invencion. En una realizacion preferida, el vector derivado
de retrovirus es un vector de expresion de VIH que comprende un ADN solapa como se describe a continuacion y al
menos un polinucleétido de la invencion. Los vectores de VIH expresan por lo tanto solamente el acido o acidos
nucleicos de interés, incluyendo los polinucleétidos de la invencion, contenidos entre las dos LTR de VIH y por tanto
pueden acomodar grandes secuencias de hasta 5-6 kb. Una realizacion particular de la invencion es un vector de
expresion de VIH, y mas particularmente un vector de expresion de VIH-1 o VIH-2, donde una LTR de VIH-1 o
respectivamente la LTR de VIH-2 esta delecionada para el promotor y el potenciador del dominio U3 (AU3). Esta
delecion particular ha demostrado previamente aumentar la expresion del acido o acidos nucleicos contenidos en el
vector, y particularmente cuando estan asociados con un promotor. En otra realizacion particular, el vector
comprende una LTR delecionada en el promotor y el potenciador del dominio U3, un promotor tal como un promotor
CMV o EF1a y un polinucledtido de la invencion.

En otra realizacion, el polinucleétido de la invencion introducido en el vector derivado de retrovirus se incluye en un
casete de expresion.

Un ADN solapa (o triple hélice como se desvela en el documento WO 99/55892, el documento WO 01/27300 y el
documento WO 01/27304) es una secuencia de nucleotidos de origen retroviral o tipo retroviral que comprende dos
regiones esenciales, es decir, las regiones cPPT (tracto central de polipurina) y la CTS (region de terminacion de
accion en cis), donde las regiones cPPT y CTS incluyen una estructura de ADN de tres hebras. Un ADN solapa
adecuado para la invencion puede obtenerse de un organismo retroviral o tipo retroviral tal como un retrotransposoén,
preparado sintéticamente (sintesis quimica) o por amplificacion del ADN solapa de cualquier acido nucleico retroviral
tal como reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El retrovirus, del cual puede obtenerse el ADN solapa, es
particularmente un retrovirus o un lentivirus, especialmente un retrovirus o lentivirus humano y es en particular un
retrovirus VIH, el virus VAEC (virus de la artritis encefalica caprina), el virus VAIE (virus de la anemia infecciosa
equina), el virus VISNA, el virus VIS (virus de la inmunodeficiencia del simio) o el virus VIF (virus de la
inmunodeficiencia felina). En una realizacion mas preferida, el ADN solapa se obtiene de un retrovirus VIH, por
ejemplo, un virus VIH-1 o VIH-2 o cualquier aislado diferente de estos dos tipos. Es digno de mencién que el ADN
solapa se usa aislado de su contexto nucleotidico natural (genoma viral), es decir, aislado del gen pol en el cual esta
contenido de forma natural en un retrovirus. Por lo tanto, el ADN solapa se usa, en la presente invencion,
delecionado de las partes 5'y 3' innecesarias del gen pol y se recombina con secuencias de origen diferente.

El ADN solapa actia como un determinante en cis de la importacion nuclear del vector, y es de gran interés para la
recombinacion y la integracion de uno o mas acidos nucleicos en células tanto en division como no en division. El
vector de expresion derivado de retrovirus especialmente vectores derivados de VIH, que incluyen la secuencia del
ADN solapa (vectores TRIP) son capaces de transducir células B y T primarias, macréfagos, células dendriticas,
etc., con una eficiencia diez veces mayor que otros vectores VIH que carecen del ADN solapa. Puede obtenerse de
forma rutinaria una transduccion del 80-90% de las células.

En una realizacion preferida, un vector adecuado para una estrategia de expresion in vivo y vacuna es un vector
retroviral y especialmente un vector lentiviral (véanse los documentos WO 99/55892, WO 01/27300 y WO 01/27304).
Dichos vectores han demostrado ser particularmente eficaces y seguros, cuando su genoma se modifica (Firat et al.
2002, The Journal of Gene Medicine 4: 38-45). De hecho, estos vectores tienen la capacidad de transferir de forma
eficaz y estable genes terapéuticos o indicadores, en gran diversidad de células y tejidos, tales como células madre
hematopoyéticas, cerebro, higado y retina. Ademas, esta elevada eficacia de transduccion es independiente del
estado proliferativo de las células diana. En particular, estos vectores han demostrado inducir de forma eficaz
respuestas de células T CD8" tanto in vivo en ratones como ex vivo en seres humanos, debido a su capacidad de
transducir células presentadoras de antigeno tales como células dendriticas (DC) con elevada eficacia, ex vivo asi
como in vivo (Esslinger et al. Hum Gene Ther 2002;13:1091-100; Breckpot et al. J Gene Med 2003;5:654-67;
Esslinger et al. J Clin Invest 2003;111: 1673-81).

El vector, definido en la Figura 7, se ha usado para expresion in vitro o in vivo de epitopos, analogos o poliepitopos
de la invencion. Como ejemplos de vectores, de los cuales pueden obtenerse los vectores para el uso de la
invencion, estan los siguientes, todos depositados en la CNCM (Collection Nationale de Culture de Microorganismes
at Institut Pasteur, Paris, Francia):

Nombre del vector Numero de acceso  Fecha de deposito Descrito en la solicitud de patente
pTRIP.EGFP [-2005 15 de abril de 1998 WO 99/55892
PTRIP-MEL.IRES-GFP [-2185 20 de abril de 1999

PTRIP-TEL/AML-IRES-GFP 1-2326 11 de octubre de 1999

PTRIP-TEL/ILKE-IRES-GFP 1-2327 11 de octubre de 1999 WO 01/27300
PTRIP-DES-IRES-GFP 1-2331 11 de octubre de 1999

Los vectores descritos en la solicitud de patente WO 01/27304, y especialmente TRIP AU3 Efa1 GFP y TRIP AU3
PL CMV GFP, también pueden usarse para obtener los vectores de la presente invencion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2590462 T3

Un vector particular para el uso de la invencion es el vector pTRIP-CMV-AhTERT, depositado en la CNCM (Institut
Pasteur, Paris, Francia) con el numero CNCM 1-3660 el 28 de julio de 2006. Un medio de crecimiento adecuado para
cultivar este vector es un medio TB, opcionalmente suplementado con higromicina. Otro vector de expresion para el
uso de la invencion es el vector pTRIP-CMV-AhTERT depositado en la CNCM con el nimero CNCM 1-3660 el 28 de
julio de 2006, en el cual se ha sustituido la secuencia hTERT delecionada por cualquier polinucleétido de la
invencion.

La presente invencion también se refiere al uso de células que comprenden polinucleétidos o unidades
polinucleotidicas de la invencion.

En una realizacioén, la célula se transfecta con un vector de la invencién, por métodos bien conocidos para los
especialistas en la técnica, es decir, por transfeccion quimica (fosfato calcico, lipofectamina), técnicas basadas en
lipidos (liposoma), electroporacion, fotoporacion, uso de vectores virales... En otra realizacion, una célula se
transforma o transduce con un polinucleétido de la invencién, de un modo que posibilite la integracion del
polinucledtido en el genoma de la célula por recombinacién con la secuencia celular homéloga o por insercion en el
genoma celular. La transfeccion, infeccion o transduccion puede suceder ex vivo, es decir, en un entorno artificial
fuera del organismo vivo.

Entre las células particularmente interesantes en la estrategia de vacuna estan células del sistema inmune, y
especialmente células presentadoras de antigeno (APC). En una realizaciéon particular, estas células son APC
implicadas en el reconocimiento MHC clase |, como células dendriticas (DC) o en el reconocimiento MHC clase |l tal
como macroéfagos o linfocitos B. Entre las DC, se prefieren DC maduradas completamente ex vivo, es decir, DC que
se han madurado in vitro por epitopos o analogos.

Como se usa en este documento, los términos "transfectado", "transformado" o "infectado" se refieren a una célula
que comprende un vector de la invencion (expresion transitoria), mientras que la expresion "genéticamente
transformado" se refiere a una célula cuyo genoma se ha modificado definitivamente por un polinucleétido de la
invencion (expresion permanente).

Dichas células transformadas de forma transitoria o estable pueden cualquier célula procariota (bacterias) o
eucariota (levaduras, células animales incluyendo de mamifero especialmente humanas). En una realizacion, las
células son células no humanas. En una realizacion particular, las células de la invenciéon son células humanas
aisladas, significando "aisladas" fuera de su entorno natural.

Un hospedador particular es la cepa de E. coli depositada en la CNCM con el nimero CNCM [-3660 el 28 de julio de
2006.

La invencion también se refiere al uso de poliepitopos definidos anteriormente cuando se describen los
polinucleétidos de la invencion y particularmente al uso de cualquier polipéptido codificado por un polinucleétido o
unidades polinucleotidicas de la invencién. También se describe el uso de epitopos y analogos definidos
anteriormente cuando se describen los polinucléotidos de la invencion. Polipéptidos particulares son epitopos
hTERT restringidos a MHC clase |, especialmente restringidos a HLA-B7, elegidos entre el grupo que consiste en:

a. MPRAPRCRA (p1),

b. APRCRAVRSL (p4),
c. APSFRQVSCL (p68),
d. RPAEEATSL (p277),
e. RPSFLLSSL (p342),
f. RPSLTGARRL (p351),
g. DPRRLVQLL (p444),
h. FVRACLRRL (p464),
i. AGRNMRRKL (p966),
j. LPGTTLTAL (p1107), y
k. LPSPKFTIL (p1123).

Los epitopos hTERT restringidos a HLA-B7 particulares, se eligen entre el grupo que consiste en:

a. RPSLTGARRL (p351),
b. APSFRQVSCL (p68),
c. APRCRAVRSL (p4),

d. DPRRLVQLL (p444),
e. FVRACLRRL (p464),

f. AGRNMRRKL (p966),
g. LPGTTLTAL (p1107), y
h. LPSPKFTIL (p1123).

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2590462 T3

Un grupo particular consta de los siguientes epitopos hTERT restringidos a MHC clase |, especialmente restringidos
a HLA-B7:

a. MPRAPRCRA (p1),

b. APRCRAVRSL (p4),

c. APSFRQVSCL (p68), y
d. RPSLTGARRL (p351).

Otro grupo consta de los siguientes epitopos hTERT restringidos a HLA-B7: RPAEEATSL (p277) y RPS-FLLSSL
(p342). Un alelo HLA-B7 preferido abordado por estos epitopos es HLA-B0702.

La solicitud también describe el uso de analogos de los péptidos desvelados anteriormente, y que tienen al menos
una sustitucion de aminoacido. Las caracteristicas que pertenecen a estos analogos se han descrito especialmente
en las paginas anteriores. Un analogo de péptido particular es p444* que tiene la siguiente secuencia peptidica
APRRLVQLL.

Finalmente, la invencién también se refiere al uso de cualquier polinucleétido que codifique un poliepitopo hTERT
como se describe en la presente memoria descriptiva.

La invencién también se refiere al uso de un poliepitopo que comprende al menos dos epitopos descritos
anteriormente y opcionalmente que comprende adicionalmente analogos descritos anteriormente. Los poliepitopos
no son la proteina hTERT de longitud completa. El tamafio de dicho poliepitopo puede variar de 15 a 1000, en
particular de 50 o de 100 a 1000 aminoacidos, especial y particularmente de aproximadamente 100, 200, 300, 400,
500 o 1000 aminoacidos. Dicho epitopo comprende o consta de 2 a 30 epitopos o analogos, y particularmente de 2
a 20 o de 2 a 10 epitopos y/o analogos. Un poliepitopo particular comprende o consta de 6 epitopos consecutivos y
tiene la siguiente secuencia MPRAPRCRAAPRCRAVRSLAPSFRQVSCLRPAEEATSLRPSF LLSSLRPSLTGARRL.
Otro poliepitopo particular comprende o consta de los epitopos p1, p4, p68, p277, p342 y p351, siendo los epitopos
consecutivos entre si en el poliepitopo obtenido o estando separados todo o parte de ellos por espaciadores
peptidicos.

Otro poliepitopo para el uso de la invencion comprende al menos dos epitopos, eligiéndose al menos uno entre el
grupo que consiste en:

a. RPSLTGARRL (p351),
b. APSFRQVSCL (p68),
c. APRCRAVRSL (p4),

d. DPRRLVQLL (p444),
e. FVRACLRRL (p464),

f. AGRNMRRKL (p966),
g. LPGTTLTAL (p1107), y
h. LPSPKFTIL (p1123),

y eligiéndose al menos uno entre el grupo que consiste en

j. MPRAPRCRA (p1),
k. RPAEEATSL (p277),
. RPSFLLSSL (p342),

donde dicho poliepitopo no es hTERT de longitud completa.

Los polipéptidos para el uso de la invencion pueden sintetizarse quimicamente, o producirse in vitro (sistema sin
células) o in vivo después de la expresion de la secuencia correspondiente de acido nucleico en un sistema celular.

La proteina hTERT de longitud completa representada en la Figura 1 se excluye de la invencién, asi como la
correspondiente secuencia codificante de longitud completa. También se excluye de la presente invencion el péptido
RPALLTSRL. Estos péptidos se excluyen particularmente en el contexto del reconocimiento de HLA-B7.

La invencién se refiere a un poliepitopo o polinucleétido, un vector de expresion o célula hospedadora definida en el
uso anteriormente, para su uso en la provocacién o participacion para proporcionar una respuesta inmune
restringida a HLA-B7 contra hTERT.

La invencion también se refiere al uso de una composicion que comprende un polinucleétido, un vector, una célula
hospedadora y/o un polipéptido de la invencion. En una realizacion particular, dicha composicion es adecuada para
administracion in vivo, es decir, dicha composicion se preparada para inyeccién, o mas generalmente para
asociacion con soluciones o emulsiones liquidas fisioldgicamente aceptables para administracion. Dicha
composicion puede usarse para administracion sistémica o local, especialmente por inyeccion, y puede comprender
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adicionalmente un excipiente farmacéuticamente adecuado (incluyendo agua, soluciéon salina, dextrosa, glicerol,
etanol, y combinaciones de los mismos), o un medio y/o un vehiculo.

En una realizacién particular, dicha composicién comprende un polinucleétido de la invencidon que codifica un
poliepitopo descrito anteriormente. Dicha composicién puede comprender otras moléculas de acido nucleico que
codifican al menos un epitopo hTERT o analogo del mismo o poliepitopo, restringido a un alelo diferente de MHC
clase | al de HLA-B7. La combinacion de epitopos hTERT restringidos a diferentes supertipos HLA o alelos posibilita
cubrir una poblacion mas grande de pacientes en necesidad de tratamiento que un Unico supertipo o alelo. Para este
fin, se prefieren HLA-A1, -A2, -A3 y —A24.

En otra realizacion, la composicién comprende moléculas de acido nucleico que codifican al menos un epitopo
hTERT o analogo del mismo o poliepitopo, restringido a MHC clase Il. Dicha composicion puede comprender
cualquier combinaciéon de moléculas de acido nucleico descritas anteriormente, con al menos un epitopo hTERT
restringido a HLA-B7, analogo o poliepitopo de la presente invencion. La combinaciéon, en una composicion de
moléculas de acido nucleico, de polinucledtidos que codifican epitopos restringidos a Clase | y Clase Il que
posibilitan la reaccion de diversas células inmunes (linfocitos T o células NK para clase | frene a linfocitos auxiliares
para clase ll), y/o la provocacion de diversas respuestas inmunes (respuesta humoral frente a celular) también esta
dentro de la presente invencion.

En otra realizacion, la composicién comprende moléculas de acido nucleico que comprenden al menos dichas
moléculas que codifican un antigeno especifico de tumor (TSA) y/o al menos un antigeno asociado a tumor (TAA),
tal como antigeno especifico de préostata (PSA), antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA) o fosfatasa
acida prostatica (PAP) (Tartour et al. 2000 Immunol Lett Sep 15; 74(1): 1-3; Tartour et al. 1996 Presse Med. Nov 16;
25(25): 1717-22).

Pueden usarse varios tipos de composiciones terapéuticas para provocar una respuesta inmune contra un epitopo o
analogo de la invencion.

Una composicién que comprende un polinucleétido para el uso de la invencién se administra a un hospedador, por
ejemplo inyectado (conocido como vacunacion con ADN) y dicho acido nucleico expresa in vivo un polipéptido que
comprende o que consta de multiple epitopos de acuerdo con la invencién. Dichas vacunas de ADN habitualmente
constan de vectores plasmidicos como se ha descrito anteriormente. El suministro de ADN desnudo ha demostrado
ser poco eficaz, y se necesitan algunos vehiculos para mejorar el suministro y captacion de ADN en las células.
Hasta la fecha se han desarrollado dos tipos de vehiculos: (1) vehiculos virales (adenovirus, lentivirus, virus del
sarampion), o (2) vehiculos no virales tales como polimeros (y especialmente polimeros cationicos), ADN
encapsulado (liposomas, que comprenden lipidos catidénicos que interaccionan espontanea y rapidamente con
polianiones, tales como ADN y ARN, produciendo complejos liposoma/acido nucleico) o ADN ligado a
microparticulas de oro. Ademas, pueden usarse ventajosamente agentes que ayudan a la captacion celular del acido
nucleico, tal como iones calcio, proteinas bacterianas (proteinas de Shigella), proteinas virales y otros agentes que
facilitan la transfeccion. Otro tipo de composicidon de acuerdo con la invencién es una composicion que comprende
pseudoparticulas lentivirales que comprenden un vector o genoma de vector como se ha mencionado anteriormente.

Otro tipo de composicion comprende un poliepitopo para el uso de la invenciéon. Dicha composicion es
inmunogénica, es decir, es capaz de provocar una respuesta inmune en un hospedador en que se administra. Sin
embargo, para aumentar las propiedades inmunogénicas de los polipéptidos de la invencion, puede administrarse un
adyuvante con el polipéptido, para provocar o mejorar la respuesta inmune. Un adyuvante se define como cualquier
sustancia que potencia la inmunogenicidad de un antigeno mezclado con dicho adyuvante. Algunos adyuvantes
convierten antigenos solubles en pequefas particulas, tales como hidroxido de aluminio en gel, emulsion de aceite
en agua o complejos inmunoestimuladores (ISCOM). Otra clase de adyuvantes comprende constituyentes estériles
de bacterias tales como pared celular o polisacaridos, adyuvante de Freund. Finalmente, también pueden usarse
agentes emulsionantes o agentes tamponantes del pH para potenciar el comportamiento inmunogénico del epitopo o
analogo.

Todas las composiciones indicadas anteriormente pueden inyectarse en un hospedador mediante diferentes vias:
inyeccion subcutanea (s.c.), intradérmica (i.d.), intramuscular (i.m.) o intravenosa (i.v.), administracién oral y
administraciéon a la mucosa, especialmente administracién intra-nasal o inhalaciéon. La cantidad a administrar
(dosificacion) depende del sujeto a tratar, incluyendo la afeccion del paciente, el estado del sistema inmune del
individuo, la via de administracion y el tamafio del hospedador. Las dosificaciones adecuadas varian entre 200 ug a
1 mg, y pueden modificarlas los especialistas en la técnica, dependiendo de las circunstancias.

Las composiciones para el uso de la invencion son utiles para la profilaxis y/o tratamiento de estados neoplasicos en
pacientes, resultantes de proliferaciéon celular no controlada, incluyendo tumores, resultantes de la sobre-expresion
de hTERT, asi como para el tratamiento de consecuencias perjudiciales que acompafian a dicho estado neoplasico,
por ejemplo, cancer. La expresion "tratamiento" abarca el efecto curativo conseguido con las composiciones de la
invencion y también el efecto beneficioso para el paciente que experimenta el tratamiento, obteniéndose dicho efecto
a nivel celular o nivel clinico, incluyendo como resultado, una mejora de la afeccién del paciente y/o un estado de
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remisién o una recuperacion del estado de salud. En una realizacién particular, la composicién de la invencién
comprende adicionalmente compuestos activos adicionales Utiles para la profilaxis o el tratamiento de tumores, ya
sean compuestos generales o compuestos que han demostrado ser activos en un cancer especifico de tejido.

La invencion también se refiere a un proceso para activar linfocitos T contra epitopos hTERT restringidos a HLA-B7:

a. proporcionando linfocitos T, y,
b. cultivando in vitro dichos linfocitos T con al menos un poliepitopo de la invencién, en condiciones que
posibiliten la activacién de dichos linfocitos.

La solicitud también describe el uso de al menos un epitopo o analogo de epitopo en la etapa b. anterior.

En una realizacion particular, los linfocitos T activados con linfocitos T citotéxicos (CTL). Las condiciones
convencionales para activar linfocitos T usan interleuquina (IL) 2, IL-7, IL-12 y/o IL-15, y se describen en Minev et al.
(2000 PNAS; 97(9): 4796-4801) incorporado en este documento por referencia.

La solicitud también desvela un proceso para comprobar el comportamiento inmunogénico de un péptido hTERT,
que comprende:

a. activar linfocitos T, por cultivo in vitro de dichos linfocitos T con al menos un epitopo o analogo de epitopo o
poliepitopo de la invencién, en condiciones apropiadas,

b. cultivar in vitro dichos linfocitos activados con células diana que expresan, en su superficie celular, un
epitopo hTERT de la invencién unido a una molécula MHC clase |, en condiciones adecuadas, y

c. determinar si dichos linfocitos activados reaccionan contra dichas células diana.

En un proceso particular para comprobar el comportamiento inmunogénico de un péptido hTERT, el epitopo cuando
se usa individualmente, es decir, no en forma de un poliepitopo, se elige entre (a) RPSLTGARRL (p351), (b)
APSFRQVSCL (p68), (c) APRCRAVRSL (p4), (d) DPRRLVQLL (p444), (e) FVRACLRRL (p464), (f) AGRRMNRKL
(p966), (g) LPGTTLTAL (p1107) y (h) LPSPKFTIL (p1123); un ejemplo de analogo es p444* definido anteriormente.

Un proceso para comprobar el comportamiento inmunogénico y la restriccion a HLA-B7 de un péptido hTERT,
comprende:

a. activar linfocitos T como se ha descrito anteriormente, con un epitopo elegido entre MPRAPRCRA (p1),
APRCRAVRSL (p4), APSFRQVSCL (p68), RPAEEATSL (p277), RPSFLLSSL (p342) RPSLTGARRL (p351),
DPRRLVQLL (p444), FVRACLRRL (p464), AGRRMNRKL (p966), LPGTTLTAL (p1107) y LPSPKFTIL (p1123) o
un analogo de epitopo tal como APRRLVQLL (p444*) o el poliepitopo definido anteriormente;

b. cultivar in vitro dichos linfocitos activados con células diana que expresan, en su superficie celular, un
epitopo hTERT de la invencién unido a una molécula HLA-B7, en condiciones adecuadas, y

c. determinar si dichos linfocitos activados reaccionan contra dichas células diana.

La activacion de linfocitos incluye la presentacion de dichos epitopos o analogos por células presentadoras de
antigeno a linfocitos T virgenes (no activados). Una vez que los linfocitos T virgenes han reconocido el epitopo o
analogo de la invencion, en el contexto de una molécula HLA clase | particular, se dice que estan "activados" y listos
para reconocer dicho epitopo en la superficie celular de una célula diana. El contacto entre dichos linfocitos
activados (células efectoras) y células diana (que expresan el epitopo, a partir del cual se ha activado el linfocito),
conduce a la secrecion de moléculas y a la eliminacién de las células diana. Si un epitopo o analogo usado para
activar los linfocitos conduce a una destruccion eficaz de una célula diana que alberga dicho epitopo por dichos
linfocitos activados, dicho epitopo puede considerarse suficientemente inmunogénico para permitir no solamente la
reaccion in vitro sino también in vivo de las células T contra las células que expresan dichos epitopos. Las
condiciones adecuadas para el reconocimiento células diana/linfocitos son un contacto de 4 horas a 37°C en medio
RPMI.

La invencion también se refiere a un proceso para madurar in vitro células, y especialmente células presentadoras
de antigeno (APC), células B, células T y/o células dendriticas, contra epitopos hTERT restringidos a HLA-B7. Dicho
proceso para madurar in vitro células comprende:

a. proporcionar células,

b. posibilitar la maduracion de dichas células con al menos un poliepitopo hTERT restringido a HLA-B7 de la
invencion, y

c. opcionalmente, favorecer la expansion de dichas células maduradas.

La solicitud también describe el uso de al menos un epitopo o analogo de epitopo hTERT restringido a MHC clase |,
particularmente restringido a HLA-B7 en la etapa b. anterior.

Como se ha descrito anteriormente, la activacién de linfocitos requiere la presentacion del epitopo por células
presentadoras de antigeno maduradas. En la invencion, dichas células expresan al menos un alelo HLA-B7. Una de

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2590462 T3

ellas, las células dendriticas (DC), son particularmente eficaces en la presentacion de epitopos enddgenos
restringidos a MHC clase |, a linfocitos T. Uno de los objetivos de la maduracién de dichas células es su
administracién una vez maduradas, a un paciente en necesidad de tratamiento. La administracién de dichas DC
maduradas provocaria in vivo la activacion de los linfocitos del paciente, y la rapida reaccion contra la célula que
expresa el epitopo (la Unica, las DC con las que se ha transformado).

En una realizacion particular, un proceso para madurar in vitro células dendriticas comprende:

a. proporciona células dendriticas,

b. posibilitar la maduracién de dichas células dendriticas con al menos un epitopo hTERT restringido a HLA-B7
0 analogo de epitopo o poliepitopo de la invencion, y

c. opcionalmente, favorecer la expansion de dichas células dendriticas maduradas.

En una realizacion particular, dichas células dendriticas se aislan de sangre en circulacion o células de médula 6sea.
En otra realizacion, las células dendriticas se aislan del paciente en necesidad de tratamiento o de un donante de
HLA coincidente, para evitar el rechazo después de la administracién a dicho paciente.

La maduracion de las DC puede conseguirse por transformacion genética de dichas células dendriticas con un
polinucleétido de la invencién, por transfeccion de dichas células dendriticas con un vector de la invenciéon o por
contacto de dichas células dendriticas con al menos un epitopo, analogo de epitopo o poliepitopo de la invencion.
Se prefiere la transformacion genética a causa de su eficacia y la expresion permanente del epitopo, analogo o
poliepitopo codificado por el polinucleétido insertado en el genoma de la DC.

La invencion también se refiere a un polinucleétido que codifica un epitopo hTERT restringido a HLA-B7 para su uso
en la prevencion y/o tratamiento del cancer. En una realizacion particular, dicho polinucleétido, para su uso en la
prevencion y/o tratamiento del cancer codifica un poliepitopo hTERT restringido a HLA-B7 que comprende al menos
dos epitopos restringidos a HLA-B7 como se describe en la presente solicitud. En cuanto a lo que se refiere al
polinucleétido que codifica el poliepitopo, no coincide con la secuencia codificante de hTERT de longitud completa.
Por otro lado, puede coincidir con una versién mutada o delecionada de HTERT, suprimiendo dicha mutacién o
delecion la actividad catalitica de la telomerasa humana. En una realizaciéon particular, dicho polinucleétido
comprende al menos dos unidades polinucleotidicas que codifican un epitopo hTERT restringido a HLA-B7, elegido
entre el grupo que consiste en:

a. MPRAPRCRA (p1),

b. APRCRAVRSL (p4),
c. APSFRQVSCL (p68),
d. RPAEEATSL (p277),
e. RPSFLLSSL (p342),
f. RPSLTGARRL (p351),
g. DPRRLVQLL (p444),
h. FVRACLRRL (p464),
i. AGRRMNRKL (p966),
j. LPGTTLTAL (p1107), y
k. LPSPKFTIL (p1123).

La solicitud también describe polinucleétidos que comprende al menos una unidad polinucleotidica que codifica un
epitopo hTERT restringido a HLA-B7, elegido entre el grupo que consiste en a. a k. anteriores, o al menos un
analogo de dicho epitopo hTERT restringido a HLA-B7 tal como APRRLVQLL (p444*) o cualquier combinaciéon que
tenga al menos dos unidades polinucleotidicas que codifiquen dichos epitopos HLA-B7 y/o analogos. La invencion
se refiere a un poliepitopo hTERT HLA-B7 y, especialmente, un epitopo restringido a HLA-B0702 para su uso en la
prevencion y/o tratamiento del cancer. La invencion se refiere también a un polinucleétido, un vector, una célula
hospedadora o un polipéptido de la invencion, para su uso en la prevencion y/o tratamiento del cancer.

La invencion también se refiere al uso de un poliepitopo hTERT HLA-B7, (o polinucleétido correspondiente) para la
fabricacion de un farmaco para la prevencion y/o tratamiento del cancer. Los poliepitopos hTERT HLA-B7
particulares (o polinucleétidos correspondientes) son aquellos descritos anteriormente, asi como vectores, células o
composiciones que comprenden o que constan de los mismos. En una realizacién particular, se pretende el uso del
polinucleétido, vector, célula hospedadora o polipéptido que comprende o consta de un poliepitopo de la invencién
en la fabricacion de un farmaco para la prevencion y/o tratamiento del cancer para pacientes que tienen al menos un
alelo HLA-B7 como se ha definido anteriormente, y particularmente al menos un alelo HLA-B0702.

Cada definicion proporcionada en la memoria descriptiva se aplica a todos y cada uno de los péptidos (epitopos,

analogos o poliepitopos) asi como a todos y cada uno de los polinucleétidos, tomados individualmente (como tales)
o abarcados en un grupo.
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Breve descripcion de lo dibujos

Figura 1: Gen que codifica la proteina hTERT y secuencia correspondiente de aminoacidos.

La secuencia codificante esta localizada entre el nucleétido 56 y 3454. Los codones de inicio y terminacion estan
subrayados. La primera linea es la secuencia de nucleétidos; la segunda linea es la correspondiente secuencia
de aminodcidos. La tercera linea es la numeracion de la secuencia codificante de hTERT, empezando desde el
codon de inicié como primer aminoacido.

Figura 2: Los péptidos derivados de hTERT se procesan en ratones transgénicos HLA-B0702.

Se inmunizaron ratones HLA- B7 Tg y ratones virgenes (N) con 100 ug de ADN codificante de Htert. En el dia 14,
se estimularon células esplénicas de cada ratdén por separado in vitro con diferentes péptidos derivados de
hTERT. Las células efectoras se ensayaron 6 dias después contra dianas RMA-B7 cargadas con péptidos
relevantes (m) o de control ( ) como se describe en materiales y métodos. Se muestra el porcentaje de lisis a una
proporcion 60/1 (resultados de dos experimentos independientes).

Figura 3: Induccion de respuesta CTL contra hTERT en PBMC de donantes sanos de sangre.

Se activaron células linfociticas T de donantes sanos HLA-*B0702" con cada una de las seis PBMC autélogas
pulsadas con péptido hTERT como se detalla en materiales y métodos. Después de cuatro rondas de
estimulacion semanal, se ensayaron las células efectoras, pulsadas con péptidos relevantes (m) o de control (),
para la actividad litica contra células T2-B7 marcadas con *ICr. Se muestra el porcentaje de lisis a una
proporcion efector-diana de 20/1. Se presentan los resultados de 8 de 10 donantes (d1 a d8).

Figura 4: Efecto de un mAb anti-HLA clase | sobre la citotoxicidad de CTLp351 contra células tumorales.
Se determiné la citotoxicidad de la linea CTLp351 contra las lineas celulares de tumor HLA-*B0702" Mamo y
U293T pre-tratadas en ausencia (ninguno) o presencia de mAb contra HLA (mAb anti-HLA clase | o mAb anti-
clase Il (HLA-DR)) por ensayo convencional de liberacion de °'Cr a una proporcion efector-diana de 10/1.

Figura 5: Deteccion ex-vivo de respuesta de células T especifica de hTERT después de inmunizacion con
Lv-hTERT.

A) Se inmunizaron ratones transgénicos HLA-B7 con particulas recombinantes Trip-hTERT o Trip-GFP de control
(1500 ng). Después de 12 dias, se detectaron ex vivo las células T especificas de péptido hTERT que producian
IFNy de cada raton por ensayo IFNy-ELISPOT en células esplénicas frescas. Se calcularon las SFC de IFNy
después de sustraer los valores del control negativo. Se representan los resultados de tres experimentos
independientes.

B) Se inmunizaron ratones HHD con Trip-hTERT como se ha descrito anteriormente. Se detectaron ex vivo las
células T especificas de péptido hTERT que producian IFNy por ELISPOT como se ha descrito anteriormente. Se
representan los resultados de dos experimentos independientes.

Figura 6: Sensibilizaciéon de respuestas de células T CD8" especificas en ratones transgénicos HLA-
B*0702 después de inmunizacion con Trip-hTERT

Se inmunizaron ratones transgénicos HLA-B*0702 con Trip-hTERT (4 primeras barras negras) o control (2
Ultimas barras verticales con bandas horizontales). Doce dias después, se detectaron ex vivo las células
individuales productoras de IFN-y dentro en los esplenocitos de cada ratdon por ensayo ELISPOT de IFN-y. Se
cultivaron linfocitos purificados en Ficoll de esplenocitos recién aislados de ratones inmunizados individuales
directamente con o sin 5 pg/ml de cada péptido derivado de hTERT restringido a HLA-B*0702 durante 24 h. La
cantidad de SFC de IFN-y especificas se calculd tras sustraer los valores no especificos obtenidos con control sin
péptido (< 15 SFC), y las respuestas se consideraron positivas para SFC > 30.

Figura 7: Representacion esquematica de pTRIP-hTERT

Este vector derivado de lentivirus contiene la secuencia psi, las secuencias cPPT y CTS activa en cis central
(Solapa) del genoma de VIH-1 y el promotor CMV que permite la expresion del gen de interés. Ademas, el
dominio U3 esta delecionado en la LTR 3' (AU3).

Figura 8:

A) Respuestas de células T CD8" especificas de hTERT sensibilizadas por inmunizacién con ADN pTRIP-
CMV-AhTERT en ratones HHD. Se inmunizaron con ADN ratones HHD (HLA-A2.1 Tg) con un ADN que
codificaba una forma no funcional de HTERT (pTRIP-CMV-AhTERT). Diez dias después, se detectaron ex vivo
las células T especificas de péptido productoras de IFN-y por ensayo IFN-y-ELISPOT. Se cultivaron linfocitos
purificados en Ficoll de esplenocitos de ratones inmunizados individuales directamente durante 24 h, con o sin 5
pg/ml de cada péptido derivado de hTERT restringido a HLA-A2.1. La cantidad de SFC de INF-y especificas se
calculé como se ha descrito anteriormente. Las respuestas se consideraron positivas para SFC > 30.

B) Induccion de cortas respuestas CTL en ratones HHD después de inmunizacion con pTRIP-CMV-
AhTERT. Se inmunizaron ratones HHD con un ADN que codificaba una forma no funcional de HTERT (pTRIP-
CMV-AhTERT) durante 10 dias. Las células esplénicas de ratones individuales se volvieron a estimular in vitro
con los péptidos p540 y pY572 derivados de hTERT restringidos a HLA-A2.1 durante 6 dias. Las células
efectoras se ensayaron en un ensayo de liberacion de *'Cr frente a células EL4 transfectadas con HHD cargadas
con el péptido relevante o el péptido irrelevante.

Figura 9: Secuencia de una proteina hTERT no funcional (delecion de los aminoacidos 867 a 869)

La secuencia codificante esta localizada entre el nucleétido 59 y 3348. Los codones de inicio y terminacion estan
subrayados. La primera linea es la secuencia de nucleétidos; la segunda linea es la correspondiente secuencia
de aminodcidos. La tercera linea es la numeracion de la secuencia codificante de hTERT, empezando desde el
codoén de inicié como primer aminoacido.
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Figura 10: Secuencia de una proteina hTERT no funcional (delecién de los aminoacidos 864 a 872)

La secuencia codificante esta localizada entre el nucleétido 59 y 3430. Los codones de inicio y terminacion estan
subrayados. La primera linea es la secuencia de nucleétidos; la segunda linea es la correspondiente secuencia
de aminodcidos. La tercera linea es la numeracion de la secuencia codificante de hTERT, empezando desde el
codoén de inicio como primer aminoacido.

Ejemplos
I- Materiales y métodos
Donantes de sangre

Se obtuvieron muestras de sangre periférica tras el consentimiento informado por escrito de donantes sanos adultos
de plaquetas (centro de transfusion de sangre del hospital Mondor, Créteil, Francia). El tipificado del HLA de los
donantes de sangre periférica se realizé en el laboratorio de HLA del H. Mondor. Hospital Creteil (Francia). El
estudio fue aprobado por el Instituto Francés de Banco de Sangre.

Ratones

A ratones transgénicos HLA-*B0702 (Tg), que expresan una construccion quimérica HLA-B0702a.1a.2, H2-Kd a3, en
combinacion con la molécula constitutiva murina p2-m (HLA-B7™%%) y a ratones transgénicos HHD que expresan una
molécula HLA-A2.1/H2-Db quimérica, se les delecionaron sus genes H2-Db y H2-k® como se ha descrito
previamente (Pascolo et al. J Exp Med 1997; 185: 2043-51; Rohrlich et al. Int Immunol 2003; 15: 765-72). Estos
ratones son de origen C57BL/6 y se cruzaron y mantuvieron en condiciones libres de patdégenos especificos en
nuestra instalacién animal.

Lineas celulares de tumor

El hibrido T-B T1, la célula B JY transformada con EBV, la linea celular de cancer renal U293T vy la linea celular de
linfoma de Burkitt Raji procedian de la American Type Culture Collection (ATCC). Las lineas celulares de melanoma
(SK23MEL, LB34, y KUL68) las proporcion6 amablemente P. Coulie (Bruselas, Bélgica) y las células B
transformadas con EBV BBG.1 y BC3 las proporcion6 amablemente H. Collandre (R.A.H.P., Grenoble, Francia).

Las células T2 deficientes en TAP transfectadas con HLA-*B0702 (T2-B7) las proporciond amablemente P.
Cresswell (Smith et al. J Immunol 1996; 156: 3755-64). Las lineas celulares de linfoma murino RMA, y EL4
procedian de la ATCC; estas células también estaban transfectadas con el gen HLA-*B0702 y se usaron como
células diana

Seleccion de epitopo Sintesis de péptidos

Se uso el algoritmo predictivo "SYFPEITHI" (Lu y Celis E Cancer Res 2000; 60:5223-7) para analizar la secuencia de
aminoacidos de hTERT para la existencia de péptidos de 9 aminoacidos (nonamero) o 10 aminoacidos (decamero),
de unién prevista a HLA-*B0702. Se seleccionaron péptidos candidatos que contenian anclajes de union candnica a
HLA-B7, Pro en la posicion 2 y aminoacidos alifaticos hidrofobos (Ala o Leu) en los extremos carboxilo, y de acuerdo
con su mayor valor predictivo. Se retuvieron y sintetizaron seis péptidos, tres péptidos de 9 aminoacidos llamados
p1, (MPRAPRCRA, restos 1-9), p277 (RPAEEATSL, restos 277-285) y p342 (RPSFLLSSL, restos 342-350), y tres
péptidos de 10 aminoacidos, p4 (APRCRAVRSL, restos 4-13) p68, (APSFRQVSCL, restos 68-77), y p351
(RPSLTGARRL, restos 351-360) (las posiciones de anclaje estan subrayadas).

Se sintetizaron péptidos derivados de pp65 de citomegalovirus humano, RPHERNGFTV (R10TV), e IPRRIRQGL del
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 y se usaron como péptidos de control. El péptido derivado del ndcleo
128-140 (TPPATRPPNAPIL) del virus de la hepatitis B se usé como péptido auxiliar para la inmunizacién con
péptidos en ratones. Los péptidos se adquirieron de PRIM a una pureza minima del 80% y se reconstituyeron en
agua destilada o DMSO a una concentracion de 2 mg/ml.

Ensayo de union/estabilizacion de HLA-B0702

La avidez relativa de los péptidos derivados de hTERT por HLA-*B0702 se midié usando un ensayo de estabilizacion
de MHC sobre células T2 transfectadas con HLAB0702 (T2-B7) en comparacion con un péptido de referencia
(R10TV) como se ha descrito (Rohrlich et al. Int Immunol 2003; 15:765-72). En resumen, se incubaron T2-B7
durante una noche a 2 x 10° células/pocillo en placas de 96 pocillos en medio sin suero AIM-V (Invitrogen Corp.,
Gibco), suplementado con 100 ng/ml de B2-microglobulina humana, en ausencia (control negativo) o en presencia
del péptido de referencia R10V o péptidos hTERT a diversas concentraciones finales (100, 10, 1 y 0,1 uM). Las
células T2-B7 se marcaron con una concentracion de saturacién de ME.1, un mAb anti-HLA-B7, después se lavaron
dos veces y finalmente se tifieron con F(ab')2 de cabra anti-Ig de ratén conjugado con FITC antes de la citometria de
flujo.
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Los resultados se expresan como valores de avidez relativa, que es la proporciéon de concentracion de péptido de
ensayo necesaria para alcanzar el 20% de la unidn maxima (obtenida con el péptido de referencia) sobre la
concentracion del péptido de referencia. Por lo tanto, cuanto menor sea el valor, mas fuerte sera la union.

Inmunizacion con péptido de ratones transgénicos HLA-*B0702 para induccion de CTL

A ratones transgénicos HLA-*B0702 hembra de 8-10 semanas de edad se les inyectd por via subcutanea (s.c.) en la
base de la cola 50 pg de individual péptidos hTERT restringidos a HLA-B0702 suplementados con 140 pg de
péptido auxiliar co-emulsionado en adyuvante incompleto de Freund (Difco, Detroit, Ml). Diez dias después, se
reactivaron las células esplénicas de los ratones individuales in vitro con péptido relevante en placa de seis pocillos.
Las células CTL efectoras se ensayaron en un ensayo convencional de liberacion de *'Cr de 4-5 h, usando células
RMA transfectadas con HLA-*B0702 (RMA-B7) pulsadas con péptido relevante o de control negativo. Los ratones se
consideraron respondedores cuando se observa lisis especifica > 10%.

Inmunizacion con ADN en ratones transgénicos HLA-*B0702

Se purificé el vector plasmidico LvCMV-hTERT que codifica el gen hTERT bajo el control del promotor CMV en
columnas plasmid Giga kit en condiciones libres de endotoxinas (Qiagen). A ratones transgénicos HLA-*B0702
anestesiados se les inyectd dicho plasmido (50 pg cada lado) en los musculos tibialis anterior en regeneracion.
Catorce dias después, se reactivaron las células esplénicas de los ratones individuales in vitro con LPS-linfoblasto
singénico con irradiacion y (50 Gy), pulsado con péptido (10 pg/ml) en medio completo, suplementado con un 10%
de sobrenadante de células esplénicas de rata activadas por Con A. Se realizaron ensayos de citotoxicidad 6 dias
como se ha descrito.

Construccion y produccion de vector lentiviral

La construccion pTRIP-deltaU3-CMV-hTERT (mencionada como TRIPLv-hTERT o Lv-hTERT o pTrip-hTERT)
(Figura 7) se cre6 subclonando primero un inserto EcoRI-Sall de hTERT derivado del plasmido pBABE-hygro-hTERT
(Counter et al. Proc Natl Acad Sci U.S.A. 1998; 95: 14723-8) en el vector pSP73 (Promega). Después se inserté un
fragmento Bglll-Sall en el plasmido pTRIP-CMV cortado con BamH1 y Xhol. Se produjeron particulas retrovirales
recombinantes pseudo tipadas por transfeccion transitoria (48 h) de células 293T como se ha descrito (Zennou et al.
Cell 2000; 14; 101: 173; Firat et al. J Gene Med 2002; 4: 38-45). Las particulas retrovirales recombinantes se
concentraron por ultra-centrifugacion y se resuspendieron en PBS. La cantidad de particulas vectoriales se estimé a
partir de la de proteina p24 en un ensayo ELISA disponible en el mercado (NEN, DUPONT, France Perkin Elmer).

El vector pTRIP-CMV-AhTERT, depositado en la CNCM (Institut Pasteur, Paris, Francia) con el nimero CNCM I-
3660 el 28 de julio de 2006, se realiz6 como se ha descrito en el parrafo anterior. Sin embargo, la proteina hTERT se
volvié no funcional por delecién de los aminoacidos 867 a 869, correspondientes a los nucleétidos 2654 a 2662 de la
Figura 1 (tipo silvestre). El mutante de RT hTERT cataliticamente muerto (AhTERT) se generé creando una delecion
de los restos aminoacidicos 867 a 869 usando el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuickChange XL (Stratagene) y
se verificd por secuenciacion.

Inmunizacion en ratones transgénicos para MHC clase | y deteccion de CTL

La inmunizacion con TRIPLv-hTERT se realiz6 como una Unica inyeccion subcutanea (en la base de la cola) de
1500 ng de suspension de TripLv-hTERT o vector de control.

La inmunizacién se realiz6é en ratones transgénicos HLA.A2 como una Unica inyeccion intraperitoneal de particulas
lentivirales recombinantes, pTRIP-CMV-AhTERT o Trip-GFP como control, equivalente a 1500 ng de antigeno p24
en 500 ul de PBS.

Doce dias depuse, se detectaron células T especificas de péptido hTERT entre los esplenocitos mediante un ensayo
ELISPOT (véase a continuacion). Se realizaron ensayos de citotoxicidad en las mismas poblaciones de esplenocitos
inmunes después de estimulacion in vitro con pulsacion con péptido como se ha descrito anteriormente.

Evaluacion de la respuesta de células T por ensayo ELISPOT de IFN-y ex vivo

Se detectaron células T especificas de péptido de ratones inmunizados por ensayo ELISPOT de IFN-y como se ha
descrito previamente (Miyahira et al. J Immunol Methods 1995; 181: 45- 54). Se depositaron mAb anti-IFN-y de ratdn
(3 png/ml; Pharmigen, Becton Dickinson biosciences) sobre microplacas de nitrocelulosa de 96 pocillos (multi screen;
Millipore corp, Molsheim, Francia). Después de la lisis de los glébulos rojos, se cultivaron los linfocitos de bazo
recién aislado de un raton individual (5x10°, 2,5x10° y 1,25x10° células/pocillo) directamente con o sin 5 pg de
péptido hTERT nativo durante 18 h a 37°C. Después de los lavados, las placas se incubaron 2 horas con anticuerpo
biotinilado anti-IFN-y de ratén (2 pg/ml; Pharmigen, Becton Dickinson biosciences). Finalmente, las placas se lavaron
y se incubaron a 37°C durante 1 h con fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina (Roche molecular

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2590462 T3

biochemicals, Mannheim, Alemania). Los controles positivos incluyen células estimuladas con miristato acetato de
forbol (100 ng/ml, Sigma)) e ionomicina (1 ug/ml). Las células formadoras de manchas (SFC) de IFNy se revelaron
afadiendo sustratos de peroxidasa (BCIP/NBT, Promega Corp, Madison W; EEUU) y se contaron usando el sistema
automatizado de analisis de imagenes Bioreader 2000 (Biosys, Karben, Alemania). La cantidad de SFC especificas
se calculd tras sustraer los valores de control negativo (< 10 SFC). Las respuestas fueron positivas si la media de las
SFC en el pocillo estimulado era mayor de la media + 2 S.D. de las SFC en los pocillos de control negativo y mayor
de 50 SFC/10° células.

Ensayo citolitico

Se realizaron ensayos de citotoxicidad usando el ensayo convencional de liberacion de *ICr de 4-5 h como se ha
descrito previamente (Firat et al. J Gene Med 2002; 4:38-45). La lisis especifica en % se calculo sustrayendo la lisis
no especifica observada con el péptido de control. Los ratones se consideraron respondedores cuando se
observaba lisis especifica > 10%.

Generacion de CTL especificos de péptido hTERT en seres humanos

Se obtuvieron los CTL humanos de donantes después de reactivar in vitro las PBMC durante 4 semanas con péptido
hTERT restringido a HLA-B0702 como se ha descrito previamente (Hernandez et al. Proc Natl Acad Sci U.S.A. 2002;
99:12275-80). En resumen, Se descongelaron PBMC humanas purificadas en Ficoll y se incubaron (4 x 10%/pocillo)
en placas de 24 pocillos en RPMI 1640, piruvato sédico 1 mM, 100 Ul/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina,
HEPES 10 mM, 5x 10-5 M de 2-mercaptoetanol suplementado con suero humano al 10% inactivado con calor
(Institut Jacques Boy, Reims, Francia). Se estimularon con cada péptido hTERT (10 pug/ml) y se afiadié IL-7 humana
recombinante (20 ng/ml; R&D Systems).

En el dia 7, se reactivaron los linfocitos con PBMC autdlogas irradiadas con y pulsadas con péptido (50 Gy). El
siguiente dia, se afadieron 20 Ul/ml de IL-2 humana (Roche, Mannheim, Alemania) al cultivo. Las lineas de CTL se
reactivaron semanalmente durante cuatro ciclos. Para algunos donantes, se purificaron células T CD8" después del
ciclo de la tercera ronda, usando microperlas CD8 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante y se activaron una vez antes del ensayo funcional. Los ensayos citoliticos se
realizaron 6 dias después de la Ultima reactivacion contra diversas dianas marcadas con ¥iCr: T2-B7 pulsadas con
péptidos hTERT de ensayos o péptido irrelevante, o lineas celulares de tumor.

En algunos experimentos, se incubaron células tumorales con un mAb de region flanqueante anti-HLA clase |, w6/32
(BD Pharmigen) o mAb anti-HLA-*B0702, ME.1, o un mAbB anti-HLA-DR, G46.6 (BD Pharmigen) a una
concentracion 6ptima (10 pg/ml) durante 30 minutos para determinar si la citotoxicidad estaba restringida a HLA
clase I.

ll- Resultados
1. Inmunogenicidad de péptidos HLA-*B-0702 predichos derivados de hTERT.

Usando un programa de predicciéon de epitopos de células T, se analizé la secuencia de la proteina hTERT y se
retuvieron seis péptidos (3 nonameros y 3 decameros) debido a su alto valor predictivo (Tabla I). A continuacion se
analizdé su capacidad de unirse a la molécula HLA-B0702 usando células T2 deficientes en el transportador de
antigeno (TAP) transfectadas con el gen HLA-B0702 (T2- B7). Tres péptidos, p1, p4 y p68 respectivamente
muestran una elevada afinidad relativa (RNA < 1) y los otros tres, p277, p342 y p351 mostraron una RA media > 1
(Tabla 1). Estos datos indican que estos seis péptidos son excelentes agentes de unién a HLA-B0702. Por lo tanto,
se podria esperar que dichos complejos, formados en el reticulo endoplasmatico, alcanzaran la superficie de las
células tumorales y estuvieran disponibles para el reconocimiento por CTL.

Para ensayar si estos péptidos son inmunogénicos in vivo, se han inmunizado ratones transgénicos HLA-*B0702.
Los seis péptidos ensayados demostraron ser capaces de inducir respuestas CTL, aunque se apreciaron diferencias
(Tabla 1). Dos péptidos, p4 y p68, que se unen con una alta afinidad a las moléculas HLA-B7, inducen una fuerte
respuesta CTL en todos los ratones ensayados. En contraste, los péptidos (p277 y p342) que tienen inferior afinidad
por las moléculas HLA-B7, posibilitan la generacion de CTL especificos moderados, en solamente el 50% de los
ratones ensayados. Las lineas CTL especificas para epitopos hTERT, generadas a partir de ratones transgénicos,
reconocian T2-B7 humanas pulsadas con sus respectivos péptidos especificos (datos no mostrados), lo que
demuestra la alta afinidad de su TCR por el complejo MHC/péptido. Por tanto, existe una correlacion global entre los
resultados de union/estabilizacion de HLABO702 y la respuesta CTL in vivo en ratones transgénicos HLA-B7.

Tabla 1: Inmunogenicidad de péptidos hTERT seleccionados de uniéon a HLA-*B0702

Inmunogenicidad}

e % . . .
Péptido Secuencia Valor§ Avidez relativat RIT* Lisis especifica (%)

p1 MPRAPRCRA 23 0,4 4/6 30, 39, 35, 28
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Inmunogenicidad}

Péptido* Secuencia Valor§ Avidez relativat RIT* Lisis especifica (%)
p4 APRCRAVRSL 25 0,3 6/6 52, 53, 48, 51, 46, 49
p68 APSFRQVSCL 25 0,4 6/6 63, 78, 75, 69, 70, 72
p277 RPAEEATSL 23 47 3/6 29, 33,29

p342 RPSFLLSSL 23 2,5 3/6 26, 39, 32,

p351 RPSLTGARRL 23 1,5 4/6 47,31,37,26

* El valor representa el primer aminoacido del péptido. Por lo tanto, "p4" indica que el resto de alanina es el cuarto
aminoacido de la secuencia codificante.

§. Valor del algoritmo obtenido usando el sistema predictivo SYFPEITHI

1. La avidez relativa de los péptidos hTERT por HLA-B*0702 se midié usando un ensayo de estabilizacion de MHC
en comparacion con un péptido de referencia como se detalla en materiales y métodos.

I. Los ratones transgénicos HLA-B*0702 se inmunizaron con péptidos candidatos (seis ratones para cada péptido)
como se ha detallado anteriormente. Diez dias después, se volvieron a estimular las células esplénicas de los
ratones individuales in vitro con cada péptido hTERT. Las actividades citoliticas se ensayaron por ensayo de
liberacion de 51Cr de 4-5 h usando células diana RMA-B7 cargadas con péptido. La lisis especifica se calculd
sustrayendo la lisis no especifica observada con el péptido de control R10TV. Se mostro lisis especifica a una
proporcion efector/diana de 75:1. ** R/T: ratones respondedores (lisis especifica > 10%) frente a ensayados.

2. Péptidos derivados de hTERT se procesaban en ratones transgénicos HLA-B0702.

Para evaluar la presentacion de péptidos hTERT sintetizados de forma endégena en el contexto de la molécula HLA-
B0702 contra estos seis epitopos hTERT identificados, se inmunizaron ratones transgénicos HLA-*B0702 con ADNc
que codificaba hTERT, cuarenta dias después de evaluar las respuestas CTL especificas de péptido en las células
esplénicas de ratones individuales. Como se muestra en la Figura 2, se indujeron CTL especificos de péptido hTERT
en la mayoria de los ratones inmunizados (M), del 50 al 80% de los ratones para p4, p68, p1, p277 y p351. En
contraste, pueden inducirse CTL especificos de p342 en aproximadamente el 15% de los ratones ensayados.
También se indujeron respuestas CTL no significativas especificas de hTERT en ratones virgenes no inmunizados.
Por tanto, estos seis epitopos hTERT se procesan eficazmente de forma intracelular. Ademas, se presentan
péptidos naturales similares en términos de secuencia de aminoacidos o estructura a los sintéticos, por las
correspondientes moléculas HLA-*B0702 en la superficie celular.

Ademas, estos datos muestran que puede inducirse especificidad multiple de CTL de forma simultanea contra varios
epitopos hTERT en un Unico ratén y validan nuestro modelo de ratén transgénico HLA-clase | para su potencial en el
ensayo de vacunas candidatas.

3. Induccion de respuestas CTL primarias de donantes sanos por péptidos hTERT.

Se estudio si los péptidos hTERT serian eficaces para provocar CTL restringidos a HLA-B7, usando PBMC de
donantes sanos HLA-B0702 en un protocolo de inmunizacion in vitro. Se generaron respuestas CTL en ocho de diez
individuos (d1 a dsg), y se obtuvieron respuestas CTL especificas de péptido en al menos el 50% de los donantes,
excepto para p342 (20%) (Figura 3). El reconocimiento del epitopo hHTERT por CTL generados in vitro varia entre
los donantes, dependiendo de su fondo genético (Figura 3). Por lo tanto, por ensayo aleatorio de donantes sanos
HLA-B0702, se establecio claramente que estos péptidos hTERT son inmunogénicos en seres humanos, lo que
implica que no se delecionan precursores CTL especificos para hTERT en el repertorio adulto periférico. Por lo
tanto, nos preguntamos si las lineas CTL generadas a partir de donantes sanos serian capaces de eliminar células
tumorales hTERT" de HLA coincidente.

4. Los CTL especificos para hTERT fueron capaces de lisar tumores de diferentes origenes

Se ensayaron CTL especificos para hTERT de donantes para su capacidad de lisar lineas celulares de tumor
humano de diferentes origenes. Los resultados presentados en la Tabla 2 muestran que las lineas CTL generadas in
vitro a partir de donantes sanos eliminaban células tumorales HLA-B0702", mientras que no se detectaba
citotoxicidad contra tumores HLA-B0702". (Véase, por ejemplo, CTLp351 en d4, d2y ds en la diana KU L268 o 293-UT
(respectivamente 52, 25, 20y 34, 41 y 19%) frente a la diana T1 o BBG1 (respectivamente 9, 2, 6y 0, 0, 2%.)) Se
observaron diferencias en el reconocimiento de tumores de acuerdo con la especificidad de CTL; esto podria
explicarse por una presentacion diferencial de péptidos hTERT en la superficie de las células tumorales. De forma
importante, las lineas CTL especificas de p351 generadas de diferentes donantes reconocen la mayoria de las
lineas celulares de tumor ensayadas (Tabla 2). En contraste, ninguna de las lineas CTL especificas para p4 lisa
ninguno de los tipos de tumor ensayados. Las lineas CTL, especificas para los péptidos p1 y p68, solamente
reconocen las dianas T1-B7. Las lineas CTL especificas para p342 reconocen solamente células de melanoma
(diana LB 34 y KU 268). Finalmente, las lineas CTL especificas para p277 reconocen cancer renal (293 UT) pero
ninguna célula de melanoma ni de tumor linfoide. Por otro lado, las PBMC normales y las células B activadas por
CD40 no se lisaron por estas lineas CTL especificas de péptido hTERT, independientemente del tipo HLA (las dos
Ultimas lineas de la Tabla 2).
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Como se muestra en la Figura 4, la actividad citotdxica de la linea CTLp351 hacia células tumorales HLA-B7" esta
inhibida por un mAb anti-clase | anti-HLA-B0702, pero no por un mAb anti-HLADR (MHC clase Il). Se obtuvieron
datos similares con otras lineas CTL especificas de péptido (datos no mostrados) y sugieren que las lineas CTL
ejercen citotoxicidad contra células tumorales hTERT" de un modo restringido a HLA-B0702. De forma colectiva,
estos resultados muestran que estos seis péptidos derivados de hTERT no se expresan equitativamente de forma
natural en la superficie de células tumorales y que los CTL especificos de péptido hTERT pueden discriminar entre
células tumorales y células normales, a través del reconocimiento del péptido hTERT en el contexto de moléculas
HLA-B0702.

5. La vacunaciéon con vector lentiviral que codifica hTERT induce respuestas eficaces de células T
especificas de péptido en ratones.

A continuacién se ensayaron vacunas candidatas, que comprenden un gen hTERT de longitud completa o un gen
hTERT no funcional, insertado en un vector de ADN solapa derivado de VIH (Figura 7). Los datos previos han
demostrado que vectores lentivirales de este tipo abordan células dendriticas in vitro e in vivo, e inducen fuertes
respuestas CTL anti-tumorales poli-especificas en animales. Por lo tanto, se inmunizaron ratones transgénicos HLA-
*B0702 con Lv-hTERT recombinante o con pTRIP-CMV-AhTERT. Doce dias después, se evaluaron las células
esplénicas de los ratones individuales mediante un ensayo ELISPOT ex vivo.

Como se muestra en la figura 5A, se obtuvieron respuestas de células T CD8" especificas de péptido contra
epitopos hTERT restringidos a HLA-B0702, en comparacion con ratones que recibieron vector de control Lv-GFP. El
analisis funcional de las células CD8" especificas de péptido inducidas en ensayo de liberacién de cromo después
de estimulacion in vitro confirmé los datos de ELISPOT ex vivo (Tabla 3) y demuestra que se genera una respuesta
CTL especifica y eficaz contra estos seis péptidos en aproximadamente el 50-70% de los ratones después de una
unica inyeccién de Lv-hTERT y en el 100% de los ratones después de un refuerzo con TRIPLv-hTERT (figura 6).
Esto también se asocié con fuertes respuestas CTL responses en todos los ratones (Tabla 3). Ademas, como se
muestra en la Tabla 3, la inmunizacion de ratones HHD transgénicos para HLA-A2.1 con el mismo vector indujo
potentes respuestas CTL especificas para dos epitopos restringidos a HLA-A2.1.1 previamente clasificados como
dominante (p540) y criptico (p572). Colectivamente, estos resultados demuestran claramente que la administracion
de Lv-hTERT provoca la induccion de respuestas de células T multi-especificas muy eficaces en ratones, apoyando
que hTERT podria servir como poliepitopo y TAA polialélico para inmunoterapia contra el cancer.

Como se muestra en la Figura 8, se detectaron respuestas de células T CD8" especificas de péptido hTERT ex vivo
en ratones transgénicos HLA-A2 (Tg) después de una uUnica inyeccion de pTRIP-CMV-AhTERT recombinante. Se
demostré que se inducian células T CD8" especificas para los epitopos p540 y PY572 al menos en el 50% de los
ratones inmunizados (Figura 8). Estos resultados demuestran claramente que se procesaban correctamente de
forma enddgena dos epitopos y se presentaban en ratones HLA-A2 Tg después de inmunizacion con pTRIP-CMV-
AhTERT.

Colectivamente, estos resultados demostraron que una Unica inyeccion de TRIP-hTERT provocaba la induccion de
una potente respuesta de células T CD8" anti-hTERT multi-especifica en ambos grupos de ratones transgénicos
HLA.
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Tabla 3: Induccion de respuestas CTL después de inmunizacion con Lv-hTERT

Inmunizaciéon con ADN solapa + Lv-hTRT

Ratones HLA-B7 Tg Ratones HHD
Péptido de re-estimulacion RIT Lisis especifica (%) Péptido de re-estimulacién R/T Lisis especifica (%)
p1 4/8 27, 30, 29, 32 P540 2/6 21,18
p4 6/8 18,25,54,33,16 pY572 5/6 22,19, 14,35, 24
p68 4/8 15, 64, 24, 16,
p277 5/8 21, 25,23,52, 33
p342 4/8 18, 24, 20, 37
p351 5/8 17,20,18, 36, 19

lll- Conclusién

Se han identificado nuevos epitopos hTERT, que son inmunogénicos in vivo y se procesan en ratones transgénicos
HLA-B0702 knockout para H-2-clase |. Ademas, in vitro, la inmunizacién con péptido hTERT usando PBL HLA-B702*
de donantes sanos induce respuestas CTL especificas que reconocen tumores hTERT" de diversos origenes, lo que
implica que no hay delecion en el repertorio de células T humanas para estos epitopos. Ademas, se demostrd que
dependiendo de los origenes de los tumores, el repertorio de péptidos expresado en la superficie celular podria ser
cualitativamente diferente, subrayando la utilidad de caracterizar hnTERT como poliepitopo de antigenos asociados a
tumor para esquivar la variabilidad antigénica de las células cancerosas. Finalmente, se usaron ratones transgénicos
HLA-*B0702 y HLA-A2 1 humanizados, para ensayar una vacuna candidata que consta de un gen de telomerasa no
funcional insertado en una nueva generaciéon de vectores de ADN solapa derivados de lentivirus. Se observaron
fuertes respuestas de células T CD8" especificas de hTERT en todos los ratones transgénicos para HLA. Estos
datos apoyan el uso para vacunacion terapéutica en pacientes con cancer y extiende la aplicabilidad potencial de
hTERT como diana terapéutica para cubrir una gran poblacion de paciente con cancer.
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Ile Leu Ala Lys Phe Leu Hig Trp Leu
1 5

Ala Pro Arg Cys Arg Ala Val Arg Ser
1 5

Lys Leu Phe Gly Val Leu Arg Leu Lys
1 5

Val Tyr Ala Glu Thr Lys His Phe Leu
1 5

Val Tyr Gly Phe Val Arg Ala Cys Len
1 5
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Met Pro Arg Ala Pro Arg Cys Arg Ala
5

Ala Pro Arg Cyg Arg Ala Val Arg Ser Leu

1

5

10

Ala Pro Ser Phe Arg Gln Val Ser Cys Leu

10

Arg Pro Ala Glu Glu Ala Thr Ser Len

Arg Pro Ser Phe Leu Leu Ser Ser Leu
1 5
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1

5
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1

5

Phe Val Arg Ala Cys Leu Arg Arg Leu
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1
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<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> hTERT

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

ES 2590462 T3

Leu Pro Gly Thr Thr Leu Thr Ala Leu
1 5

Leu Pro Ser Pro Lys Phe Thr Ile Leu
1 5

Ala Pro Arg Arg Leu Val Gln Leu Leun
1 5

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(8)

<223> Xaa= cualquier aminoacido

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> Xaa se selecciona del grupo que consisteen A, L, I, M, V,F,WeY

<400> 18

<210> 19
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<212> PRT
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<220>

Xaa Pro Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5
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<223> hTERT

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(9)
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<221> MISC_FEATURE

<222> (10)..(10)
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<400> 19

Xaa Pro Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10

<210> 20
<211> 57
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> hTERT

<400> 20

Met Pro Arg Ala Pro Arg Cys Arg Ala Ala Pro Arg Cys Arg Ala Val
1 5 10 15

Arg Ser LlLeu Ala Pro Ser Phe Arg Gln Val Ser Cys Leu Arg Pro Ala
20 25 30

Glu Glu Ala Thr Ser Leu Arg Pr¢ Ser Phe Leu Leu Ser Ser Leu Arg
35 40 45

Pro Ser Leu Thr Gly Ala Arg Arg Leun
50 55

<210> 21
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<400> 22
gctceecgcet gecgagecgt gegceteectg

<210> 23
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
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<223> polinucledétido n464

<400> 28
ttcgtgcggg cctgectgeg ceggcetg 27

<210> 29
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
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ctgccectcag acttcaagac catectg 27

<210> 32
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> polinucledtido n444*

<400> 32
gcccceccgte geetggtgea getgcete 27

<210> 33
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> R10TV

<400> 33

Arg Pro His Glu Arg Asn Gly Phe Thr val

1

<210> 34
<211>9
<212> PRT



10

15

20

25

30

35

<213> Artificial

<220>

<223> virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 1

<400> 34

<210> 35
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> nucleo 128-140 de virus de la hepatitis B

<400> 35

Thr Pro Pro Ala Thr Arg Pro Pro Asn Ala Pro Ile Leun

1

<210> 36

<211> 4015

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(4015)

<223> gen que codifica la proteina hTERT y secuencia de aminoacidos correspondiente

<220>

<221>CDS

<222> (56)..(3454)

<223> secuencia codificante

<400> 36

1

ES 2590462 T3

5

31

Ile Pro Arg Arg Ile Arg Gln Gly Len
5

10
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geagegetge ghoctgetge goacgtggga agocctggoe coggocaccee cogeg atg 58
Met
1

cCcg cgc gect cce cge tge cga gec gtg cge tec ctg cotg ocge age cac 106

Pro Arg Ala Pro Arg Cys Arg Ala Val Arg Ser Leu Leu Arg Ser His

5 10 15
tac cgec gag gtg ctg ccg ctg goe acg tte gtg cgg cge ctg ggg cco 154
Tyr Arg Glu Val Leun Pro Leu Ala Thr Phe Val Arg Arg Leu Gly Pro
20 25 30
cag gge tgg cgg ¢tg gtg cag ¢ge ggg gac cog gog geot tte ege geg 202
Gln Gly Trp Arg Leu Val Gln Arg Gly Asp Pro Ala Ala Phe Arg Ala
35 40 45

ctg gtg gcc cag tgc ctg gtg tgc gtg ccec tgg gac gca cogg ccg ccc 250

Leu Val Ala Gln Cys Leu Val Cys Val Pro Trp Asp Ala Arg Pro Pro

50 55 60 65

ccc gcc gec ccc teo ttec cge cag gtg tece tge ctg aag gag ctg gtg 2398

Pro Ala Ala Pro Ser Phe Arg Gln Val Ser Cys Leu Lys Glu Leu Val

70 75 80
gce cga gtg ¢tg cag agg <¢tg tge gag <¢gc ggc gog aag aac gtg ctg 346
Ala Arg Val Leu Gln Arg Leu Cys Glu Arg Gly Ala Lys Asn Val Leu
85 920 95
gecc ttc ggec ttec geg ctg ctg gac ggg goc cgc ggg ggc CcCC cCC gag 394
Ala Phe Gly Phe Ala Leu Leu Asp Gly Ala Arg Gly Gly Pro Pro Glu
100 105 110
gec ttc acc acc age gtg cge age tac ctg ccc aac acg gtg acc gac 442
Ala Phe Thr Thr Ser Val Arg Ser Tyr Leu Pro Asn Thr Val Thr Asp
115 120 125

32



gca
Ala
130

gac

Asp

gtg
Val

ctc

cga

goc
Ala
210

ggc
Gly

get
Ala

cac
His

tea
Ser

tet
Ser
290

gygc
Gly

ccCc
Pro

aag
Lys

cty
Len

cceo
Pro
370

tac

ctg
Leu

gac
Asp

get
Ala

ggc
Gly

agyg
Arg
195

999
Gly

agt

Ser

gec
Ala

ceg
Pro

cct
Pro
275

ggc
Gly

cce
Pro

ccg
Pro

gagy
Glu

act
Thr
355

tgg
Trp

tag

cgg
Arg

gtg
Val

cce
Pro

gct
Ala
180

cgt
Arg

gte
val

gcc
Bla

cct
Pro

ggc
Gly
260

gce
Ala

acg
Thr

cca
Pro

gtg
val

cag
Gln
340

ggc
Gly

atg
Mat

caa

ggg
Gly

ctg
Leu

age
Ser
165

gcc
Ala

ctyg
Len

[alata)
Pro

agc
Ser

gag
Glu
245

agy
Arg

aga
Arg

cge
Arg

teoe
Ser

tac
Tyr
325

ctyg
Len

gct
Ala

cca
Pro

atg

age
Ser

gtt
val
150

tge
Cys

act
Thr

gga
Gly

oty
Leu

cga
Arg
230

ccyg

Pro

acg
Thr

s ala)
Pro

cac
His

aca
Thr
310

gcc
ala

egg
Arg

cgg
Arg

999
Gly

egyg

g9g
Gly
135

cac
His

goce
Ala

cag
Gln

tge
Cys

ggc
Gly
215

agt
Ser

gag
Glu

egt
Arg

gcce
Ala

tcoo
Sear
295

teg

Ser

gag
Glu

coo
Pro

agy
Arg

act
Thr
375

coo

ES 2590462 T3

gcy
Ala

cty
Leu

tac
Tyr

gcc
Ala

gaa
Glu
200

cty
Leu

ctg

cg9
Arg

gga
Gly

gaa
Glu
280

cac

His

cgg
Arg

acc
Thr

tea
Ser

cte
Leu
360

cceo
Pro

oty

tag
Trp

ctyg
Leu

cag
Gln

cgg
Arg
185

cgg

coa
Pro

ccg
Pro

acg

ceg
Pro
265

gaa
Glu

cca
Pro

cca
Pro

aag
Lys

tte
Phe
345

gty
val

cgc
Arg

ttt

999
Gly

gea
Ala

agtg
val
170

cco
Pro

goo
Ala

goo
Ala

ttg
Leun

cec
Pro
250

agt

Ser

geo
Ala

teco
Ser

cca
Pro

cac
His
330

cta
Leu

gag
Glu

agg
Arg

ctyg

ctg
Leu

cge
Arg
155

tge
Cys

ccg
Pro

tgg
Trp

ooy
Pro

cce
Pro
235

gtt
val

gac
Asp

ace
Thr

gtg
val

cgt
Arg
315
ttc
Phe

cte
Leu

ace
Thr

ttg
Leu

gag

33

ctyg
Leu
140

tge
Cys

999
Gly

cca
Pro

aiac
Asn

ggt
Gly
220

aag
Lys

gy
Gly

cgt
Arg

tct
Ser

ggo
Gly
300

coo

Pro

cte
Leu

aga
Ser

ate
Ile

ccco
Pro
380

ctg

ctg
Len

geg
Ala

cog
Pro

cac
His

cat
His
205

gcg
Ala

agg
Arg

cag
Gln

ggt
Gly
ttg
285
age

Arg

tag
Trp

tac
Tyr

tot
Ser

Lttt
Phe
365

cgeo
Arg

ctt

age
Arg

cte
Lau

ceyg
Pro

gct
Ala
120

age
Ser

agyg
Arg

ccc
Pro

aggg
Gly

tte
Phe
270

gag
Glu

cag
Gln

gac
Asgp

tcc
Ser

ctg
Leu
350

ctg
Leu

ctg
Leu

agg

age
Arg

ttt
Phe

ctg
Leu
175

agt

Ser

gte
val

agy
Arg

agg
Arg

tce
Ser
255

tgt
Cys

ggt
Gly

cac
His

acg
Thr

tca
Ser
335

agyg
Arg

ggt
Gly

ccc
Pro

aac

gtg
val

gtg
val

160
tac

Tyr

gga
Gly

agg
Arg

oge
Arg

cgt
Arg
240

Trp

gtg
val

gcg
Ala

cac
His

cct
Pro
320

ggc
Gly

o
Pro

toe
Ser

cag
Gln

cac

ggce
Gly
145

cty
Leu

cag
Gln

ccc
Pro

gag
Glu

ggg
Gly
225

ggc
Gly

gce
Ala

gtg
Val

ctc
Leu

gog
Ala
305

tgt
Cys

gac
Asp

age
Ser

agy
Arg

cge
Arg
385

geg

490

538

586

634

6382

730

178

826

874

922

970

1018

1066

1114

1162

1210

1258



Tyr

cag
Gln

gcg
Ala

tct
Ser

cag
Gln
450

cgg
Arg

cag
His

ggg
Gly

gtg
Vval

cog
Pro
530

cag
His

tat
Tyr

aag
Lys

aag
Lys

cgg
Arg
610

aag

Lys

gce
Ala

Trp

tge
Cys

gtc
vVal

gtyg
Val

435

ctyg
Leu

gcc
Ala

aag
Asn

aag
Lys

cgyg
Arg
515

goc
Ala

tgg
Trp

gtc
vVal

agt
Ser

agyg
Arg
585

gaa
Glu

cot
Pro

aga
Arg

Gln

falalel
Pro

acc
Thr
420

gy
Ala

ctc
Leu

tgc
Cys

gaa
Glu

cat
His
500
gac

Asp

gca
Ala

ctyg
Leu

acg
Thr

gte
Val
580

gtg
Val

gco
Ala

gac
Asp

acg

Met

tac
Tyr
405

cca
Pro

geo
Ala

cgec
Arg

ctg
Leu

age
Arg
485

gcc

Ala

tge
Cys

gay
Glu

atg
Mat

gag
Glu
565

tog
Trp

cag
Gln

agg

g9
Gly

ttc
Phe

Arg
390

ggg
Gly

gca
Ala

cce
Pro

cag
Gln

cgc
Arg
470

cge
Arg

aag
Lys

get
Ala

cac
His

agt
Ser
550

acec
Thr

age
Ser

ctg
Leu

ccCc
Pro

ctg
Leu
630

cge
Arg

Pro

gtg
val

gce
Ala

gag
Glu

cac
His
455

cgg
Arg

tte
Phe

ctec
Leu

tag
Trp

cgt
Arg
535

gty
val

acqg
Thr

aag
Lys

cgg
Arg

gcc
Ala
615

cgg
Arg

aga
Arg

ES 2590462 T3

Len

cte
Leu

ggt
Gly

gag
Glu
440
agc
Ser

ctg
Leu

ote
Leu

tcg
Ser
ctyg
520
ety

Leu

tac
Tyr

ttt
Phe

ttg

gag
Glu
600

ctg
Leu

ooy
Pro

gaa
Glu

Phe

ote
Leu

gtc
val
425

gag
Glu

agc
Ser

gtg
val

agyg
Arg
ctg
505
ege

Arg

agt
Arg

gtc
val

caa
Gln

caa
Gln
SB5

ctg
Leu

ctg
Leu

att
Ile

aag
Lys

Leu

aag
Lys
410

tgt
Cys

gac
Asp

cCcCc
Pro

ccc
Pro

aag
Asn
490

cag
Gln

agyg
Arg

gayg
Glu

gtc
Val

aag
Lys
570

age

Sear

tog
Ser

acyg
Thr

gtg
Val

agg
Arg

Glu
395

acg

gec
Ala

aca

tgg
Trp

cca
Pro
475

acgg

gag
Glu

age
Sar

gag
Glu

gag
Glu
555

aac
Asn

att
Ile

gaa
Glu

tee
Ser

aac
Asn
635

gec
Ala

34

Leu

cac
His

cgg
Arg

gac
Asp

cag
Gln
460

ggc
Gly

aag
Lys

ctg
Len

cca
Pro

ate
Ile
540

ctg
Leu

agy
Arg

gga
Gly

gca
Ala

aga
Arg
620

atg
Met

gag
Glu

Leu

tge
Cys

gag
Glu

coe
Pro
445

gtg
val

cte
Leu

aag
Lys

acg
Thr

999
Gly
525

ctg
Leu

ctc
Leu

cte
Leu

ate
Ile

gag
Glu
605

cte
Leu

gac
Asp

cgt
Arg

Gly

falale ]
Pro

aag
Lys
430

cgt
Arg

tac

Tyr

Trp

tte
Phe

tgg
Trp
510

gtt
Val

goo
Ala

agy
Arg

ttt
Phe

aga
Arg
590

gtc
Val

cge
Arg

tac
Tyr

ctc
Leu

Asn

ctg
Leu
415

ccc
Pro

cge
Arg

ggc
Gly

ggc
Gly

atce
Ile
495

aag

Lys

ggc
Gly

aag
Lys

tet
Ser

ttc
Phe
575

cag
Gln

agg

tte
Phe

gtc
val

agc
Thr

His
400

cga
Arg

cag
Gln

ctg
Lau

ttc
Phe

tec
Ser
480

teo
Ser

atg
Mat

tgt
Cys

tte
Phe

tte
Phe
560

tac
Tyr

cac
His

cag
Gln

atc
Ile

gtg
Val

640

tcg
Ser

Ala

get
Ala

ggc
Gly

gtg
val

gtg
val

465

agy
Arg

oty
Leun

agc
Ser

gtt
Val

ctg
Leu
545

ttt
Phe

cog
Arg

ttg
Leu

cat
Hieg

ccc
Pro
625

gga
Gly

agg
Arg

1306

1354

1402

1450

1498

1546

1594

1642

1690

1738

1786

1834

1882

13930

1378

2026



gtyg
val

ggc
Gly

tgg
690

oty
Leu

cag
Gln

acyg
Thr

cac
Hig

cag
Gln
770

ctg

agce
Ser

gty
val

gge
Gly

gag
Glu
g850

ttg
Leu

ace
Thr

gtg
val

aag
Lys

cto
Leu
675

cgc
Arg

tac
Tyr

gac
Asp

tac
Tyr

gtc
Val
755

cog
Pro

agy
Arg

agt

Ser

cge
Arg

tec
Ser
835

aac

Asn

gtg
Val

ttc
Phe

aac
Asn

goa
Ala
660

ctg
Leu

acc
Thr

ttt
FPhe

agy
Arg

tge
Cys
740

cge
Arg

tac
Tyr

gat
A3p

ggc
Gly

ate
Ile
820

ate
Ilea

aag
Lys

gat
Asp

ctec
Leu

ttg
Leu
s00

645

ctyg
Leu

ggc
Gly

tte
Phe

gte
val

cte
Leu
725

gtg
val

aag
Lys

atg
Met

gcc
Ala

cte
Leu
805

agg
Arg

cte
Leu

ctyg
Leu

gat
Asp

agg
Arg
885

cogg
Arg

tte
Fhe

goo
aAla

gty
vVal

aag
Lys
710

acy
Thr

egt
Arg

goc
Ala

cga
Arg

gtec
Val
730

ttc
Phe

ggc
Gly

tec
Ser

ttt
Fhe

tte
Phe
870

acc
Thr

aag
Lys

age
Ser

tot
Ser

ctg
Leu
695

gtyg
val

gag
Glu

cgyg
Arg

tto
Phe

cag
Gln
775

gtc
Val

gac
Asp

aag
lys

acy
Thr

gy
Ala
855

ttg

Leu

ctg
Leu

aca
Thr
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gtg
val

gtg
val

680

cgt
Arg

gat
Asp

gte
val

tat
Tyr

aag
Lys
760

tte
Phe

atc
Ila

gte
Val

teo
Ser

ctg
Leu
840

999
Gly

ttg
Len

gte
val

gtg
val

cote
Leu
665

ctg
Leu

gty
val

gtg
val

atc
Ile

goc
Ala
745

age
Ser

gty
val

gag
Glu

ttc
Phe

tac
Tyr
825

cte
Leu

att
Ile

gtg
val

cga
Arg

gtg
val

905

650
aac

Asn

ggc
Gly

gy

acg

gec
Ala
730

gtg
Val

cac
His

get
Ala

cag
Gln

cta
Leu
810

gtc
Val

tge
Cys

aca

ggt
Gly
890

aac
Asn

35

tac
Tyr

ctg
Leu

gce
Ala

ggc
Gly
715

age
Ser

gte
val

gte
val

cac
His

agc
Sar
795

cge
Arg

cag
Gln

age
Ser

egg
Arg

cet
Pro
875

gte
val

tte
Phe

gag
Glu

gac
Asp

cag
Gln
700

gcg
Ala

atc
Ile

cag
Gln

tet
Ser
ctg
780
tce

Ser

tte
Phe

tge
Cys

oty

gac
Asp
860

cag

His

cct
Pro

cct
Pro

cgyg
Arg

gat
Asp
685

gac
Asp

tac
Tyr

atc
Ile

aag
Lys

acc
Thr
765

cag
Gln

tece
Ser

atyg
Met

cag
Gln

tge
Cys
845

agug
Gly

cte
Leu

gag
Glu

gta
Val

gy
Ala
670

atc
Ile

cog
Pro

gac
Asp

aaa
Lys

geo
Ala
750

ttg
Len

gag
Glu

ctg
Leu

tgc
Cys

999
Gly
830

tac
Tyr

oty
Leu

ace
Thr

tat
Tyr

gaa
Glu
910

655

cgg
Arg

cac
His

ooy
Pro

ace
Thr

cce
Pro
735

geo
Ala

aca
Thr

ace
Thr

aat
Agn

cac
His
815

ate
Ile

ggc
Gly

cte
Leun

cac
His

gge
Gly
895

gac
Asp

age
Arg

agg
Arg

cct
Pro

atc
Ile
720

cag
Gln

cat
His

gac
Asp

agc
Ser

gag
Glu
800

cac
His

faluls |
Prao

gac
Asp

ctg
Leu

gog
Ala
880

tgc
Cys

gag
Glu

cco
Pro

goc
Ala

gag
Glu
705

(alalal
Pro

aac
Aszn

999
Gly

cto
Leu

ceg
Pro
785

gcc
Ala

gec
Ala

cag
Gln

atg
Mat

cgt
Arg
865

aaa

Lys

gtg
Val

gec
Ala

2074

2122

2170

2218

2266

2314

2362

2410

2458

2506

2554

2602

2650

2698

2746

27%4



ctyg

tgg
Trp
930

tac
Tyr

cge
Arg

ttg
Leu

cte
Leu

tac
Tyr
1010

gtt
val
1025

gece
Ala
1040

teg
Ser
1055

gty
val

1070

cac
His
1085

cag
Gln
1100

ctyg
Leu
1115

atc
Ile
1130

agcoctgtea egeoegggete tacgteccag ggagggaggg goggeccaca cocaggocceg

caccgctggg agtctgagge ctgagtgagt gtttggocga ggeoctgeatyg tcocggetgaa

ggt
Gly
915

tgc
Cys

tee
Ser

ggc
Gly

cgg
Arg

gge
Gly

ggc

acg got ttt
Thr Ala Phe

ctg ctg ctg
Gly Leu

age tat
Tyr Ala Arg

Ser

tte

Phe Lys

ctg

980

agg ttt
Arg Phe

tgg aag
Trp Lys

tee cte
Ser Leu

ctg ggg
Leu Gly

cag tgg
Gln Trp

c¢gt gte
Arg Val

acg cag
Thr Gln

gag gcc
Glu Ala

ctg gac
Leu Asp

Leu Leu

935

gce cgg

950

aag gct gogg

965

Ala Gly

aag tgt cac
Leu Lys

cag acg gty
Gln Thr Val

9385

cac
His

Asn

tge
Cys

geco
Ala

ctg

acc
Thr

ctg
Leu

gca
Ala

tga

Cys His

ES 2590462 T3

gtt
Val
920

gat
Asp

ace
Thr

agg
Arg

aga
Ser

cag
Gln

acc
Thr

teo
Ser

aac
Asn

ctyg
Leu

atg
Met

cgg
Arg

ate
Ile

atg
Met
870

ttt
Pha

cog
Pro

acc
Thr

aga
Arg
955

cgt
Arg

ctg
Leu

gee
Ala

ctyg
Leu
9240

geoc

Ala

cge
Arg

gat
Asp

cac ggc
Hie Gly

925

gag gtyg
Glu val

agt cte
Ser Leu

cta tte

Leu Phe

cag agc

Gln Ser

acce tte

aaa ctec ttt
Phe Gly

Lyz Leu

ttg cag

875

Leu Gln Val

tgc
Cys

gca
Ala

coo
Pro

tac
Tyr

aag
Lys

tge
Cys

tac
Tyr

agt

Ser

gce
Ala

acc
Thr

aac
Asn

285

1000

tgt
Cys
1015

aca
Thr
1030

tec
Ser
1045

ggc
Gly
1060

cac
His
1075

gtg
val
1090

cgg
Arg
1105

aac
Azn
1120

gtg ctg cag cte
Val Leu Gln Leu

ttt tte ctg ege
Phe FPhe Leu Arg

ate ctg aaa geeo
Ile Leu Lys Ala

goe goc gge oot
Ala Ala Gly Pro

caa gca tte ctg
Gln Ala Phe Leu

cca cte ctg ggg
Pro Leu Leu Gly

aag ctc ccg gog
Lygs Leu Pro Gly

ccg gea ctg coo
Pro Ala Leu Pro

atc tac aag atc cte
Ile Tyr Lys Ile Leu

990

1005

cca
Pro
1020

gte
vVal
1035

aag
Lys
1050

ctyg
Leu
1065

ctoe
Leu
1080

teca
Ser
10595

acg
Thr
1110

tca
Ser
1125

ttt
Phe

ate
Ile

aac
Asn

ccoe
Pro

aag
Lys

cote
Leu

acg
Thr

gac

cat
His

tot
Ser

gea
Ala

tece
Ser

ctg
Leu

agy
Arg

ctg
Leu

tte

Thr Phe

960

ag9

gtg aac

Agn

cag
Gln

gac
Asp

g9g
Gly

gag
Glu

act
Thr

aca
Thr

act
Thr

aag

Asp Phe Lys

[alalal
Pro

gac
Asp
945

Asn

gtec
Val

agc
Ser

ctg ctg cag geg
Leu Leu Gln Ala

caa
Gln

acg
Thr

atg
Mat

gee
Ala

cga

gee
Ala

gce
Ala

acc
Thr

tggccacocg cocacageca ggccgagage agacaccage

36

2842

2890

2938

298¢

3034

3082

3127

3172

3217

3262

3307

3352

3397

3442

3494

3554

3614
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ggctgagtgt ccggctgagg cctgagcgag tgtccagecca agggctgagt gtccagcaca 3674
cctgcecgtet tcacttccoce acaggectgge gecteggcoctoce accccaggge cagettttece 3734
tcaccaggag cecggettee actecccaca taggaatagt ccatcocccag attegecatt 3794
gttcacceet cgecctgece tectttgect tecaccccca ccatecaggt ggagaccectg 3854
agaaggaccoe tgggagetet gggaatttgg agtgaccaaa ggtgtgeocet gtacacagge 3914
gaggaccctg cacctggatg ggggtccctg tgggtcaaat tggggggagg tgctgtggga 3974
gtaaaatact gaatatatga gtttttcagt tttgaaaaaa a 4015

<210> 37

<211> 1132

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37
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His

Pro

Ala

Pro

65

Val

Leu

Glu

Asgp

Gly

145

Leu

Pro

Tyr

Gln

Leu

50

Pro

Ala

Ala

Ala

Ala

130

Asp

Val

Arg

Gly

Val

Ala

Arg

Phe

Phe

115

Asp

Ala

Ala

Glu

20

Trp

Ala

Ala

Val

Gly

100

Thr

Arg

Val

Pro

Pro

Val

Arg

Gln

Pro

Leu

g5

Phe

Thr

Gly

Leu

Ser
165
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Arg

Leu

Cys

Ser

70

Gln

Ala

Ser

Ser

Val

150

Cys

Cys

Pro

Val

Leu

55

Phe

Arg

Leu

Val

Gly

135

His

Ala

Arg

Gln

40

Val

Arg

Leu

Arg

120

Ala

Leu

Tyr

38

Ala

Ala

25

Arg

Cys

Gln

Cys

Asp

105

Ser

Trp

Leu

Gln

Val

10

Thr

Gly

Val

Val

Glu

90

Gly

Tyr

Gly

Ala

Val
170

Arg

Phe

Asgp

Pro

Ser

15

Arg

Ala

Leu

Leu

Arg

155

Cys

Ser

Val

Pro

60

Cys

Gly

Arg

Pro

Leu

140

Cys

Gly

Arg

Ala

45

Asp

Ala

Gly

Asn

125

Ala

Pro

Leu

Arg

30

Ala

Ala

Lys

Lys

Gly

110

Thr

Arg

Leu

Pro

Arg

15

Leu

Phe

Arg

Glu

Azn

95

Pro

Val

Arg

Phe

Leu
175

Ser

Gly

Arg

Pro

Leu

80

Val

Pro

Thr

Val

Val

160

Tyr



Gln

Prao

Glu

Gly

225

Gly

Ala

Val

Ala
305

Cys

Ser

Arg

Arg

385

Ala

Ala

Leu

Arg

Ala

210

Gly

Ala

His

Ser

Ser

230

Gly

Pro

Lys

Leu

Pro

370

Tyr

Gln

Ala

Gly

Arg

195

Gly

Ser

Ala

Pro

Pro

275

Gly

Pro

Pro

Glu

Thr
355

Trp

Trp

Cys

Val

Ala

180

Arg

Val

Ala

Pro

Gly

260

Ala

Thr

Pro

Vval

Gln

340

Gly

Met

Gln

Proc

Thr
420

Ala

Leu

Pro

Ser

Glu

245

Arg

Arg

Arg

Ser

Tyr

325

Leu

Ala

Pro

Met

Tyr

405

Pro
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Thr

Gly

Leu

Arg

230

Pro

Thr

Pro

His

Thr

310

Ala

Arg

Arg

Gly

Arg

390

Gly

Ala

Gln

Cys

Gly

215

Ser

Glu

Arg

Ala

Ser

295

Ser

Glu

Pro

Arg

Thr

375

Pro

val

Ala

Ala

Glu

200

Leu

Arg

Gly

Glu

280

His

Arg

Thr

Ser

Leu

360

Pro

Leu

Gly

39

Arg

185

Arg

Pro

Pro

Thr

Pro

265

Glu

Pro

Pro

Lys

Phe

345

val

Arg

Phe

Leun

val
425

Pro

Ala

Ala

Pro

250

Sar

Ala

Ser

Pro

His

330

Leu

Glu

Arg

Leu

Lys

410

Cys

Pro

Trp

Pro

Pro

235

Val

Asp

Thr

Val

Arg

315

Phe

Leu

Thr

Leu

Glu

395

Thr

Ala

Pro

Asn

Gly

220

Lys

Gly

Arg

Ser

Gly

300

Pra

Ser

Ile

Pro

380

Leu

His

Arg

His

His

205

Ala

Arg

Gln

Gly

Leu

285

Arg

Trp

Tyr

Ser

Fhe

365

Arg

Leu

Cys

Glu

Ala

190

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

270

Glu

Gln

Asp

Ser

Leu

350

Len

Leu

Gly

Pro

Lys
430

Ser

Val

Arg

Arg

Ser

255

Cys

Gly

His

Thr

Ser

335

Arg

Gly

Pro

Asn

Leu

415

Pro

Gly

Arg

Arg

Arg

240

Trp

Val

Ala

His

Pro

320

Gly

Pro

Ser

Gln

His

400

Arg

Gln



Gly

val

Val

465

Leu

Ser

Val

Leu

545

Phe

Leu

His

Pro

625

Gly

Pro

Ala

Sear

Gln

450

Arg

His

Gly

val

Pro

530

His

Tyr

Lys

Lys

Arg

610

Lys

Ala

val

Gly

Trp

val

435

Leu

Ala

Asn

Lys

Arg

515

Ala

Trp

val

Ser

Arg

595

Glu

Pro

Arg

Lys

Leu

675

Arg

Ala

Cys

Glu

His

500

Asp

Ala

Leu

Thr

val

580

val

Ala

Asp

Thr

Ala

660

Leu

Thr

Ala

Arg

Leu

Arg

485

Ala

Cys

Glu

Met

Glu

565

Trp

Gln

Arg

Gly

Phe

645

Leu

Gly

Phe
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Pro

Gln

Arg

470

Arg

Lys

Ala

His

Ser

550

Thr

Ser

Leu

Proe

Leu

630

Arg

Phe

Ala

Val

Glu

Hig

455

Arg

Phe

Leun

Tzp

Arg

535

val

Thr

Lys

Arg

Ala

615

Arg

Arg

Ser

Ser

Leu

Glu

440

Ser

Leu

Leu

Ser

Len

520

Leu

Tyr

Phe

Glu

600

Leu

Pro

Glu

val

val

680

Arg

40

Glu

Ser

val

Arg

Leu

505

Arg

Arg

val

Gln

Gln

585

Leu

Lau

Ile

Lys

Leu

665

Leu

val

Asp

Pro

Pro

Agn

490

Gln

Arg

Glu

Val

Lys

570

Ser

Ser

Thr

Val

Arg

650

Asn

Gly

Arg

Trp

Pro

475

Thr

Glu

Ser

Glu

Glu

555

Asn

Ile

Glu

Ser

Aan

635

Ala

Tyr

Leu

Ala

Asp

Gln

460

Gly

Lys

Leu

Pro

Ile

540

Leu

Arg

Gly

Ala

Arg

620

Met

Glu

Glu

Asp

Gln

Pro

445

val

Leu

Lys

Thr

Gly

525

Leu

Leu

Leu

Ile

Glu

605

Leu

Asp

Arg

Arg

Asp

685

Asp

Arg

Tyr

Trp

Phe

Trp

510

val

Ala

Arg

Phe

Arg

580

val

Arg

Tyr

Leun

Ala

670

Ile

Pro

Arg

Gly

Gly

Ile

495

Lys

Gly

Lys

Ser

Phe

575

Gln

Arg

Phe

Val

Thr

655

Arg

His

Pro

Leau

Fhe

Ser

480

Ser

Met

Cys

FPhe

Fhe

560

Tyr

His

Gln

Ile

Val

€40

Ser

Arg

Arg

Pro



Glu

705

Pro

Asn

Gly

Pro

785

Ala

Ala

Gln

Arg
865

Lys

val

Pro

Asp
945

690

Leu

Gln

Thr

His

Gln

770

Leu

Ser

Val

Gly

Glu

850

Len

Thr

Val

Leu

Trp
930

Tyr

Tyr

Asp

Tyr

Val

755

Pro

Arg

Ser

Arg

Ser

835

Asn

Val

Phe

Asn

Gly

915

Cys

Ser

Phe

Arg

Cys

740

Arg

Tyr

Asp

Gly

Ile

820

Ile

Lys

Asp

Leu

Leun

900

Gly

Gly

Ser

val

Leu

725

val

Lys

Met

Ala

Leu

805

Arg

Leu

Leau

Asp

Arg

885

Arg

Thr

Leu

Tyr
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Lys

710

Thr

Arg

Ala

Arg

val

790

Fhe

Gly

Ser

Phe

Phe

870

Thr

Lys

Ala

Leu

Ala
950

695

val

Glu

Arg

Fhe

Gln

775

val

Asp

Lys

Thr

Ala

855

Leu

Len

Thxr

Phe

Leu
935

Asp

val

Tyr

Ly=a

760

Phe

Ile

val

Ser

Leu

840

Gly

Leu

val

val

val

920

Asp

Thr

41

val

Ile

Ala

745

Ser

val

Glu

Fhe

Tyr

825

Leu

Ile

Val

Val

905

Gln

Thr

Ser

Thr

Ala

730

val

His

Ala

Gln

Leu

810

val

Cys

Arg

Thr

Gly

830

Asn

Met

Arg

Ile

Gly

715

Ser

Val

Val

His

Ser

795

Arg

Gln

Ser

Pro

875

val

Phe

Pro

Thr

Arg
955

700

Ala

Ile

Gln

Ser

Leu

780

Ser

FPhe

Cys

Leu

Asp

860

His

Pro

Pro

Ala

Leu

940

Ala

Tyr

Ile

Lys

Thr

765

Gln

Ser

Met

Gln

Cys

845

Gly

Leu

Glu

val

His

925

Glu

Ser

Asp

Lys

Ala

750

Leun

Glu

Leu

Cys

Gly

830

Tyr

Leau

Thr

Tyr

Glu

910

Gly

Val

Thr

Pro

735

Ala

Thr

Thr

Asn

His

815

Ile

Gly

Lau

His

Gly

895

Asp

Leu

Gln

Thr

Ile

720

Gln

Hig

Asp

Ser

Glu

800

His

Pro

Asp

Leu

Ala

880

Cys

Glu

Phe

Ser

Phe
960



10

15

Asn

Val

Ser

Ala

Gln

Thr

Met

Ala

Ala

Ala

Thr

<210> 38
<211> 4009
<212> ADN
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Arg Gly Phe Lys Ala Gly Arg Asn Met Arg Arg Lys Leu Phe Gly
965 970 975

Leu Arg Leu Lys Cys His Ser Leu Phe Leu Asp Leu Gln Val Asn
280 985 990

Len Gln Thr Val Cys Thr Asn Ile Tyr Lys Ile Leu Leun Leu Gln
995 1000 1005

Tyr Arg Phe His Ala Cys Val Leu Gln Leu Pro Phe His Gln
1010 1015 1020

Val Trp Lys Asn Pro Thr Phe Phe Leu Arg Val Ile Ser Asp
1025 1030 1035

Ala Ser Leu Cys Tyr Ser Ile Leu lys Ala Lys Asn Ala Gly
1040 1045 1050

Ser Leu Gly Ala Lys Gly Ala Ala Gly Pro Leu Pro Ser Glu
1055 1060 1065

Vval Gln Trp Leu Cys His Gln Ala Phe Leu Leu Lys Leu Thr
1070 1075 1080

His Arg Val Thr Tyr Val Pro Leu lLeu Gly Ser Leu Arg Thr
1085 1090 1085

Gln Thr Gln Leu Ser Arg Lys Leu Pro Gly Thr Thr Leu Thr
1100 1105 1110

Leu Glu Ala Ala Ala Asn Pr¢ Ala Leu Pr¢ Ser Asp Phe Lys
1115 1120 1125

Ile Leu Asp
1130

<213> Artificial

<220>

<223> Gen que codifica una forma delecionada no funcional de HTERT (restos de aminoacidos 867 a 869)

<220>
<221> CDS

<222> (59)..(3448)

<400> 38

42
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caggcagege tgegtoctge tgegeocacgtg ggaagcocctg

atg
Met
1

cac
His

cCo
Pro

gcg
Ala

ccc
Pro
65

gtg
val

oty
Leu

gag
Glu

gac
Asp

ggc
Gly
145

ctyg
Leu

cag
Gln

coo
Pro

gag
Glu

Gly
225

ggc
Gly

cag
Pro

tac
Tyr

cag
G1ln

cty
Leu
50

cco
Pro

goc
Ala

gec
Ala

gcc
Ala

gca
Ala
130

gac
Asp

gtg
Val

ote
Leu

aga
Arg

gec
Ala
210

ggc
Gly

gct
Ala

cgo
Arg

cgc
Arg

ggc
Gly
35

gtg
Val

gcc
Ala

cga

ttc
Phe

ttc
Phe
115

cty
Leu

gac
Asp

got
Ala

ggc
Gly

agyg
Arg
195

g9
Gly

agt

Ser

gec
Ala

geot
Ala

gag

cog
Pro
5

gtg

Glu vVal

20

tgg

cgg

Trp Arg

gce
Ala

gcc
Ala

gtg
val

gge
Gly
100

ace
Thr

alvv)
Arg

gtg
val

age
Pro

gct
Ala
180

cgt
Arg

gte
val

gce
Ala

cct
Pro

cag
Gln

cCcec
Pro

ctg
Leu
85

tte
Phe

acc
Thr

g9g
Gly

ctg
Leu

age
Ser
165

goe
Ala

ctg
Leu

cCce
Pro

agc
Ser

gag
Glu
245

cge
Arg

ctyg
Leu

ctyg
Leu

tgc
Cys

tee
Ser

cag
Gln

gcg
Ala

agc
Ser

agce
Ser

gtt
Val
150

tge
Cys

agt

gga
Gly

ctyg
Leu

cga
Arg
230

cog
Pro

tge
Cys

ccy
Pro

gtg
val

ctg
Leu
55

tte
Phe

agg

ctg
Leu

gtg
val

gg9
Gly
135

cac
His

geo
Ala

cag
Gln

tge
Cys

gge
Gly
215

agt

Ser

gag
Glu

aga
Arg

ctg
Leu

cag
Gln
40

gtg
Val

cge
Arg

ctyg
Leu

oty
Leu

cyge
Arg
120

gcg
Ala

ctg
Leu

tac
Tyr

goe
Ala

gaa
Glu
200

ctg
Leu

ctg

cgg
Arg

gec
Ala

gec
Ala
25

cgc
Arg

tgc
Cys

cag
Gln

tge
Cys

gac
Asp
105

agc
Zer

tgg
Trp

ctyg
Leu

cag
Gln

cgg
Arg
185

egyg
Arg

cca
Pro

ccg
Pro

acyg
Thr

gtg
val
10

acg
Thr

g
Gly

gtg
Val

gtg
val

gag
Glu
90

999
Gly

tac
Tyr

L1}
Gly

gca
Ala

gtg
Val
170

cog
Pro

goo
Ala

gec
Ala

ttg
Len

cec
Pro
250

43

cge
Arg

tte
Phe

gac
Asp

coe
Pro

gce
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

cgc
Arg
155

tge
Cys

ooy
Pro

tgg
Trp

ccyg
Pro

cce
Pro
235

gtt
Val

gocccoggeca cocecgog

toc
Ser

gty
val

ccyg
Pro

tag
Trp
60

tgc
Cys

ggc
Gly

agc
Arg

cCC
Pro

ctg
Leu
140

tgc
Cys

g99
Gly

cca
Pro

aac
Asn

ggt
Gly
220

aag

Lys

gag
Gly

ctg
Leu

cgg

gcg
Ala
45

gac
Asp

ctg

geg
Ala

ggg
Gly

aac
Asn
125

ctyg
Leu

gcg
Ala

cog
Pro

cac
His

cat
His
205

geg
Ala

agyg
Arg

cag
Gln

ctg
Leu

cge
Arg
30

gct
Ala

gca
Ala

aag
Lye

aag
Lys

ggc
Gly
110

acqg
Thr

age
Arg

cte
Leu

cog
Pro

got
Ala
150

age

Ser

agyg
Arg

cCC
Pro

gag
Gly

age
Arg
15

ctyg
Leu

tte
Phe

cgg
Arg

gag
Glu

aac
Asn
95

ccg
Pro

gtg
val

cge
Arg

ttt
Phe

ctg
Leu
175

agt

Ser

gte
val

agg
Arg

agg
Arg

teoe
Ser
255

agce
Ser

9gg
Gly

cgc
Arg

cog
Pro

ccg
Pro

acc
Thr

gtg
Val

gty
Val

160
tac

Tyr

gga
Gly

agyg
Arg

cgc

cgt
Arg
240

tgg
Trp

58

106

154

202

250

298

346

394

442

490

538

586

634

682

730

778

826



gce
Ala

gtg
val

cte
Lau

gog
Ala
305

tgt
Cys

gac
Asp

age
Ser

agyg
Arg

cge
Arg
385

Jgcg
Ala

gct
Ala

ggc
Gly

gtg
Vval

gtg
val

465

agy
Arg

ctyg
Leu

cac
His

tca
Sar

tct
Ser
290

gge
Gly

cce
Pro

aag
Lys

ety

coc
Pro
370

tac
Tyr

cag
Gln

gcg
Ala

tet
Ser

cag
Gln
450

cgg
Arg

cac
His

g99
Gly

ccg
Pro

cot
Pro
275

ggc
Gly

cce
Pro

ceg
Pro

gag
Glu

act
Thr
355

tgg
Trp

tgg
Trp

tge
Cys

gtc
Val

gty
Val

435

ctg
Leu

goo
Ala

aac
Asn

aag
Lys

ggc
Gly
260

gee
Ala

acg
Thr

cca
Pro

gtg
vVal

cag
Gln
340

gagc
Gly

atg
Met

caa
Gln

coo
FPro

ace
Thr
420

gcg
aAla

cte
Leu

tgc
Cys

gaa
Glu

cat
His
500

agg
Arg

aga
Arg

cge
Arg

tce
Ser

tac
Tyr
325

ctg
Leu

get
Ala

cca
Pro

atg
Met

tac
Tyr
405

cca
Pro

goo
Ala

cge
Arg

ctg
Leu

cge
Arg
485

gece
Ala

acg
Thr

cce
Pro

cag
Hig

aca
Thr
310

gee
Ala

cgg
Arg

cgg
Arg

g9g
Gly

cgy
Arg
390

999
Gly

gca
Ala

[o]a]ad
Pro

cag
Gln

oge
Arg
470

cge

Arg

aaqg
Lys
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cgt
Arg

gee
Ala

teo
Ser
295

tecg
Ser

gag
Glu

cce
Pro

agg
Arg

act
Thr
375

cce
Preo

gtg
val

gcc
Ala

gag
Glu

cac
His
455

cgg
Arg

tte
Phe

cote
Leu

gga
Gly

gaa
Glu
280

cag

His

cgg
Arg

ace
Thr

tce
Ser

cte
Leu
360

cce
Pro

ctg

cte
Leu

Gly

gag
Glu
440

age

Ser

ctyg
Leu

cte
Leu

tag
Ser

ccg
Pro
265

gaa
Glu

cca
Pro

cca
Pro

aag
Lys

tte
Phe
345

gtg
Val

cge
Arg

ttt
Phe

ctoe
Leu

gtc
Val
425

gag
Glu

agc
Ser

gtg
Val

agg
Arg

ctyg
Leu
505

agt
Ser

gec
Ala

too
Ser

cca
Pro

cac
His
330

cta
Leu

gag
Glu

agg
Arg

ctyg
Leu

aag
Lys
410

tgt
Cys

gac
Asp

CCC
Pra

coo
Pro

aac
Asn
490

cag
Gln

44

gac
Asp

ace
Thr

gtg
Val

cegt
Arg
315

tte
Phe

cte
Leu

ace
Thr

ttg

gaqg
Glu
395

acg
Thr

gee
Ala

aca
Thr

tgg
Trp

cca
Pro
475

acoc

Thr

gaqg
Glu

cgt
Arg

tet
Ser

ggo
Gly
300

falala
Pro

cte
Leu

age
Ser

atc
Ile

falale
Pro
380

ctyg
Leu

cac
His

cgg
Arg

gac
Asp

cag
Gln
460

gge
Gly

aag
Lys

ctyg
Leu

ggt
Gly

ttg
Leu
285

oge
Arg

tgg
Trp

tac
Tyr

tct
Ser

ttt
Phe
365

cgeo
Arg

ott
Leu

tge
Cys

gag
Glu

coc
Pro
445

gtg
Val

cte
Leu

aag
Lys

acg
Thr

tte
Phe
270

gag
Glu

cag
Gln

gac
Asp

tee
Ser

ggd
Gly

cog
Pro

aag
Lys
430

egt
Arg

tac
Tyr

tgg
Trp

tte
Phe

tgy
510

tgt
Cys

ggt
Gly

cag
His

acy
Thr

tca
Ser
335

agy
Arg

ggt
Gly

cce
Pro

aac
Asn

ctg
Leu
415

falalal
Pro

cge
Arg

ggc
Gly

ggc
Gly

ate
Ile
495

aag
Lys

gtg
val

gcg
Ala

cac
His

cct
Pro
320

ggc
Gly

[alalal
Pro

tee
Ser

cag
Gln

cac
His
400

cga
Arg

cag
Gln

ctg
Len

ttc
Phe

toe
Ser
480

tec

Ser

atg
Met

874

922

970

1018

1066

1114

1162

1210

1258

1306

1354

1402

1450

1498

1546

1594



age
Ser

gtt
val
ctyg
545

ttt
Phe

cgy

ttyg
Leu

cat
His

cee
Pro
625

gga
Gly

agy
Arg

cog
Pro

gec
Ala

gayg
Glu
705

jalelal
Pro

aac
Asn

999
Gly

cte

agtg
Vval

ccg
Pro
530

cag
His

tat
Tyr

aag
Lys

aag
Lys

cgg
Arg
610

aag

Lys

gcoc
Ala

gtg
val

gge
Gly

tog
Trp
690

ctg
Leu

cag
Gln

acg
Thr

cac
His

cag

cgyg
Arg
515

gcc
Ala

tgg
Trp

gte
Val

agt

Ser

agyg
Arg
595

gaa
Glu

cct
Pro

aga
Arg

aag
Lys

cte
Leu
675

cge

Arg

tac
Tyr

gac
Asp

tac
Tyr

gte
val
755

ceg

gac
Asp

gca
Ala

oty

acqg
Thr

gte
val
580

gty
Val

goo
Ala

gac
Asp

acqg
Thr

gca
Ala
660

oty
Leun

ace
Thr

ttt
Phe

agg
Arg

tge
Cys
740

age
Arg

tac

tge
Cys

gag
Glu

atg
Met

gayg
Glu
565

tgg
Tzrp

cag
Gln

agg
Arg

997
Gly

ttc
Phe
645

ctg
Leu

gge
Gly

tte
Phe

gte
Vval

cte
Leu
725

gtg
Vval

aag
Lys

atg

got
Ala

cac
His

agt
Ser
550

acce
Thr

agce
Ser

cty
Leu

falals)
Pro
cty
£30
cgc

Arg

tte
Fhe

goc
Ala

gty
Val

aag
Lys
710

acyg
Thr

cgt
Arg

goc
Ala

cga
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tgg
Trp

cgt
535

gtg
Val

acyg

aag
Lys

gy

gec
Ala
615

cgg
Arg

aga

agc
Ser

tet
Ser

ctyg
695

gtg
Val

gag
Glu

gy

tte
Phe

cag

ctyg
Leu
520

ctg
Leu

tac
Tyr

ttt
Phe

ttg
Leu

gag
Glu
600

oty

Leu

cecg
Pro

gaa
Glu

gtg
val

gty
val

680

cgt

gat
Asp

gtc
val

tat
Tyr

aag
Lys
760

tte

cge
Arg

cgt
Arg

gte
Val

caa
Gln

caa
Gln
585

ctg
Leu

ctg
Lau

att
Ile

aag
Lys

cte
Leu
665

ctg

Leu

gtg
Val

gtg
val

atc
Ile

gece
Ala
745

age
Ser

gtg

agg
Arg

gag
Glu

gte
Val

aag
Lys
570

age
Ser

tcg
Ser

acyg
Thr

gtg
val

agg
Arg
650

aac

Asn

gge
Gly

cgg
Arg

acyg
Thr

gce
Ala
730

gtg
Val

cac
His

get

45

aga
Ser

gag
Glu

gag
Glu
555

aac
Asn

att
Ile

gaa
Glu

toe
Ser

aac
Asn
635

gcc

Ala

tac
Tyr

oty
Leu

gce
Ala

ggo
Gly
715

age
Ser

gte
val

gte
val

cac

cca
Pro

atec
Ile
540

ctyg

agqg
Arg

gga
Gly

gca
Ala

aga
Arg
620

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu

gac
Asp

cag
Gln
700

gog
Ala

atc
Ile

cag
Gln

tet
Sear

oty

a99
Gly
525

ctg
Leu

cte
Leu

cte
Leu

ate
Ile

gag
Glu
605

cte
Leu

gac
Asp

cgt
Arg

cgy
Arg

gat
Asp
685

gac

Asp

tac
Tyr

ate
Ile

aag
Lys

ace
Thr
765

cag

gtt
val

gcc
Ala

agg
Arg

ttt
Phe

aga
Arg
590

gte
Val

age
Arg

tac
Tyrxr

cte
Leu

geg
Ala
670

ate

Ile

ccg
Pro

gac
Asp

aaa
Lys

goe
Ala
750

ttg
Leu

gag

gge
Gly

aag
Lys

tct
Ser

tte
Phe
575

cag

Gln

agg

tte
Phe

gtc
val

acc
Thr
655

cgg
Arg

cag
His

ccg
Pro

ace
Thr

ece
Pro
135

gee
Ala

aca
Thr

Aacc

tgt
Cys

tte
Phe

ttc
Phe
560

tac
Tyr

cag
His

cag
Gln

ate
Ile

gtg
vVal

640
tcg

Ser

cgeo
Arg

agg
Arg

cct
Prao

ate
Ile
720

cag
Gln

cat
His

gac
Asp

agc

1642

16390

1738

1786

1834

1882

1930

1978

2026

2074

2122

2170

2218

2266

23114

2362

2410



Leu

acg
Pro
785

gcc
Ala

goe
Ala

cag
Gln

atg
Met

cgt
Arg
B65

cte
Leu

ttg
Leu

ggc
Gly

ggc
Gly

agc
Ser
945

tte
Phe

ctg
Leu

acg
Thr

ttt
Phe

aag
Lys

Gln
770

ctg
Leu

agc
Ser

gtg
val

ggc
Gly

gag
Glu
850

ttg
Leu

agyg
Arg

egg
Arg

acg
Thr

ctg
Leu
930

tat
Tyr

aag
Lys

aag
Lys

gtg
Val

Pro

agg
Arg

agt

Ser

cge
Arg

tce
Ser
835

aac
Agn

tte
Phe

ace
Thr

aag
Lys

got
Ala
215

ctyg
Leu

gcc
Ala

got
aAla

tgt
Cya

tgc
Cys
2395

Tyr

gat
Asp

ggc
Gly

atc
Ile
820

atc
Ile

aag
Lys

ttyg
Leu

ctg
Len

aca
Thr
200

ttt
Phe

cty
Leu

cgyg
Arg

gg9
Gly

cac
His
980

acc
Thr

Met

gec
Ala

ctc
Leu
805

agyg

ctc
Leu

ctg

ttg
Leu

gto
Val
885

gtg
Val

gtt
val

gat
Asp

acc
Thr

agyg
965
agc

Ser

aac
Agn

Aryg

gte
Val
790

ttec
Phe

ggc
Gly

teo
Ser

ttt
Fhe

gty
val

870

cga
Arg

gtg
Val

cag
Gln

acc
Thr

tece
Ser
950

aac
Asn

ctg
Leu

atc
Ile
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Gln
775

gte
Val

gac
Asp

aag
Lys

acyg
Thr

gcg
Ala
855

aca
Thr

ggt
Gly

aac
Azn

atg
Mat

cgg
Arg
935

atc

Ile

atg
Met

ttt
Fhe

tac
Tyr

Phe

ate
Ile

gtc
val

toe
Ser

ctg
Leu
840

999
Gly

cct
Pro

gte
Val

tte
Phe

cog
Pro
920

ace
Thr

aga
Arg

cgt.
Arg

ctg
Leu

aag atc ctc ctg ctg cag gcg tac agg
Lya Ile Leu Leu Leu Gln 2Ala Tyr Arg

1000

val

gag
Glu

ttc
Phe

tac
Tyr
825

cte
Leu

att
Ile

cac
His

act
Pro

act
Pro
9205

geo
Ala

ctg
Leu

gcc
ala

age
Arg

gat
Asp
985

Ala

cag
Gln

cta
Leu
810

gte
val

tgc
Cys

cgg
Arg

cte
Leu

gag
Glu
890

gta
Vval

cac
His

gag
Glu

agt

Ser

aaa
Lys
9270

ttg

His

age
Ser
795

cgc
Arg

cag
Gln

agc
Ser

cgg
Aryg

acc
Thr
875

tat
Tyr

gaa
Glu

ggc
Gly

gty
Val

ctc
Leu
955

cte
Leu

cag
Gln

Leu
780

teco
Ser

tte
FPhe

tgo
Cys

ctg
Leu

gac
Asp
860

cac
His

ggc
Gly

gac
Asp

cta
Leu

cag
Gln
940

acc
Thr

ttt
Phe

gtg
val

Gln

teoe
Ser

atg
Met

cag
Gln

tgc
Cys
845

g9g
Gly

gog
Ala

tge
Cys

gag
Glu

tte
Phe
925

age

Ser

tte
Pha

gIY
Gly

aac
Asn

Glu

cotg
Leu

tgc
Cys

gg9
Gly
830

tac
TYr

ctg

aaa
Lys

gtg
Val

goc
Ala
910

falals)
Pro

gac
Asp

aac
Agn

gtc
val

age
Ser
930

1005

Thr

aat
Asn

cac
Hisg
815

ate
Ile

ggc
Gly

ctc
Leun

acg

gtg
Val
895

ctg
Leu

tog
Trp

tac
Tyr

cgc
Arg
ttg
975

ctc
Leu

Ser

gay
Glu
800

cac
His

cog
Pro

gac
Asp

ctg
Leu

ttc
Phe
880

aac
Asn

agt
Gly

tge
Cys

tec
Ser

ggc
Gly
260

cgg
Arg

cag
Gln

cac gea tgt gtg ctg cag cte cca ttt cat cag caa gtt tgg
His BAla Cys Val Leu Gln Leu Pro Phe His Gln Gln Val Trp
1015

1010

1020

aac cec aca ttt tte ctg cge gte atc tet gac acg goe too
Asn Pro Thr Phe Phe Leu Arg Val Ile Ser Asp Thr Ala Ser

46

2458

2506

2554

2602

2650

2698

2746

2794

2842

2890

2938

2986

3034

3082

3127

3172



10

ctc
Leu

ggg
Gly

tgg
Trp

gtc
Val

cag
Gln

goo
Ala

1025

tgc
Cys
1040

gee
Ala
1055

ctg
Leu
1070

acc
Thr
1085

ctg
Leu
1100

goa
Ala

tac
Tyr

aag
Lys

tgc
Cys

tac
Tyr

agt
Ser

gcc

tcc
Ser

gge
Gly

cac
His

gtg
Val

cgg
Arg

aac

Ala Asn

atc
Ile

geoc
Ala

caa
Gln

cca
Pro

aag
Lys

ccg
Pro

ctg
Leu

geoc
Ala

gca
Ala

cte
Leu

cte
Leu

gca
Ala
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1030

aaa
Lys
1045

ggc
Gly
1060

ttc
Phe
1075

ctg
Leu
1090

cog
Pro
1105

ctg
Len

gcc
Ala

cct
Pro

ctg

ggg
Gly

ggg
Gly

ccec
Pro

aac
Azn

aag
Lys

ctg cce

Pro

ctc
Leu

aag
Lys

ctc
Leu

tca
Ser

acg
Thr

acg
Thr

tca
Ser

gac
Asp

gca
Ala

tee
Ser

ctg

agg
Arg

ctg
Leu

ttc
Phe

1035

ggg
Gly
1050

gag
Glu
1065

act
Thr
1080

aca
Thr
1095

act
Thr
1110

aag
Lys

atg
Met

geoc
Ala

cga
Arg

gcc
Ala

geoc
Ala

acc
Thr

tcg
Ser

gtg
Val

cac
His

cag
Gln

ctg
Leu

atc
Ile

ctg
Leu

cag
Gln

cgt
Arg

acg
Thr

gag
Glu

ctg
Len

1115
gac
Agp
cgecgggete
agtctgagge
ccggctgagg
tcacttcecee
coceggcttee
cgecctgoce
tgggagetet
cacctggatyg

gaatatatga

<210> 39
<211> 1129
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tga tggccacccg cccacagcca

tacgteccag
ctgagtgagt
cctgagegag
acaggctggce
actccccaca
tectttgeoct
gggaatttgg
ggggtececty

gtttttcagt

<223> Construccion sintética

<400> 39

1120

ggagggaggyg
gtttggecga
tgtccagcca
gcteoggetce
taggaatagt
tecacceocea
agtgaccaaa
tgggtcaaat

tttgaaaaaa

goggoccaca
ggcectgeatg
agggctgagt
accccagggc
ccatccccag
ccatccaggt
ggtgtgecet

tggggggagg

a

47

1125

cccaggeoceyg
tecggetgaa
gtccagcaca
cagcttttce
attcgccatt
ggagacectyg
gtacacagge

tgectgtggga

ggccgagagc agacaccagc agccctgtca

cacegetggyg
ggctgagtgt
cctgeegtet
tcaccaggag
gttcacccct
agaaggacce
gaggaccctg

gtaaaatact

3217

3262

3307

3352

3397

3442

3498

3558

3618

3678

3738

3798

3858

3918

3978

4009
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Met Pro Arg Ala Pro Arg Cys Arg Ala Val Arg Ser Leu Leu Arg Ser
1 5 10 15

His Tyr Arg Glu Val Leu Pro Leu Ala Thr Phe Val Arg Arg Leu Gly
20 25 30

48



Pro

Ala

Pro

65

val

Leu

Glu

Agp

Gly

145

Leu

Gln

Pro

Glu

Gly

225

Gly

Ala

Val

Gln

Leu

50

Pro

Ala

Ala

Ala

Ala

130

Asp

val

Leu

Arg

Ala

210

Gly

Ala

Hig

Ser

Gly

35

val

Ala

Arg

Phe

Phe

115

Leu

Asp

Ala

Gly

Arg

155

Gly

Ser

Ala

Pro

Pro
275

Ala

Ala

Val

Gly

100

Thr

Arg

val

Pro

Ala

180

Arg

Val

Ala

Pro

Gly

260

Ala

Arg

Gln

Proc

Leu

85

Phe

Thr

Gly

Leu

Ser

165

Ala

Leu

Pro

Ser

Glu

245

Arg

Arg
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Leu

Cys

Ser

70

Gln

Ala

Ser

Ser

val

150

Cys

Thr

Gly

Arg

230

Pro

Thr

Pro

Val

Leu

53

Phe

Arg

Leu

val

Gly

135

His

Ala

Gln

Cys

Gly

215

Ser

Glu

Arg

Ala

Gln
40

val

Arg

Leu

Arg

120

Ala

Leu

Tyr

Ala

Glu

200

Leu

Leu

Arg

Gly

Glu
280

49

Arg

Cys

Gln

Cys

Asp

105

Ser

Trp

Leu

Gln

Arg

185

Arg

Pro

Pro

Thr

Pro

265

Glu

Gly

val

val

Glu

20

Gly

Gly

Ala

val

170

Pro

Ala

Pro
250

Ser

Ala

Asp

Pro

Ser

15

Arg

Ala

Arg

155

Cys

Pro

Trp

Pro

Pro

235

Val

Asp

Thr

Pro

Trp

60

Cys

Gly

Arg

Pro

Leu

140

Cys

Gly

Pro

Asn

Gly

220

Lys

Gly

Arg

Ser

Ala

45

Asp

Leu

Ala

Gly

Asn

125

Leu

Ala

Pro

His

Hia

205

Ala

Arg

Gln

Gly

Leu
285

Ala

Ala

Lys

Lys

Gly

110

Thr

Arg

Leu

Prc

Ala

190

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

270

Glu

Phe

Arg

Glu

Asn

95

Pro

val

Arg

Phe

Len

175

Ser

Val

Arg

Arg

Ser

255

Cys

Gly

Arg

Pro

Len

80

Val

Pro

Thr

Val

val

160

TYyr

Gly

Arg

Arg

Arg

240

Trp

Val

Ala



Ala
305

Cys

Ser

Arg

Arg

385

Ala

Ala

Gly

val

val

465

Arg

Leu

Ser

val

Ser

290

Gly

Pro

Lys

Leu

Pro

370

Tyr

Gln

Ala

Ser

Gln

450

Arg

His

Gly

val

Pro
530

Gly

Pro

Pro

Glu

Thr
355

Trp

Trp

Cys

val

Val

435

Leu

Ala

Aszn

Lys

Arg

515

Ala

Thr

Pro

val

Gln

340

Gly

Met

Gln

Pro

Thr

420

Ala

Leu

Cys

Glu

His

500

Asp

Ala

Arg

Ser

Tyr

325

Leu

Ala

Pro

Met

Tyr

405

Pro

Ala

Arg

Leun

Arg

485

Ala

Cys

Glu
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His

Thr

310

Ala

Arg

Arg

Gly

Arg

390

Gly

Ala

Pro

Gln

Arg

470

Arg

Lys

Ala

His

Ser

295

Ser

Glu

Pro

Arg

Thr

375

Pro

Val

Ala

Glu

His

455

Arg

Phe

Leu

Trp

Arg
535

His

Arg

Thr

Ser

Leu

360

Pro

Leu

Gly

Glu

440

Ser

Leu

Leu

Ser

Leu

520

Leu

50

Pro

Pro

Lys

Phe

345

val

Arg

Phe

Leu

val

425

Glu

Ser

val

Arg

Leu

505

Arg

Arg

Ser

Pro

His

330

Glu

Arg

Lys

410

Cys

Asp

Pro

Pro

Asn

490

Gln

Arg

Glu

val

Arg

315

Phe

Leu

Thr

Leu

Glu

395

Thr

Ala

Thr

Tzp

Proc

475

Thr

Glu

Ser

Glu

Gly

300

Pro

Leu

Ser

Ile

Pro

380

Leu

His

Arg

Asp

Gln

460

Gly

Lys

Leu

Pro

Ile
540

Arg

Trp

Tyr

Ser

Phe
365

Arg

Leu

Cys

Glu

Pro

445

vVal

Leu

Lys

Thr

Gly

525

Leu

Gln

Asp

Ser

Leu

350

Leu

Leu

Gly

Pro

Lys

430

Arg

Tyr

Trp

Phe

Trp
510

val

Ala

His

Thr

Ser

335

Arg

Gly

Pro

Asn

Leu

415

Pro

Arg

Gly

Gly

Ile

495

Lys

Gly

Lys

His

Pro

320

Gly

Pro

Ser

Gln

His

400

Arg

Gln

Leu

Phe

Ser

480

Ser

Met

Cys

Phe



Leu
545

Pha

Leu

His

Pro

625

Gly

Arg

Pro

Ala

Glu

705

Pro

Asn

Gly

Leu

Pro

785

Ala

His

Tyr

Lys

Lys

Arg

610

Lys

Ala

vVal

Gly

Trp

690

Leu

Gln

Thr

His

Gln

770

Leu

Ser

Trp

Val

Ser

Arg

595

Glu

Pro

Lys

Len

675

Arg

Tyr

Asp

Tyr

vVal

755

Pro

Sar

Leu

Thr

val

580

Val

Ala

Asp

Thr

Ala

660

Leu

Thr

Phe

Arg

Cys

740

Arg

Tyr

Gly

Met

Glu

565

Trp

Gln

Arg

Gly

Phe

645

Gly

Phe

val

Leu

725

Val

Lys

Met

Ala

Lau

ES 2590462 T3

Ser

550

Thr

Ser

Len

Pro

Leu

630

Arg

Phe

Ala

vVal

Lys

710

Thr

Arg

Ala

Arg

val

790

Phe

val

Thr

Lys

Arg

Ala

615

Arg

Ser

Ser

Leu

695

Val

Glu

Arg

Phe

Gln

715

Vval

Asp

Tyr

Fhe

Leu

Glu

600

Leu

Pro

Glu

val

val

680

Arg

Asp

val

Tyr

Lys

760

Phe

Ile

vVal

51

val

Gln

Gln

585

Leu

Leu

Ile

Lys

Leu

665

Leu

val

Val

Ile

Ala

745

Ser

val

Glu

Phe

val

Lys

570

Ser

Ser

Thr

val

Arg

650

Asn

Gly

Arg

Thr

Ala

730

Val

His

Ala

Gln

Leu

Glu

555

Asn

Ile

Glu

Ser

Asn

635

Ala

Tyr

Leu

Ala

Gly

715

Ser

Vval

val

His

Ser

795

Arg

Leu

Arg

Gly

Ala

Arg

620

Met

Glu

Glu

Asp

Gln

700

Ala

Ile

Gln

Ser

Leu

780

Ser

Phe

Leu

Len

Ile

Glu

605

Leu

Asp

Arg

Asp

685

Asp

Tyr

Ile

Lys

Thr

765

Gln

Ser

Met

Arg

Fhe

Arg

590

Val

Arg

Tyr

Leu

Ala

670

Ile

Pro

Asp

Lys

Ala

150

Leu

Glu

Leu

Cys

Ser Phe
560

Phe Tyr
575

Gln His

Arg Gln

Phe Ile

Val val
640

Thr Ser
655

Arg Arg

Hie Arg

Pro Pro

Thr Ile

720

Pro Gln
735

Ala His

Thr Asp

Thr Ser

Asn Glu

800

His His
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805 810 815

Ala Val Arg Ile Arg Gly Lys Ser Tyr Val Gln Cys Gln Gly Ile Pro
820 825 830

Gln Gly Ser Ile Leu Ser Thr Leu Leu Cys Ser Leu Cys Tyr Gly Asp
835 840 845

Met Glu Asn lys Leu Phe Ala Gly Ile Arg Arg Asp Gly Leu Leu Leu
850 855 860

Arg Leu Phe LlLeu Leu Val Thr Pro His Leu Thr His Ala Lys Thr Phe
865 870 875 880

lLeu Arg Thr lLeu Val Arg Gly Val Pro Glu Tyr Gly Cys Val Val Asn
885 890 895

lLeu Arg Lys Thr Val Val Asn Phe Pro Val Glu Asp Glu Ala Leu Gly
900 905 910

Gly Thr Ala Phe Val Gln Met Pro Ala His Gly Leu Phe Pro Trp Cys
915 920 925

Gly Leu Leu Leu Asp Thr Arg Thr Leu Glu Val Gln Ser Asp Tyr Ser
930 935 940

Ser Tyr Ala Arg Thr Ser Ile Arg Ala Sar Leu Thr Phe Asn Arg Gly
545 950 955 560

Phe Lys Ala Gly Arg Asn Met Arg Arg Lys Leu Phe Gly Val Leu Arg
965 970 975

Leu Lys Cys His Ser Leu Phe Leu Asp Leu Gln Val Asn Ser Leu Gln
oS80 985 950

Thr val Cys Thr Asn Ile Tyr Lys Ile Leu Leu Leu Gln Ala Tyr Aryg
995 1000 1005

Phe Higs Ala Cys Val Leu Gln Leu Pro Phe His Gln Gln Val Trp
1010 1015 1020

Lys Asn Pr¢o Thr Phe Phe Leu Arg Val Ile Ser Asp Thr Ala Ser
1025 1030 1035

leu Cys Tyr Ser Ile Leu Lys Ala Lys Asn Ala Gly Met Ser Leu
1040 1045 1050

Gly Ala Lys Gly Ala Ala Gly Pro Leu Pro Ser Glu Ala Val Gln
1055 1060 1065
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Trp Leu Cyg Hisg Gln Ala Phe Leu Leu Lys Leu Thr Arg His Arg
1070 1075 1080

Val Thr Tyr Val Pro Leun Len Gly Ser Leu Arg Thr Ala Gln Thr
1085 1080 1095

Gln Leu Ser Arg Lyg Leu Pr¢ Gly Thr Thr Leu Thr 2Ala Leu Glu
1100 1105 1110

Ala Ala Ala Asn Pro Ala Leu Pro Ser Asp Phe Lys Thr Ile Leu
1115 1120 1125

Asp

<210> 40
<211> 3991
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Gen que codifica una forma delecionada no funcional HTERT (restos de aminoacidos 864 a 872)

<220>
<221> CDS
<222> (59)..(3430)

<400> 40

caggcagoge tgogtoctgo tgogocacgtyg ggaagocctg gooccoggoca coccooogog 58

atg cog cge got coce ege tge cga geoe gtg ege tee ctg ¢tg cge age 106
Met Pro Arg Ala Pro Arg Cysg Arg Ala Val Arg Ser Leu Leu Arg Ser
1 5 10 15

cac tac c¢g¢ gag gtg ctg ¢cg ¢tg gee acg tte gtg c¢gg cge ¢tg ggg 154
Hig Tyr Arg Glu Val Leu Pr¢ Leu Ala Thr Phe Val Arg Arg Leu Gly
20 25 30

ccc cag gge tgg cgg ctg gtg cag cgc ggg gac ccg gog gect tte cge 202
Pro Gln Gly Trp Arg Leu Val Gln Arg Gly Asp Pro Ala Ala Phe Arg

35 40 45

geg ctg gtg geoc cag tge ctg gtg tge gtg cec tgg gac gea cgg cog 250
Ala Leu Val 2la Gln Cys Leu Val Cys Val Pr¢ Trp Asp Ala Arg Pro
50 55 60

CoC Cod ged ged ced tee tte cdge cag gtg tee tge ¢tg aag gag ¢tg 298
Pr¢ Pro Ala Ala Pro Ser Phe Arg Gln Val Ser Cys Leu Lys Glu Leu
65 70 75 80

gtg gcc cga gtg ctg cag agg ctg tge gag cgc ggc gcg aag aac gtg 348
Val Ala Arg Val Leu Gln Arg Leun Cys Glu Arg Gly Ala Lys Asn Val
85 80 85

ctg gee tte gge tte geg ¢tg <¢tg gac ggg goc <¢ge ggg ggc cocc cod 394
Leu Ala Phe Gly Phe Ala Leu Leu Asp Gly Ala Arg Gly Gly Pro Pro
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100 105 110

gag goce tte ace ace age gtg cge age tac ctg cce aac acg gtg ace 442
Glu Ala Phe Thr Thr Ser Val Arg Ser Tyr Leu Pro Asn Thr Val Thr
115 120 125

gac goa ctg ogg gg9g age ggg gcg tgy ggg ctg otg oty cgo cge gtg 490
Asp Ala Leu Arg Gly Ser Gly Ala Trp Gly Leu Leu Leu Arg Arg Val
130 135 140

ggc gac gac gtg ctg gtt cac ctg ctg gca cge tge geg cte ttt gtg 538
Gly Asp Asp Val Leu Val His Leu Leu Ala Arg Cys Ala Leu Phe Val
145 150 155 160

ctg gtg got ceoc age tge gec tac cag gty tgo ggg <cg cog ctg tac 586
Leu Val Ala Pro Ser Cys Ala Tyr Gln Val Cys Gly Pro Pro Leu Tyr
185 170 175

cag cte gge get goe act cag goc cgg ccoce cog cca cac get agt gga 634
Gln Leu Gly Ala Ala Thr Gln Ala Arg Pro Pro Pro His Ala Ser Gly
180 185 130

oo ¢ga agg gt ¢tg gga tge gaa c¢gg goec tgg aac cat age gte agg 682
Pro Arg Arg Arg Leu Gly Cys Glu Arg Ala Trp Asn His Ser Val Arg
195 200 205

gag goc ggg gtc CCC ¢tg ggc ohbg ©Ca gec oCg ggt gog agy agy cgc 730
Glu Ala Gly Val Pro Leu Gly Leu Pro Ala Pro Gly Ala Arg Arg Arg
210 215 220

ooy gge aght goc age ¢ga agt ctg ccg ttyg coc aag agg coc agg ogt 778
Gly Gly Ser Ala Ser Arg Ser Leu Pro Leu Pro Lys Arg Pro Arg Arg
225 230 235 240

ggoe got goc oot gag ccg gag cgg acg coec gtt ggg cag ggg tee tgg 826
Gly Ala Ala Pro Glu Pro Glu Arg Thr Pro Val Gly Gln Gly Ser Trp
245 250 255

gcc cac ccg ggc agg acg cgt gga ccg agt gac cgt ggt tte tgt gtg 874
Ala His Pro Gly Arg Thr Arg Gly Pro Ser Asp Arg Gly Phe Cys Val

260 265 270

gtg tca cct geo aga coe geo gaa gaa god ace toet ttg gag ggt gog 922
Val Ser Pro Ala Arg Pro Ala Glu Glu Ala Thr Ser Leu Glu Gly Ala
275 230 285

cto tot ggoe acg cge cag too cac oca toc gtg gyge ¢ge cag cac Qac 970
Leu Ser Gly Thr Arg His Ser His Pro Ser Val Gly Arg Glm His His
290 295 300

gog gge coo coa toe aca tag ogg eca cca ogt coe tgg gac acg cot 1018
Ala Gly Pro Pro Ser Thr Ser Arg Pro Pro Arg Pro Trp Asp Thr Pro
305 310 315 320

tgt cce cog gtg tac goco gag acc aag cac ttc cte tac tec tca gge 1066
Cys Pro Pro Val Tyr Ala Glu Thr Lys His Phe Leu Tyr Ser Ser Gly
325 330 335

gac aag gag cag ctg ogg coc toc tite cta cte age tet ctg agg ccc 1114
Asp Lys Glu Gln Leu Arg Pro Ser Phe Leu Leu Ser Ser Leu Arg Pro
340 345 350

age cotg act ggo got g agg ctc gtg gag acc ate ttt ctg ggt toe 1162
Ser Leu Thr Gly Ala Arg Arg Leu Val Glu Thr Ile Phe lLeu Gly Ser
355 360 365

54



agg
Arg

cge
Arg
385

gcg
Ala

gct
Ala

gge
Gly

gtg
Vval

gtg
Val
465

agy
Arg

otg
Lau

age
Ser

gtt
Val

ctyg
Leu
545

ttt
Phe

cgg
Arg

ttg

cat
His

ccc
Pro
370

tac
Tyr

cag
Gln

gy
Ala

tet
Ser

cag
Gln
450

cgg
Arg

cac
His

ggg
Gly

gtg
Val

ccyg
Pro
530

cac
His

tat
Tyr

aag
Lys

aag
Lys

cgg
Arg
610

tgg
Trp

tgg
Trp

tgc
Cys

gte
val

gty
val

435

ctg
Leu

gee
Ala

aac
Asn

aag
Lys

cgyg
Arg
51%

gcc
Ala

tgg
Trp

gtc
val

agt

Ser

agy
Arg
595

gaa
Glu

atg
Met

caa
Gln

coc
Pro

agg
Thr
420

geg
Ala

ctc
Leu

tge
Cys

gaa
Glu

cat
His
500

gac
Asp

gca
Ala

oty
Len

acg
Thr

gte
Val
580

gtg
val

goo
Ala

cCca
Pro

atg
Mat

tac
Tyr
405

cca
Pro

gee
Ala

cgc
Arg

oty

cgc
Arg
485

goo
Ala

tge
Cys

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu
565

tgg
Trp

cag
Gln

g9g
Gly

cgg
Arg
350

g99
Gly

gca
Ala

ccco
Pro

cag
Gln

age
Arg
470

cgc
Arg

aag
Lys

get
Ala

cac
Hig

agt
Ser
550

acc

Thr

age
Ser

ctg
Leu

coe
Pro
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act
Thr
375

ccc
Pro

gtg
val

goo
Ala

Jgag
Glu

cac
Hisg
455

cgg
Arg

tte
Phe

cte
Leu

tgyg
Trp

cgt
Arg
535

gtg
Val

acqg
Thr

aag
Lys

©gg
Arg

goo
Ala
615

ccc
Pro

ctg
Leu

cte
Leu

ggt
Gly

gag
Glu
440
age
Ser

ctyg

cte
len

teg
Ser
ctyg
520

ctyg

tac
Tyr

ttt
Phe

ttg

gag
Glu
600

ctyg
Leu

cgc
Arg

ttt
Pha

cte
Leu

gto
Val
425

gayg
Glu

agc
Ser

gtg
Val

agg
Arg

ctyg
Lau
505

cge

Arg

cgt
Arg

gte
val

caa
Gln

caa
Gln
585

ctg

ctg
Lau

agyg
Arg

ctg
Leu

aag
Lys
410

tgt
Cys

gac
Asp

ccc
Pro

coc
Fro

aac
Asn
490

cag

Gln

agyg
Arg

gag
Glu

gto
Val

aag
Lys=s
570

age
Ser

teg
Ser

acg
Thr

55

ttg
Leu

gag
Glu
395

acy
Thr

gce
Ala

aca
Thr

tgg
Trp

cca
Pro
475

acc
Thr

gag
Glu

age
Ser

gag
Glu

gag
Glu
555

aac

Asn

att
Ile

gaa
Glu

tao
Ser

cce
Pro
380

ctg
Leu

cac
His

cgg
Arg

gac
Asp

cag
Gln
460

ggec
Gly

aag
Lys

ctg
Leu

cca
Pro

atc
Ile
540

ctyg
Leu

agy
Arg

gga
Gly

gca
Ala

aga
Arg
620

cgc
Arg

ottt
Leu

tge
Cys

gag
Glu

cce
Pro
445

gtg
Val

cte
Leu

aag
Lys

acg
Thr

999
Gly
525

ctg
Leun

cte
Leu

cte
Leu

atc
Ile

gag
Glu
605

cte
Leu

ctg
Leu

999
Gly

cog
Pro

aag
Lys
430

cgt
Arg

tac

Tyr

tgyg
Trp

tte
Phe

tgg

510

gtt
val

gce
Ala

agyg
Arg

ttt
Phe

aga
Arg
590

gte
val

age
Arg

[a]ale]
Pro

aac
Asn

ctg
415

cce
Pro

cge
Arg

ggc
Gly

gge
Gly

atc
Tle
495

aag
Lys

gge
Gly

aaqg
Lys

tot
Ser

ttc
Phe
575

cag

Gln

agg
Arg

tte
Phe

cag
Gln

cac
His
400

cga
Arg

cag
Gln

ctg
Leu

ttc
Phe

tee
Sar
480

tcc
Ser

atg
Met

tgt
Cys

ttc
Phe

tta
Phe
560

tac

Tyr

cag
His

cag
Gln

ata
Ile

1210

1258

1306

1354

1402

1450

1498

1546

1594

le42

1690

1738

1786

1834

1882

1930



cce
Pro
625

gga
Gly

age

alals)
Fro

gcc
Ala

gag
Glu
705

[alals)
Pro

aac
Asn

999
Gly

cte
Leu

cog
Pro
785

gce

Ala

gee
Ala

cag
Gln

atg
Met

aca
Thr
865

ot

aag
Lys

gee
aAla

gtg
val

gge
Gly

tgg
690

otg
Leu

cag
Gln

acqg
Thr

cac
His

cag
Gln
170

ctg
Leu

agc
Ser

gtg
val

ggc
Gly

gag
Glu
850

cct
Pro

gte

cct
Pro

aga
Arg

aag
Lys

ote
Leu
675

cgc
Arg

tac
Tyr

gac
Asp

tac
Tyr

gte
Val
755

cog

Pro

agg
Arg

agt

Ser

cgoe
Arg

tcc
Ser
835

aac
Asn

cac
His

cct

gac
Asp

acg
Thr

gca
Ala
£60

ctyg
Leu

acc
Thr

ttt
Fhe

agy
Arg

tge
Cys
740

aga

Arg

tac
Tyz

gat
RAsp

ggc
Gly

ate
Ile
820

atc
Ile

aag
Lys

ctc
Leu

gag

gag
Gly

tte
Fhe
645

ctg
Leu

gg¢
Gly

ttc
Fhe

gto
val

cto
Leu
725

gtg
Val

aag
Lys

atg
Mat

gce
Ala

ctc
Leu
805

agy

ctc
Leun

ctg
Leu

acc
Thr

tat

ctg
Leu
630

age
Arg

ttc
Phe

goo
Ala

gtg
Val

aag
Lys
710

acg
Thr

cgt
hrg

goo
Ala

aga
Arg

gtc
val
790

ttc
Phe

ggco
Gly

tce
Ser

ttt
Phe

cac
His
870

ggc
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cgg
Arg

aga
Arg

agc
Ser

tot
Ser

ctg
Leu
695

gtg
val

gag
Glu

cgg
Arg

tte
Phe

cag
Gln
775

gtc
val

gac
Asp

aag
Lys

acg
Thr

geg
Ala
8§55

gcg
Ala

tgc

ccg
Pro

gaa
Glu

gtg
Val

gtg
Val
680

cgt
Arg

gat
Asp

gte
Val

tat
Tyr

aag
Lys
760

tte
Phe

atc
Ile

gte
Val

toe
Ser

ctg
Leu
840

gg9g
Gly

aaa
Lys

gty

att
Ile

aag
Lys

ctec
Leu
665

ctg
Leu

gtg
Val

agtg
val

atc
Ile

goo
Ala
745

age

Ser

gtg
val

gag
Glu

tte
Phe

tac
Tyr
825

ctc
Leu

att
Ile

ace
Thr

gtg

gty
Vval

agg
Arg
650

aac
Asn

gge
Gly

cgg
Arg

acg
Thr

gce
Ala
730

gtg
val

cac
His

got
Ala

cag
Gln

cta
Leu
810

gte
val

tgc
Cys

cgg
Arg

tte
Phe

aac

56

aac
Asn
635

goc
Ala

tac
Tyr

ctyg
Leu

gcc
Ala

gge
Gly
715

age
Ser

gte
Val

gte
Val

cac
His

agc
Ser
795

cgc

Arg

cag
Gln

agc
Ser

cgg
Arg

ctc
Leu
875

tty

atyg
Met

gag
Glu

gag
Glu

gac
Asp

cag
Gln
700

geg
Ala

atc
Ile

cag
Gln

tot
Ser

ctyg
Lau
780

tce
Ser

ttec
Phe

tge
Cys

ctg
Leun

gac
Asp
860

agy

cgy

gac
Asp

cgt
Arg

cgg
Arg

gat
Asp
685

gac
Asp

tao
Tyr

atc
Ile

aaqg
Lys

ace
Thr
765

cag
Gln

 Nalal
Ser

atg
Met

cag
Gln

tgc
Cys
845

o999
Gly

ace
Thr

aag

tac
Tyx

cte

gcg
Ala
£70

ate
Ile

ccg
Pro

gac
Asp

aaa
Lys

qoo
Ala
750

ttg
Leu

gag
Glu

ctyg
Leu

tge
Cys

g99
Gly
830

tac
Tyr

ctg
Leu

ctyg
Leu

aca

gtc
val

acc
Thr
655

cagy

cag
His

ccg
Pro

acc

cec
Pro
735

goo

Ala

aca
Thr

acc

aat
Asgn

cac
His
815

atc
Ile

ggc
Gly

cte
Leu

gtc
Val

gty

gtg
val
640

teg
Ser

cge
Arg

agy
Arg

cct
Pro

atoe
Ile
720

cag
Gln

cat
His

gac
Asp

ago
Ser

gag
Glu
800

cac

His

cog
Pro

gac
Asp

gtg
val

cga
Arg
880

gtg

1978

2026

2074

2122

2170

2218

2266

2314

2362

2410

2458

2506

2554

2602

2650

2698

2744



Gly

aac
Asn

atg
Met

cgg

atc
Ile
945

atg
Met

ttt
Phe

tac
Tyr

cag
Gln

ctyg
Leu

aaa
Lys

ggc
Gly

ttc
Phe

ctg

ccg
Pro

ctg
Leu

cccacagoca ggocgagage agacaccage agcooctgtcea cgocgggcte tacgtoccag

Val

tte
Phe

cog
Pro

acg
Thr
930

aga
Arg

cgt
Arg

ctyg
Leu

aag
Ly=s

cte
Len
1010

cgc
Arg
1025

goc
Ala
1040

[ala} s
Pro

1055

ctyg
Lau
1070

agg
Gly
1085

ggg
Gly
1100

coc
Pro
1115

Pro Glu

cct gta
Pro Val
900

goe cac
Ala His
915

ctyg gag

Tyr Gly
885

gaa gac
Glu Asp

gge cta
Gly Leu

gtg cag

Leu Glu Val Gln

gcc agt
Ala Ser

ogc aaa
Arg Lys=

gat ttg
Asp Leu
980

atec cteo
Ile Leu
995

cca ttt
Pro Phe

gtc ate
Vval Ile

aag aac
Lys Asn

ctg ceo
Leu Pro

ctec aag
Leu Lys

tca ctc
Ser Leu

acg acg
Thr Thr

tca gac
Ser Asp

ctec ace
Leu Thr
950

cteo ttt
Leu Phe
965

cag gtg
Gln vVal

ctg ctg
Leu Leu

cat cag
His Gln

tct gac
Sar Asp

gca ggg
Ala Gly
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Cys

gag
Glu

tte
Phe

age
Ser
235

tte
Phe

ggg
Gly

aac
Asn

cag
Gln

caa
Gln
101

Val

geo
Ala

cec
Pro
920

gac
Asp

aac
Asn

gtc
val

age
Ser

gcg
Ala
1000

gt
Va
5

acg gc¢

Thr
103

Met
104

teo gag goc

Ser Glu

ctg act
Leu Thr

agy aca
Arg Thr

ctg act
Leu Thr

tte aag
Phe Lys

Ala
106

cga

Arg
107

gee
Ala
109

geoe
Ala
110

ace
Thr
112

Al
0

atg to

Se
5

gt
Va
0

ca
Hi
5

ca
Gl
0

ct
Le
5

at
Il
0

Val

ctg

905

Trp

tac
Tyr

cgc

ttg

ctc
Leu
985

tac agg ttt cac gca tgt gtg ctg
Tyr Arg Phe His Ala

Asn
890

ggt
Gly

tge
Cya

tco
Ser

ggc
Gly

cgg
Arg
970

cag
Gln

leu

ggc
Gly

ggc
Gly

age
Ser

tte
Phe
955

ctg

acqg
Thr

Arg

aqy
Thr

ctg
Leu

tat
Tyr
240

aag

Lys

aay
Lys

gty
val

Lys=s

get
Ala
ctg
925
gec

Ala

gct
Ala

tgt
Cys

tgc
Cys

Thr Val val
895

ttt gttt cag
Phe Val Gln

910

ctg gat ace
Leu Asp Thr

egg acc tce
Arg Thr Ser

ggyg agyg aac
Gly Arg Asn

960

cac agc ctg
Hiz Ser Leu
975

acc aac atc
Thr Asn Ile

930

Cys Val Leu

1005

t tgg aag aac ccoe aca ttt

1 Trp Lys Asn Pro Thr Phe
1020

¢ tec cte tge tac toc atc

a Ser Leu Cys Tyr Ser Ile
1035

g ctg ggy goc aag gge goe

r Lau Gly Ala Lys Gly Ala
1050

g cag tgg ctg tge cac caa

1l Gln Trp Leu Cys His Gln
1065

¢ cgt gtc acc tac gtg ceca

8 Arg val Thr Tyr Val Pro
1080

g acg cag ctg agt cgg aag

n Thr Gln Leu Ser Arg Lys
1095

g gag gcc gca goc  aac cog

u Glu Ala Ala Ala Asn Pro
1110

¢ ctg gac tga tggecacceg

e Leu Asp

57

tte
Phe

ctyg
Leu

geoo
Ala

goa
Ala

ctc
Lau

cte
Leu

gca
Ala

2784

2842

2890

2938

2986

3034

3082

3127

3172

3217

3262

3307

3352

3397

3440

3500



10

ggagggaggyg
gtttggecga
tgtccagcca
gcteoggetce
taggaatagt
tecacceocea
agtgaccaaa
tgggtcaaat

tttgaaaaaa

goggeocaca
ggceetgeatg
agggctgagt
accccagggc
ccatcecccag
ccatccaggt
ggtgtgecct

tggggggagy

a

<210> 41
<211> 1123
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 41
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cccaggeoceyg
tecggetgaa
gtccagcaca
cagcttttce
attcgccatt
ggagacectyg
gtacacagge

tgectgtggga

cacegetggyg
ggctgagtgt
cctgeegtet
tcaccaggag
gttcacccct
agaaggacce
gaggaccctg

gtaaaatact

58

agtctgagge
ceggctgagy
tcacttcecee
coceggcttee
cgecctgece
tgggagetet
cacctggatyg

gaatatatga

ctgagtgagt
cetgagegag
acaggctggce
actccccaca
tcctttgect
gggaatttgg
ggggtececty

gtttttcagt

3560

3620

3680

3740

3800

3860

3520

3980

3891



Met

His

Pro

Ala

Pro

65

Val

Leu

Glu

Pro

Tyr

Gln

Leu

50

Pro

Ala

Ala

Ala

Ala
130

Arg

Gly

35

Val

Ala

Arg

Phe

Phe
115

Ala

Glu

20

Ala

Ala

Val

Gly

100

Thr

Arg

Pro

Val

Arg

Gln

Pro

Leu

85

Phe

Thr

Gly
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Arg

Cys

Ser

70

Gln

Ala

Ser

Ser

Cys

Pro

Val

Leu

55

Phe

Arg

Leu

Val

Gly
135

Arg

Gln

40

Val

Arg

Leu

Arg
120

Ala

59

Ala

Ala

25

Arg

Cys

Gln

Cys

Asp

105

Ser

Trp

Val

10

Thr

Gly

Val

Val

Glu

20

Gly

Tyr

Gly

Arg

Phe

Asp

Pro

Ser

75

Arg

Ala

Leu

Leu

Ser

Val

Pro

Trp

60

Cys

Gly

Arg

Pro

Leu
140

Leu

Arg

Ala

45

Asp

Leu

Ala

Gly

Asn

125

Leu

Arg

30

Ala

Ala

Lys

Lys

Gly

110

Thr

Arg

Arg

15

Phe

Arg

Glu

Asn

95

Pro

Val

Arg

Ser

Gly

Arg

Pro

Leu

80

Val

Pro

Thr

Val



Gly

145

Leu

Gln

Pro

Glu

Gly

225

Gly

Ala

val

Leu

Ala

305

Cys

Asp

Ser

Ary
385

Ala

Asp

val

Leun

Arg

Ala

210

Gly

Ala

His

Ser

Ser

290

Gly

Pro

Lys

Leun

Pro

370

Tyr

Gln

Asp

Ala

Gly

Arg

135

Gly

Ser

Ala

Pro

Pro

275

Gly

Pro

Bro

Glu

Thr
355

Tzp

Trp

Cys

val

Pro

Ala

180

Arg

val

Pro

Gly

260

Ala

Thr

Pro

val

Gln

340

Gly

Met

Gln

Pro

Leu

Ser

165

Ala

Leu

Pro

Ser

Glu

245

Arg

Arg

Arg

Ser

Tyr

325

Leu

Ala

Pro

Met

Tyr

ES 2590462 T3

val

150

Cys

Thr

Gly

Leun

Arg

230

Pro

Thr

Pro

Hie

Thr

310

Ala

Arg

Arg

Gly

Arg

330

Gly

His

Ala

Gln

Cys

Gly

215

Ser

Glu

Arg

Ala

Ser

295

Ser

Glu

Pro

Arg

Thr

375

Pro

val

Leau

Tyr

Ala

Glu

200

Leu

Leu

Arg

Gly

Glu

280

His

Arg

Thr

Ser

Leu

360

Bro

Leu

Leu

60

Leau

Gln

185

Arg

Pro

Pro

Thr

Pro

265

Glu

Pro

Pro

Lys

Fhe

345

Val

Arg

Phe

Leu

Ala

val

170

Pro

Ala

Leu

Pro

250

Ser

Ala

Ser

Pro

His

330

Leu

Glu

Arg

Leu

Lys

Arg

155

Cys

Pro

Trp

Pro

Pro

235

Val

Asp

Thr

val

Arg

315

Phe

Leu

Thr

Leu

Glu

395

Thr

Cys

Gly

Pro

Agn

Gly

220

Lys

Gly

Arg

Ser

Gly

300

Pro

Leu

Ser

Ile

Pro

380

Leu

His

Ala

Pro

His

His

205

Ala

Arg

Gln

Gly

Leu

285

Arg

Trp

Tyr

Ser

Phe

365

Arg

Leu

Cys

Lau

Pro

Ala

130

Ser

Arg

Pro

Gly

Phe

270

Glu

Gln

Asp

Sar

Leu

350

Leu

Leu

Gly

Pro

Phe Val
160

Leu Tyr
175

Ser Gly

Val Arg

Arg Arg

Arg Arg
240

Ser Trp
255

Cys Val

Gly Ala

His His

Thr Pro
320

Ser Gly
335

Arg Pro

Gly Ser

Pro Gln

Asn His
400

Leu Arg



Gly

val

vVal

465

Arg

Leu

Ser

val

Leu

545

Fhe

Aryg

Leu

His

Pro

€25

Gly

Arg

Ala

Sar

Gln

450

Arg

Hisg

Gly

val

Pro

530

His

Tyr

Lys

Lys

Arg

610

Lys

Ala

val

val

val

435

Leu

Ala

Asn

Lys

Arg

515

Ala

Trp

val

Ser

Arg

595

Glu

Pro

Arg

Lys

Thr

420

Ala

Leu

Cys

Glu

His

500

Asp

Ala

Leau

Thr

Vval

580

val

Ala

Agp

Thr

Ala
660

405

Pro

Ala

Leu

Arg

485

Ala

Cys

Glu

Met

Glu

565

Trp

Gln

Gly

Phe
645

Leu

ES 2590462 T3

Ala

Pro

Gln

Arg

470

Arg

Lys

Ala

His

Ser

550

Thr

Ser

Leu

Pro

Leu

630

Arg

FPhe

Ala

Glu

His

455

Arg

Phe

Leu

Trp

Arg

535

val

Thr

Lys

Arg

Ala

615

Arg

Arg

Ser

Gly

Glu

440

Ser

Len

Leu

Ser

Len

520

Leu

Tyr

Phe

Glu

600

Leu

Pro

Glu

vVal

61

val

425

Glu

Ser

val

Arg

Leu

505

Arg

Arg

val

Gln

Gln

585

Leu

Leu

Ilea

Lys

Leu
665

410

Cys

Pro

Pro

Asn

490

Gln

Arg

Glu

val

Lys

570

Ser

Sar

Val

650

Asn

Ala

Thr

Trp

Pro

475

Thr

Glu

Ser

Glu

Glu

555

Azn

Ile

Glu

Ser

Asn

635

Ala

Tyr

Arg

Asp

Gln

460

Gly

Lys

Leu

Pro

Ile

540

Leu

Arg

Gly

Ala

Arg

620

Met

Glu

Glu

Glu

Pro

445

val

Leu

Lys

Thr

Gly

525

Leu

Leu

Leu

Ile

Glu

605

Leu

Asp

Arg

Arg

Lys

430

Arg

Tyr

Trp

Phe

Trp

510

val

Ala

Arg

Phe

Arg

590

val

Arg

Tyr

Leu

hla
670

415

Pro

Gly

Gly

Ile

495

Lys

Gly

Lys

Ser

Phe

575

Gln

Arg

Phe

val

Thr

655

Arg

Gln

Lau

Phe

Ser

480

Ser

Met

Cys

Phe

Phe

560

Tyr

His

Gln

Ile

Val

640

Ser

Arg



Pro

Ala

Glu

705

Pro

Asn

Gly

Leu

Pro

785

Ala

Ala

Gln

Met

Thr

865

Gly

Asn

Gly

690

Leu

Gln

Thr

His

Gln

770

Leu

Ser

Val

Gly

Glu

850

Pro

val

Phe

Pro

Leu

875

Arg

Tyr

Asp

Tyr

Val

755

Pro

Arg

Ser

Arg

Ser

835

Asn

His

Pro

Pro

Ala
915

Leu

Thr

Phe

Arg

Cys

740

Arg

Tyr

Gly

Ile

820

Ile

Lys

Leu

Glu

val

900

Hiz

Gly

Phe

Vval

Leu

725

Vval

Lys

Met

Ala

Leu

805

Arg

Lau

Leu

Thr

Tyr

885

Glu

Gly

ES 2590462 T3

Ala

Val

Lys

710

Thr

Ala

Arg

Val

750

Phe

Gly

Ser

Phe

Hiz

870

Gly

Asp

Leu

Ser

Leu

695

Val

Glu

Arg

Phe

Gln

775

Val

Asp

Lys

Thr

Ala

855

Ala

Cys

Glu

Phe

Val

680

Asp

Val

Tyr

Lys

760

Phe

Ile

val

Ser

Lau

840

Gly

Lys

val

Ala

Pro
920

62

Leu

Val

Val

Ile

Ala

745

Ser

Val

Glu

Phe

Tyr

825

Leu

Ile

Thr

val

Leu
905

Trp

Gly

Arg

Thr

Ala

730

Val

His

Ala

Gln

Leu

810

Val

Cys

Arg

Phe

Asn

830

Gly

Cys

Leu

Ala

Gly

715

Ser

Val

Val

His

Ser
795

Arg

Gln

Ser

Arg

Leu

875

Leu

Gly

Gly

Asp

Gln

700

Ala

Ile

Gln

Ser

Leu

780

Ser

Phe

Cys

Leu

Asp

860

Arg

Thr

Leu

Asp

685

Asp

Tyr

Ile

Lys

Thr

765

Gln

Ser

Met

Gln

Cys

845

Gly

Thr

Lys

Ala

Leu
925

Ile

Pro

Asp

Lys

Ala

750

Leu

Glu

Leu

Cys

Gly

830

Tyr

Leu

Leu

Thr

Phe

910

Leu

His

Pro

Thr

Pro

735

Ala

Thr

Thr

Asn

His

815

Ile

Gly

Leu

val

val

895

val

Agp

Arg

Pro

Ile

720

Gln

His

Asgp

Ser

Glu

800

His

Pro

Asp

val

Arg

880

val

Gln

Thr



ES 2590462 T3

Arg Thr Leu Glu Val Gln Ser Asp Tyr Ser Ser Tyr Ala Arg Thr Ser
930 935 240

Ile Arg Ala Ser Leu Thr Phe Asn Arg Gly Phe Lys Ala Gly Arg Asn
945 950 955 960

Met Arg Arg Lys Leu Phe Gly Val Leu Arg Leu Lys Cys His Ser Leu
965 970 975

Phe Leu Asp Leu Gln Val Asn Ser Leu Gln Thr Val Cys Thr Asn Ile
280 92985 980

Tyr Lys Ile Leu Leu Leu Gln Ala Tyr Arg Phe Hisg Ala Cys Val Leu
995 1000 1005

Gln Leu Pro Phe His Gln Gln Val Trp Lys Asn Pro Thr Phe Phe
1010 1015 1020

Leu Arg Val Ile Ser Asp Thr Ala Ser Leu Cys Tyr Ser Ile Len
1025 1030 1035

Lys Ala Lys Asn Ala Gly Met Ser Leu Gly Ala Lys Gly Ala Ala
1040 1045 1050

Gly Proc Leu Pro Ser Glu Ala Val Gln Trp Leu Cys His Gln Ala
1055 1060 1065

Phe Leu Leu lys Leu Thr Arg His Arg Val Thr Tyr Val Pro Len
1070 1075 1080

Leu Gly Ser Leu Arg Thr Ala Gln Thr Gln Leu Ser Arg Lys Leu
1085 1090 1095

Pro Gly Thr Thr Leu Thr Ala Leu Glu Ala Ala Ala Asn Pro Ala
1100 1105 1110

Leu Pro Ser Asp Phe Lys Thr Ile Leu Asp
1115 1120
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que codifica un poliepitopo y que comprende al menos dos unidades polinucleotidicas
consecutivas que codifican un epitopo hTERT restringido a HLA-B7 elegido entre el grupo que consiste en:

a. MPRAPRCRA (p1),

b. APRCRAVRSL (p4),
c. APSFRQVSCL (p68),
d. RPAEEATSL (p277),
e. RPSFLLSSL (p342),
f. RPSLTGARRL (p351),
g. DPRRLVQLL (p444),
h. FVRACLRRL (p464),
i. AGRNMRRKL (p966),
j. LPGTTLTAL (p1107), y
k. LPSPKFTIL (p1123)

en el que dicho polinucledtido no es la secuencia codificante de hTERT de longitud completa, para su uso en la
prevencion y/o tratamiento del cancer mediante la induccion de una respuesta inmune restringida a HLA-B7.

2. Un vector de expresion que comprende un polinucleétido definido en la reivindicaciéon 1, para su uso en la
prevencion y/o tratamiento del cancer mediante la induccion de una respuesta inmune restringida a HLA-B7.

3. Un vector de expresion, para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, que es el vector pTRIP CMVOhTERT
depositado en la CNCM (Institut Pasteur, Paris, Francia) con el nimero CNCM [-3660 el 28 de julio de 2006 o el
vector pTRIP CMV ShTERT depositado en la CNCM con el nimero CNCM 1-3660 el 28 de julio de 2006, en que la
secuencia hTERT delecionada se ha sustituido por un polinucleétido definido en la reivindicacion 1.

4. Una célula hospedadora genéticamente transformada con un polinucleétido definido en la reivindicacion 1 o un
vector de expresion definido en cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3, para su uso en la prevencion y/o tratamiento
del cancer mediante la induccion de una respuesta inmune restringida a HLA-B7.

5. Un poliepitopo que comprende al menos dos epitopos hTERT restringidos a HLA-B7 consecutivos elegidos entre
el grupo que consiste en:

a. MPRAPRCRA (p1),

b. APRCRAVRSL (p4),
c. APSFRQVSCL (p68),
d. RPAEEATSL (p277),
e. RPSFLLSSL (p342),
f. RPSLTGARRL (p351),
g. DPRRLVQLL (p444),
h. FVRACLRRL (p464),
i. AGRNMRRKL (p966),
j. LPGTTLTAL (p1107), y
k. LPSPKFTIL (p1123)

en el que dicho poliepitopo no es hTERT de longitud completa, para su uso en la prevencion y/o tratamiento del
cancer mediante la induccién de una respuesta inmune restringida a HLA-B7.

6. Un poliepitopo seleccionado entre:

- la proteina hTERT delecionada para los restos de aminoacido 867 a 869 o delecionada para al menos los
restos de aminoacido 867 a 869 y

- la proteina hTERT delecionada para los restos de aminoacido 864 a 872, para los restos de aminoacido 857 a
879 o para los restos de aminoacido 862 a 874, para su uso en la prevencion y/o tratamiento del cancer,
mediante la induccion de una respuesta inmune restringida a HLA-B7.

7. Una composicion, opcionalmente adecuada para administracion in vivo, que comprende al menos un componente
elegido entre el grupo que consiste en:

a. un polinucledtido definido en la reivindicacion 1,

b. un vector definido en las reivindicaciones 2 o 3,

c. una célula hospedadora definida en la reivindicacion 4,

d. un poliepitopo definido en una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6,
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que opcionalmente también comprende otras moléculas de acido nucleico que codifican al menos un epitopo o
poliepitopo hTERT restringido a un alelo MHC clase | diferente del de HLA-B7, en particular restringido a HLA-A1, -
A2, -A3 y -A24, y/o también comprende otras moléculas de acido nucleico que codifican al menos un epitopo o
poliepitopo hTERT, restringido a MHC clase Il, y/o también comprende otras moléculas de acido nucleico que
codifican al menos un antigeno especifico de tumor (TSA) y/o al menos un antigeno asociado a tumor (TAA), para
su uso en la prevencion y/o tratamiento del cancer, mediante la induccion de una respuesta inmune restringida a
HLA-B7.

8. Un proceso para activar linfocitos T contra epitopos hTERT restringidos a HLA-B7, que comprende:

a. proporcionar linfocitos T, y,
b. cultivar in vitro dichos linfocitos T con al menos un poliepitopo definido en una cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 6, en condiciones que posibilitan la activacién de dichos linfocitos.

9. Un proceso para madurar in vitro células contra epitopos hTERT restringidos a HLA-B7, que comprende:

a. proporcionar células,

b. posibilitar la maduracién de dichas células con al menos un poliepitopo definido en una cualquiera de las
reivindicaciones 5a 6, y

c. opcionalmente, favorecer la expansién de dichas células maduradas, en el que dichas células son células
dendriticas, en particular células dendriticas aisladas de sangre en circulacién o células de médula ésea.
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gecagegetge gtecctgetgce gecacgtggga agccetggee ccggccéccc ccgeg atg 58
Met
1

ccg cgc got ccc cge tgc cga gecc gtg cgc tec ctg ctg €gc agc cac 106
Pro Arg Ala Pro Arg Cys Arg Rla Val Arg Ser Leu Leu Arg Ser His

tac cgc gag gtg ctg ccg ctg gec acg tte gtg ¢gg c©gc ctg ggg ccc 154
Tyr Arg Glu Val Leu Pro Leu Ala Thr Phe Val Arg Arg Leu Gly Pro
20 25 30

cag ggc tgg cgg ctg gtg cag cgc ggg gac ccg gcg gct ttc cgc gog 202
Gln Gly Trp Arg Leu Val Gln Arg Gly Asp Pro Ala Ala Phe Arg Ala
a5 40 45

ctg gtg gcc cag tgc ctg gtg tgc gtg ccc tgg gac gca cgg ccg ccc 250
Leu Val Ala Gln Cys Leu Val Cys Val Pro Trp Asp Ala Arg Pro Pro
50 55 60 65

cce gec gcc.ccc tcec ttc cgc cag gtg tcc tge ctg aag gag ctg gtg 298
Pro Ala Ala Pro Ser Phe Arg Gln Val Ser Cys Leu Lys Glu Leu Val
70 75 ' 80

gcc cga gtg ctg cag agg ctg tgc gag cgc ggc gcg aag aac gtg ctg 346
Ala Arg Val Leu Gln Arg Leu Cys Glu Arg Gly Ala Lys Asn Val Leu
BS 20 95

gecc tte ggec tte gecg ctg ctg gac ggg gcc cgc ggg ggc ccc ccc gag 394
Ala Phe Gly Phe Ala Leu Leu Asp Gly Ala Arg Gly Gly Pro Pro Glu
100 105 110

gcec tte ace acc age gtg cgc agc tac ctg cec aac acg gtg acc gac 442
Ala Phe Thr Thr Ser Val Arg Ser Tyr Leu Pro Asn Thr val Thr Asp
115 120 125

gca ctg cgg ggg agc ggg gcg tgg ggg ctg ctg ctg cgc cge gtg gge 450
Ala Leu Arg Gly Ser Gly Ala Trp Gly Leu Leu Leu Arg Arg Val Gly
130 ] 135 140 145

gac gac gtg ctg gtt- cac ctg ctg gca cgc tgc gcg cte ttt gtg ctg 538
Asp Asp Val Leu Val His Leu Leu Ala Arg Cys Ala Leu Phe Val Leu
150 155 160

gtg gct ccc agc tge gcc tac cag gtg tgc ggg ccg ccg ctg ktac cag 586
Val Ala Pro Ser Cys Ala Tyr Gln Val Cys Gly Pro Pro Leu Tyr Gln :
165 170 175

ctc ggc gct goc act cag gcc ¢gg CCC €Cg cca cac gct agt gga ccc 634
Leu Gly Ala Ala Thr Gln Ala Arg Pro Pro Pro His Ala Ser Gly Pro

180 185 150
¢cga agg cgt ctg gga tgc gaa cgg gcc tgg aac cat agc gtc agg gag 682

Arg Arg Arg Leu Gly Cys Glu Arg Ala Trp-Asn His Ser Val Arg Glu
195 200 205

Figura 1A
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Figura 1B
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gac aag gag cag ctg cgg ccc tcc ttc cta ctc age tect ctg agg ccc 1114
Asp Lys Glu Gln Leu Arg Pro Ser Phe Leu Leu Ser Ser Leu Arg Pro
340 345 ' 350

agc ctg act ggc gct cgg agg ctc gtg gag acc atc ttt ctg ggt tcc 1162
Ser Leu Thr Gly Ala Arg Arg Leu Val Glu Thr Ile Phe Leu Gly Ser
355 360 365

agg ccc tgg atg cca ggg act ccc cgc agg ttg ccc cgc ctg ccc cag 1210
Arg Pro Trp Met Pro Gly Thr Pro Arg Arg Leu Pro Arg Leu Pro Gln i
370 375 380.

cgc tac tgg caa atg cgg ccc ctg ttt ctg gag ctg ctt ggg aac cac 1258
Arg Tyr Trp Gln Met Arg Pro Leu Phe Leu Glu Leu Leu Gly Asn His
385 390 395 400

gcg cag tgc ccc tac ggg gtg ctc ctc aag acg cac tgc ccg ctg cga 1306
Ala Gln Cys Pro Tyr Gly Val Leu Leu Lys Thr His Cys Pro Leu Arg
405 410 415

gct geg gte ace cca gca goce ggt gtc tgt goce cgg gag aag ccc cag 1354
Ala Ala val Thr Pro Ala Ala Gly Val Cys Ala Arg Glu Lys Pro Gln

420 425 430
ggc tct gtg gocg goc ccc gag gag gag gac aca gac ccc cgt cgc ctg 1402

Gly Ser Val Ala Ala Pro Glu Glu Glu Asp Thr Asp Pro Arg Arg Leu
435 440 445
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agt cgg aag ctc ccg
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ttc cct gta gaa gac gag gcc ctg ggt
Phe Pro Val Glu Asp Glu Ala Leu Gly
905 210
ccg gcc cac ggc cta ttc ccc tgg tgc'
Pro Ala His Gly Leu Phe Pro Trp Cys
920 925
acc ctg gag gtg cag agc gac tac tcc
Thr Leu Glu Val Gln Ser Asp Tyr Ser
940
aga gcc agt ctc ace ttc aac cgc gge
Arg Ala Ser Leu Thr Phe Asn Arg Gly
955 960
cgt cgc aaa ctc ttt ggg gtc ttg cgg
Arg Arg Lys Leu Phe Gly Val Leu Arg
370 975
ctg gat ttg cag gtg aac agc ctc cag
Leu Asp Leu Gln Val Asn Ser Leu Gln
985 990

aag atc ctc ctg ctg cag gcg tac agg
Lys Ile Leu Leu Leu Gln Ala Tyr Arg
1000 1005

ctc cca ttt cat cag caa gtt tgg

Leu Pro Phe His Gln Gln Vval Trp
s 1020
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Arg Val Ile Ser Asp Thr Ala Ser
0 1035
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Ala Lys Asn Ala Gly Met Ser Leu
5 1050
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Pro Leu Pro Ser Glu Ala Val Gln
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s 1080

ggg tca ctc agg aca geC cag acg

Gly Ser Leu Arg Thr Ala Gln Thr
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ggg acg acg ctg act gcc ctg gag

Gly Thr Thr Leu Thr Ala Leu Glu
s 1110
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cce
Pro

cgce
Arg

cgt
Arg
240

tag
Txp

gtg
val

gcg
Ala

cac
His

cct
Pro
320

ggc
Gly

cCcC
Pro

tece

Ser

cag
Gln

cac
His
400

cga

cag .

Gln

730

778

826

874

922

870

1018

1066

1114

1162

1210

1258

1306

1354



ggc
Gly

gtg
val

gtg
val
465

agg

ctg
Leu

agc
Ser

gtt
val

ctg
Leu
545

ttt
Phe

cgg

ttg
Leu

cat
His

cce
Pro
625

gga
Gly

tct
Ser

cag
Gln
450
cgg
Arg

cac
His

ggg
Gly

gtg
Val

ceg
Pro
530

cac
His

tat
Tyr

aag
Lys

aag
Lys

cgg
Arg
610

aag

Lys

gce
Ala

gtg
Val
435

ctg

Leu

gee
Ala

aac
Asn

aag
Lys

cgg
515

gce
Ala

tgg
Trp

gtec
val

agt
Ser

agg
Arg
595

gaa
Glu

cct
Pro

aga
Arg

gcg
Ala

ctc
Leu

tge
Cys

gaa
Glu

cat
His
500
gac

Asp

gca
Ala

ctg
Leu

acg
Thr

gtc
val
580

gtg
Val

gcc
Ala

gac

acg
Thr

gcc
Ala

cgc
Arg

ctg
Leu

cgec
Arg
485

gcc
Ala

tgc
Cys

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu
565

tgg
Trp

cag
Gln

agg
Arg

999
Gly

tte
Phe
645

ccc
Pro

cag
Gln

cge
Arg
470

cgc
Arg

aag
Lys

gct
Ala

cac
His

agt
Ser
550

acc
Thr

age
Ser

ctg
Leu

ccc
Pro

ctg
Leu
630

cgce
Arg
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gag
Glu

cac
His
455

cgg
Arg

ttc
Phe

cte
Leu

tgg
Trp
cgt
535
gtg

val

acg
Thr

aaqg’

Lys

cgg
Arg

gcc
Ala
615

cgg
Arg

aga
Arg

gag
Glu
440

agc
Ser

ctg
Leu

ctc
Leu

tcg
Ser

ctg
Leu
520

ctg

Leu

tac

ttt
Phe

ttg
Leu

gag
Glu
600

ctg
Leu

ceg
Pro

gaa
Glu

gag
Glu

age
Ser

gtg
Val

agg
Arg

ctg
Leu
505

cgc

Arg

cgt

gte
val

caa
Gln

caa
Gln
585

ctg

Leu

ctg
Leu

att
Ile

aag
Lys

gac
Asp

ccc
Pro

cce
Pro

aac
Asn
490

cag

Gln

agg
Arg

gag

Glu

gtc
val

aag
Lys
570

age
Ser

tcg
Ser

acg
Thr

gtg
val

agg
Arg
650

aca
Thr

tgg
Trp

cca
Pro
475

acce
Thr

gag
Glu

agc
Ser

gag
Glu

gag
Glu
555
aac
Asn

att
Ile

gaa
Glu

tce
Ser
aac
635

gce
Ala

gac
Asp

cag
Gln
460

gg9c
Gly

aag
Lys

ctg
Leu

cca
Pro

atc
Ile
540

ctg
Leu

agg
Arg

gga
Gly

gca
Ala

aga
Arg
€20

atg
Met

gag
Glu

Figura 10C
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cce
Pro
445

gtg
val

cte
Leu

aag

Lys

acg
Thr

999
Gly
525

ctg

Leu

cte

ctc
Leu

atc
Ile

gag
Glu
605

ctc
Leu

gac
Asp

cgt
Arg

'cgt

Arg

tac

Tyr

tgg
Trp

tte
Phe

tgg
Trp
510

gtt
val

gcc
Ala

agg
Arg

ttt

Phe

aga
Arg
590

gtc
Val

cgc
Arg

tac

Tyr

cte
Leu

cge
Arg

ggc
Gly

ggc
Gly

atc
Ile
495

aag
Lys

ggc

Gly

aag
Lys

tct
Ser

tte
Phe
575

cag
Gln

agg
Arg

ttc
Phe

gtc
Val

acc
Thr
655

ctg
Leu

tte
Phe

tecc
Ser
480

tee
Ser

atg
Met

tgt
Cys

ttec

Phe

tte
Phe
560

tac

Tyr

cac
His

cag
Gln

atc
Ile

gtg
Val
640

tcg
Ser

1402

1450

1458

1546

1594

1642

1690

1738

1786

1834

1882

1930

1978
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agg
Arg

ccc
Pro

gcc
Ala

gag
Glu
705

ccc
Pro

aac
Asn

ggag
Gly

cte
Leu

ccg
Pro
785

gcc
Ala

gcc
Ala

cag
Gln

atg
Met

aca
Thr
‘865

gtg
val

ggc
Gly

tgg
Trp
690

ctg
Leu

cag
Gln

acg
Thr

cac
His

cag
Gln
770

ctg
Leu

agc
Ser

gtg
Val

ggc
Gly

gag
Glu
850

cct
Pro

aag
Lys

ctc
Leu
€75

cgc
Arg

tac

gac
Asp

tac

Tyr

gte
val
755

ccg
Pro

agyg
Arg

agt
Ser

cgc
Arg

tcc
Ser
835

aac

Asn

cac
His

gca
Ala
660

ctg
Leu

acc
Thr

ttt
Phe

agg
Arg

tgc

Cys
740

cge
Arg

tac

Tyr

gat
Asp

ggc
Gly

atc
Ile
820

atc
Ile

aag
Lys

cte
Leu

ctg
Leu

ggc
Gly

ttc
Phe

gtc
val

ctc
Leu
725

gtg
val

aag
Lys

atg
Met

gcc
Ala

ctc
Leu
805

agg

cte
Leu

ctg
Leu

ace
Thr

ttc
Phe

gce
Ala

gtg
val

aag
Lys
710

acg

Thr

cgt
Arg

gce
Ala

cga
Arg

gtc
val

‘790

ttc
Phe

ggc
Gly

tcc
Ser

ttt
Phe

cac
His
870

agc
Ser

tct
Ser

ctg
Leu
695

gtg
val

gag
Glu

cgg
Arg

ttc
Phe

cag
Gln
775

gtc
val

gac
Asp

aag
Lys

acg
Thr

gcg
Ala
855

gcg
Ala
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gtg
Val

gtg
Val
680

cgt

Arg

gat
Asp

gte
Val

tat
Tyr

aag
Lys

760

ttec
Phe

atc
Ile

gtc
val

tcc
Ser

ctg
Leu
840

999
Gly

aaa
Lys

ctc
Leu
665

ctg
Leu

gtg
val

gtg
val

atc
Ile

gcc
Ala
745

age

Ser

gtg
val

gag
Glu

tte
Phe

tac

Tyr
825

ctc

att
Ile

acc
Thr

aac
Asn

ggc
Gly

cgg
Arg

acg
Thr

gce
Ala
730

gtg
val

cac
His

gct
Ala

cag
Gln

cta
Leu
810

gtc
Val

tgc
Cys

cgg

Arg

tte
Phe

tac

Tyr

ctg
Leu

gcc
Ala

ggc
Gly
715

age
Ser

gtc
val

gtc
val

cac
His

agc
Ser
795

cge
Arg

cag
Gln

agc
Ser

cgg
Arg

ctc
Leu
875

gag
Glu

gac

cag
Gln
700

gcg
Ala

atc
Ile

cag
Gln

tct
Ser

ctg
Leu
780
tcc
Ser

ttc
Phe

tgc
Cys

ctg
Leu

gac
Asp
860

agg
Arg
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<cgg
Arg

gat
Asp

gcg
Ala
670

atec
Ile

685

gac
Asp

tac

Tyr

atc
Ile

aag
Lys

acc
Thr
765
cag
Gln

tcc
Ser

atg
Met

cag
Gln
tgc
845

g9g
Gly

acc
Thr

ccg
Pro

gac
Asp

aaa
Lys

gcc
Ala
750

ttg
Leu

gag
Glu

ctg
Leu

tgc
Cys

999
Gly
830

tac

Tyr

ctg
Leu

ctg
Leu

cgg

Arg-

cac
His

ccg
Pro

acc
Thr

ccc
Pro
735

gce
Ala

aca
Thr

ace
Thr

aat
Asn

cac
His
815
atc

Ile

ggc
Gly

ctce
Leu

gtc
Val

cgc
Arg

agg -

Arg

cct
Pro

atec
Ile
720

cag
Gln

cat
His

gac
Asp

agc
Ser

gag
Glu
800

cac
His

ccg
Pro

gac
Asp

gtg
vVal

cga
Arg
880

2074

2122

2170

2218

2266

2314

2362

2410

2458

2506

2554

2602

2650

2698



ggt
Gly

aac
Asn

atg
Met

<99

atc
Ile
945

atg
Met

ttt
Phe

tac
Tyr

cag
Gln

ctg
Leu

aaa
Lys

ggc
Gly

ttc
Phe

ctg
Leu

gte
Val

ttc
Phe

ccg
Pro

acc
Thr
930

aga
Arg

cgt
Arg

ctg
Leu

aag
Lys

ctc
Leu
1010

cgc
Arg
1025

gcc
Ala
1040

cct
Pro
1055

ctg
Leu
1070

999
Gly
1085

cct
Pro

cct
Pro

gag
Glu

gta
val

- 900

gcc
Ala
215

ctg
Leu

gcc
Ala

cgce
Arg

gat
Asp

atc
Ile
935

cca

Pro

gtc
val

aag
Lys

ctg
Leu

cte
Leu

tca
Ser

cac
His

gag
Glu

agt
Ser

aaa
Lys

ttg
Leu
980
ctc
Leu

Lttt
Phe

atc
Ile

aac
Asn

cCccC

Pro

aag
Lys

ctc
Leu

Gln

tat
Tyr
B85

gaa

Glu

ggc
Gly

gtg
Val

ctc
Leu

cte
Leu
965

cag

ctg
Leu

cat
His

tct
Ser

gca
Ala

tce
Ser

ctg
Leu

agg
Arg

ggc
Gly

gac
Asp

cta
Leu

cag
Gln

acc
Thr
950

ttt

gtg
val

ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

g99
Gly

gag
Glu

act
Thr

aca
Thr
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tgc gtg g

Cys Val Vval

gag gcc c
Glu Ala L
9

ttec ccc t
820

agc gac t

Ser Asp Tyr

935

ttc aac cgc ggc
Phe Asn Arg

ggg gtc t

aac agc c
Asn Ser L

9

cag gcg

Gln

Ala

1000

caa
Gln
1015

acg
Thr
1030

atg
Met
1045

gcc
Ala
1060

cga
Arg
1075

gce
Ala
1090

gtt
Val

gcc
Ala

tcg
Ser

gtg
Val

cac
His

cag
Gln

tg aac
Asn

890

tg ggt
eu Gly

05

99

ac

tg cgg
Phe Gly val Leu Arg

tgc
Phe Pro Trp Cys

tcc
Ser

Gly

ttg
Leu

ggc
Gly

ggc
Gly

agce
Ser

ttc
Phe

cgg aag aca
Arg Lys Thr

acg gct ttt
Thr Ala Phe
810

ctg ctg ctg
Leu Leu Leu

925

tat gcc cgg
Tyr Ala Arg

940

955

970

tc cag
eu Gln

85

tac agg ttt cac geca tgt gtg ctg
Tvr Arg Phe His Ala Cys Val Leu

tgg
Trp

tcc
Ser

ctg
Leu

cag
Gln

cgt

acg
Thr
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88

aag
Lys

ctc
Leu

999
Gly

tgg
Trp

gtc
val

cag
Gln

ctg
Leu

acg
Thr

aac
Asn

tgc
Cys

gcc
Ala

ctg
Leu

acc
Thr

ctg
Leu

aag gct ggg
Lys Ala Gly

aag tgt cac
Lys Cys His

gtg tgc acc

gtg gtg

val
895

Val

gtt cag

val

Gln

gat acc
Asp Thr

acc tcc
Thr Ser

agg aac
Arg Asn

260

agec ctg
Ser Leu
975

990

1005

ccc aca ttt
Pro Thr Phe
1020

tac tcc atc
Tyr Ser Ile
1035

aag ggc gcc
Lys Gly Ala
1050

tge cac caa
Cys His Gln
1065

tac gtg cca
Tyr Val Pro
1080

agt cgg aag
Ser Arg Lys
1085

aac atc
Val Cys Thr Asn Ile

tte
Phe

ctyg
Leu

gcc
Ala

gca
Ala

ctc
Leu

ctc

Leu

2746

2794

2842

2890

2938

2986

3034

3082

3127

3172

3217

3262

3307

3352



ccg
Pro
1100

ctyg
Leu

ccce

11i1s

ggg acg acg ctg
Gly Thr Thr Leu

tca gac ttce
Pro Ser Asp Phe

act
Thr

aag
Lys

ES 2590462 T3

gcc
Ala
1105

acc
Thr
1120

cccacagcca ggccgagagc agacaccagc agcoctgtca

ggagggaggg
gtttggcega
tgtccagcca
gctcggctcee
taggaatag;
tccaccecca
agtgaccaaa
tgggtcaaat

tttgaaaaaa

gcggcccaca
ggcctgcatg
agggctgagt
accccagggc
ccatccccag
ccatccaggt
ggtgtgccct
tggggggagyg

a

cccaggcccg
tccggctgaa
gtccagcaca
cagcttttcc
attcgccatt
ggagaccctg
gtacacaggc

tgctgtggga

caccgctggg
ggctgagtgt
cctgccgtct
tcaccaggag
gttcacccct
agaaggaccc
gaggaccctg

gtaaaatact

1110

cgccgggctc
agtctgaggc
ccggctgagg
tcacttcccce
ccecggettec
cgccctgecc
tgggagctct
cacctggatg

gaatatatga

Figura 10F
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ctg gag gcc gca gcc aac ccg gca
Leu Glu Ala Ala Ala Asn Pro Ala

atc ctg gac tga tggccacccg
Ile Leu Asp

tacgtcccag

‘ctgagtgagt

cctgagcgag
acaggctggc
actccccaca
tcctttgect
gggaattégg

ggggtccctg

gtttttcagt

3397

3440

3500

3560

3620

3680

3740

3800

3860

3920

3980

3981
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