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DESCRIPCION

Composicion de ARN para el tratamiento del cancer pulmonar de células no pequenas
(NSCLC)

La presente invencion se refiere a una composicién activa inmunoestimuladora que comprende
cinco ARNm que codifican para al menos cinco antigenos diferentes capaces de provocar una
respuesta inmune (adaptativa) en un mamifero. La invencion también se refiere a una vacuna que
comprende dicha composicién activa inmunoestimuladora y al uso de dicha composicién activa
inmunoestimuladora para la preparacion de una vacuna y/o de la vacuna para provocar una
respuesta inmune (adaptativa) para el tratamiento del cancer de pulmén de células no pequefas
(NSCLC), preferiblemente seleccionadas de los tres subtipos principales carcinoma pulmonar de
células escamosas, adenocarcinoma y carcinoma pulmonar de células grandes, o de sus trastornos
relacionados. Por ultimo, la invencion se refiere a kits, en particular kits de partes, que contienen la
composicion activa inmunoestimuladora y/o la vacuna.

De todos los tumores malignos, el 25% son carcinomas bronquiales (carcinoma pulmonar). En todo
el mundo es la causa de muerte mas comun relacionada con cancer en hombres y la segunda en
mujeres. En Alemania es el tercer tipo de carcinoma mas abundante después del cancer de prostata
y el carcinoma colorrectal. Es responsable de 1,3 millones de muertes anuales a nivel mundial. En
Europa Central, la incidencia es de aproximadamente 60 por cada 100.000 habitantes y el numero
de personas a las que se les diagnostica de cancer pulmonar aumenta de forma continua
(actualmente en Alemania son alrededor de 50.000 al afo). Cuyo se diagnostica de cancer
pulmonar, el indice de supervivencia general promedio de cinco afios apenas alcanza un 5 por
ciento. Sin embargo, la expectativa de vida de un solo paciente depende por completo de la etapa
de la enfermedad (clasificacion TMN) y del subtipo de carcinoma (cancer pulmonar) encontrado (ver
abajo).

Los subtipos principales de cancer pulmonar catalogados por el tamafio y la apariencia de las células
malignas identificadas bajo microscopio son cancer pulmonar de células pequefias (20%) y cancer
pulmonar de células no pequefias (NSCLC) (80%). Esta clasificacién, aunque se basa en criterios
histoloégicos simples, tiene implicaciones muy importantes para la administracion clinica y la
prognosis de la enfermedad, tratandose el cancer pulmonar de células pequefias normalmente con
quimioterapia, mientras que el cancer pulmonar de células no pequefias no microcitico
principalmente se somete a cirugia como tratamiento de primera linea.

Los canceres pulmonares de células no pequefias (NSCPC) estan agrupados debido a que su
prognosis y manejo son casi idénticos. Existen tres subtipos principales: carcinoma pulmonar de
células escamosas, adenocarcinoma y carcinoma pulmonar de células grandes. La cirugia es el pilar
del tratamiento; sin embargo, unicamente un cuarto de los pacientes se someten a una reseccion
exitosa, con un indice de recurrencia del 50%. Los enfoques terapéuticos en la enfermedad
avanzada - tras la cirugia - involucran quimioterapia adyuvante y/o radioterapia adyuvante, mientras
que la quimioterapia como monoterapia (terapia de primera linea) parece ser un intento relacionado
con resultados relativamente deficientes. En una comparativa de cuatro regimenes de quimioterapia
comunmente utilizados, ninguno resultd superior. Los indices de respuesta variaron del 15% al 22%,
con tasas de supervivencia de 1 afio del 31% al 36% (véase por ejemplo O'Mahony, D., S. Kummar,
et al. (2005). "Non-small-cell lung cancer vaccine therapy: a concise revie" J Clin Oncol 23(35): 9022-
8). Como resultado, aun cuyo la quimioterapia pre-operativa parece no prolongar la expectativa de
vida, la quimioterapia adyuvante — también si se combina con radioterapia — mostré6 un aumento
significativo en la expectativa de vida.

Uno de los enfoques quimioterapéuticos que se usan actualmente son combinaciones de sustancias
basadas en platino con, por ejemplo, Gemcitabina incluso como terapia de primera linea, mientras
que, por ejemplo, Pemetrexed se usa como tratamiento de segunda linea.
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Otra opcion que se usa para el tratamiento del NSCLC es la llamada "Terapia Dirigida", que pretende
incrementar el éxito de la quimioterapia citotdxica clasica influenciando las estructuras diana
especificas de los tumores a nivel molecular. Las sustancias que se utilizan incluyen Bevacizumab
(un inhibidor de la angiogénesis) o Erlotinib, que se enfoca en las tirosina-cinasas del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (RFCE).

Aunque sin duda hay cierta mejora en las opciones terapéuticas actuales para el tratamiento del
cancer pulmonar, en especial NSCLC, sigue siendo una lucha en aumento —en vista de las altas
tasas de mortalidad— con una fuerte necesidad de formas de tratamiento adicionales, alternativas o
mejoradas. Por tanto, aqui se sugiere el uso del sistema inmune como un enfoque para el
tratamiento del NSCLC. El sistema inmune desempefia un papel importante en el tratamiento y la
prevencion de numerosas enfermedades. De acuerdo con la etapa actual de conocimiento, los
mamiferos proveen diversos mecanismos para proteger al organismo identificando y matando, por
ejemplo, células tumorales. Estas células tumorales deben ser detectadas y distinguidas de las
células y tejidos normales de los organismos.

El sistema inmune de los vertebrados, tales como humanos, consiste en muchos tipos de proteinas,
células, érganos y tejidos que interactian en una red elaborada y dinamica. Como parte de esta
respuesta inmune mas compleja, el sistema vertebrado se adapta con el tiempo para reconocer
patégenos particulares o células tumorales de forma mas eficiente. El proceso de adaptacion crea
memorias inmunoldgicas y permite una proteccion aun mas efectiva durante futuros encuentros.
Este proceso de inmunidad adaptativa o adquirida constituye la base de las estrategias de
vacunacion.

El sistema inmune adaptativo es antigeno-especifico y requiere el reconocimiento de antigenos
“propios” o “no propios” especificos durante un proceso llamado presentacion de antigenos. La
especificidad antigénica permite generar respuestas que son creadas a medida de patdgenos
especificos o células infectadas por patdgenos o células tumorales. La capacidad de incrementar
estas respuestas a la medida se mantiene en el cuerpo mediante las llamadas “células de memoria”.
En caso de que un patégeno infecte el cuerpo mas de una vez, se emplean las células de memoria
especificas para eliminarlo rapidamente. Por tanto, el sistema inmune adaptativo permite una
respuesta inmune mas fuerte, asi como una memoria inmunoldgica en la que cada patégeno o célula
tumoral es "recordada" por uno o mas antigenos de firma.

Los principales componentes del sistema inmune adaptativo en los vertebrados incluyen
predominantemente linfocitos en el nivel celular y anticuerpos en el nivel molecular. Los linfocitos
como componentes celulares del sistema inmune adaptativo incluyen células B y células T que se
derivan de células madre hematopoyéticas de la médula 6sea. Las células B estan involucradas en
la respuesta humoral, mientras que las células T estan involucradas en la respuesta inmune
mediada por células. Ambas células B y T portan moléculas receptoras que reconocen obijetivos
especificos. Las células T reconocen una diana “no propia”, tal como una estructura diana patégena,
una vez que los antigenos (por ejemplo, fragmentos pequefios de un patdégeno) se han procesado
y presentado en combinacién con un receptor "propio", llamado molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés). En contraste, el receptor especifico de antigeno
de célula B es una molécula de anticuerpo sobre la superficie de la célula B y reconoce patdégenos
cuyos anticuerpos sobre su superficie se unen a un antigeno extranjero especifico. Este complejo
antigeno/anticuerpo es absorbido por la célula B y procesado por protedlisis en péptidos. La célula
B entonces despliega estos péptidos antigénicos sobre sus moléculas MHC clase Il en su superficie.
Esta combinacion de MHC y antigeno atrae a una célula T auxiliar acopladora, la cual libera
linfocinas y activa a la célula B. Conforme la célula B activada comienza a dividirse, su descendencia
secreta millones de copias del anticuerpo que reconoce ese antigeno. Estos anticuerpos circulan en
el plasma de la sangre y linfa, se unen a patdégenos o células tumorales que expresan los antigenos
y los marcan para su destruccion por activacion de complemento o por absorcion y destruccion por
los fagocitos.

Como componente celular del sistema inmune adaptativo, las células T citotéxicas (CD8+) pueden
formar una respuesta CTL. Las células T citotdxicas (CD8+) pueden reconocer los péptidos de los
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patégenos enddgenos y los autoantigenos unidos por las moléculas MHC tipo I. Las células CD8+-
T desempeian su funcién de eliminacion liberando proteinas citotéxicas en la célula.

Los mecanismos del sistema inmune forman objetivos para los tratamientos curativos. Los métodos
adecuados tipicamente se basan en la administracion de adyuvantes para provocar una respuesta
inmune innata o en la administracion de antigenos o inmundégenos con el fin de evocar una respuesta
inmune adaptativa. Debido a que los antigenos tipicamente se basan en componentes patogénicos
especificos (por ejemplo proteinas de superficie) o fragmentos de los mismos, también se abarca la
administracion de acidos nucleicos al paciente, seguida por la expresion de los polipéptidos,
proteinas o antigenos deseados.

Hasta la fecha los métodos convenciones para provocar una respuesta inmune, inmunizaciéon o
vacunacion se basan en el uso de moléculas de ADN con el fin de incorporar la informacién genética
requerida en la célula. Se han desarrollado diversos métodos para introducir ADN en las células,
como transfeccion de fosfato de calcio, transfeccion de polipreno, fusiéon de protoplastos,
electroporacion, microinyeccion y lipofeccion, siendo la lipofeccion un método adecuado
comprobado. Los virus ADN también pueden usarse como vehiculo de ADN. Debido a sus
propiedades infecciosas, dichos virus alcanzan una tasa de transfeccion muy elevada. Los virus que
se usan estan genéticamente modificados, de manera que no se forman particulas infecciosas
funcionales en la célula transfectada. Sin embargo, a pesar de estas precauciones, no es posible
descartar el riesgo de la propagacion incontrolada del gen introducido y de genes virales, por
ejemplo debido a posibles eventos de recombinacién. Esto también conlleva el riesgo de que el ADN
se inserte en un gen intacto del genoma de la célula huésped por, por ejemplo, recombinacién, con
la consecuencia de que este gen pueda mutarse y por tanto inactivarse completa o parcialmente o
pueda dar pie a una pérdida de informacién. En otras palabras, la sintesis de un producto génico
que es vital para la célula puede estar completamente contenida o alternativamente expresada en
un producto génico incorrecto o modificado. Se produce un riesgo particular si el ADN se integra en
un gen que esta implicado en la regulacién del crecimiento celular. En este caso, la célula huésped
puede degenerarse y dar como resultado cancer o formacion tumoral. Ademas, si el ADN introducido
en la célula debe expresarse, es necesario que el vehiculo de ADN correspondiente contenga un
promotor fuerte, tal como un promotor CMV viral. La integracion de dichos promotores en el genoma
de la célula tratada puede dar como resultado alteraciones no deseadas de la regulacion de la
expresion génica en la célula. Otro riesgo de usar ADN como agente para inducir una respuesta
inmune (por ejemplo, como una vacuna) es la induccién de los anticuerpos anti-ADN patogénicos
en el paciente al que se le ha introducido el ADN extranjero y provocar asi una respuesta inmune
(posiblemente fatal).

El documento EP 1 604 688 describe vacunas basadas en ARNm para el tratamiento de
enfermedades tumorales. Los ARNm aplicados se caracterizan por un aumento del contenido G/C.

La WO 2006/008154 se refiere a mezclas de ARNm para la vacunaciéon contra enfermedades
tumorales.

La WO 2006/024518 se refiere a métodos especificos de estimular una respuesta inmune mediante
la administracion de un ARNm que contiene al menos un antigeno de un patégeno o de un antigeno
tumoral, acompafada por la administracion de otro componente seleccionado de citoquina,
citoquina-ARNm, ARN adyuvante, de un ADN CpG o de un adyuvante ARN todos ellos actuando
como un adyuvante.

Mientras que la EP 1 604 688 y la WO 2006/008154 se refieren a la estimulacion de la respuesta
inmune adaptativa, la WO 2004/004743 principalmente se refiere a la estimulacién de la respuesta
inmune innata mediante un ARN quimicamente modificado. Estos agentes inmunoestimuladores
puede combinarse con antigenos tumorales (evocando una respuesta inmune adaptativa) para
proporcionar una vacuna.

Por tanto, en general, existe margen y necesidad de un sistema eficiente que pueda usarse para
estimular de forma efectiva el sistema inmune con el fin de permitir el tratamiento del cancer
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pulmonar de células no pequefias (NSCLC), al mismo tiempo que se evitan problemas de
propagacién no controlada de un gen introducido debido a composiciones basadas en ADN.

Asi, un objetivo de la presente invencidén es proporcionar una composicion que a) permita el
tratamiento del cancer pulmonar estimulando el sistema inmune, al mismo tiempo que b) evita las
desventajas antes mencionadas.

Este objetivo se resuelve mediante el objeto de la presente invencion, en particular mediante una
composicion activa inmunoestimuladora que comprende cinco ARN monocistronicos, cada uno
codificando un antigeno diferente seleccionado del grupo que comprende los antigenos:
o NY-ESO-1,
MAGE-C1,
MAGE-C2,
5T4,y
Survivina,

donde el ARN que codifica NY-ESO-1 comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID No 21 o
tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 21,

donde el ARN que codifica MAGE-C1 comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID No 24 o
tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 24,

donde el ARN que codifica MAGE-C2 comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID No 26 o
tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 26,

donde el ARN que codifica 5T4 comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID No 4 o tiene al
menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 4,

donde el ARN que codifica Survivina comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID No 19 o
tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 19,

donde el contenido de G/C de las regiones codificadoras de ARN esta aumentado en comparacion
con el contenido en G/C de las regiones codificadoras de los ARN de tipo natural, no estando
modificada la secuencia de aminoacidos codificada de dichos ARN en comparacién con la secuencia
de aminoacidos codificada de los ARN de tipo natural.

De forma sorprendente, se ha encontrado que una combinacién especifica de al menos estos cinco
antigenos del grupo arriba mencionado, como contenidos en una composicion activa
inmunoestimuladora segun la presente invencion, es capaz de estimular efectivamente el sistema
inmune (adaptativo) para permitir el tratamiento del cancer pulmonar de células no pequefas
(NSCLC). En la presente, los términos antigenos, proteinas antigénicas o péptidos antigénicos
pueden usarse indistintamente. En el contexto de la presente invencion, una composicion activa
inmunoestimuladora segun la presente invencion se puede comprender aun mejor como una
composicién que es capaz de provocar una respuesta inmune, preferiblemente una respuesta
inmune adaptativa como se define aqui, debido a uno de los componentes contenidos o codificados
por los componentes de la composicidon activa inmunoestimuladora, por los al menos cinco ARN,
preferentemente ARNm, cada uno codificando un antigeno diferente, como se define en la
reivindicacion 1.

Uno de los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora codifica para 5T4. En el contexto de
esta invencion, "5T4" es glicoproteina trofoblastos. Las secuencias del ARN, preferiblemente del
ARNmM, que codifica para "5T4" se muestra en la Fig. 3 (SEQ ID NO: 3) y en la Fig. 4 (SEQ ID NO:
4). Harrop, Connolly et al. (2006) reportaron que el antigeno oncofetal de humano 5T4 es una
glicoproteina de membrana rica en leucina 72-kDa que se expresa a niveles altos en la placenta y
también en una amplia gama de carcinomas de humano incluyendo cancer colorrectal, gastrico,
renal y ovarico, pero escasamente en tejidos normales (véase Harrop, R., N. Connolly, et al. (2006).
"Vaccination of colorectal cancer patients with modified Vaccinia Ankara delivering the tumor antigen
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5T4 (TroVax) induces immune responses which correlate with disease control: a phase I/l trial." Clin
Cancer Res 12(1 1 Pt 1): 3416-24). La sobreexpresion de 5T4 se relaciona con una prognosis
deficiente en pacientes con carcinoma colorrectal, gastrico y ovarico. A pesar de dichos factores de
composicion, las respuestas inmunes celulares especificas de 5T4 y/o humorales se indujeron en la
mayoria de los pacientes (16 de 17; 94%) tras la inmunizacion de TroVax, que se considerd
alentadora en comparacion con muchos otros estudios de inmunoterapia para el cancer. En
resumen, mostraron seguridad e inmunogenicidad de TroVax suministrada via rutas de
administracion i.m. e i.d. Zhao y Wang (2007) (Zhao, Y. y Y. Wang (2007). "5T4 oncotrophoblast
glycoprotein: janus molecule in life y a novel potential target against tumors." Cell Mol Immunol 4(2):
99-104) report6é que la glicoproteina oncotrofoblasto 5T4 es una proteina transmembrana que se
expresa en el tejido embrionario y diversas superficies de células tumorales malignas. Desempefia
un papel vital en multiples procesos bioldgicos y patolégicos, incluyendo la migracion celular masiva
durante la embriogénesis, la invasion celular asociada con la implantacién y la metastasis neoplasica
en el avance de tumorigénesis. De acuerdo con Kopreski, Benko et al. (2001) 5T4 es una
glicoproteina trofoblasto que frecuentemente se sobreexpresa en malignidades epiteliales que
provee un objetivo potencial para los terapéuticos de cancer (véase Kopreski, M. S., F. A. Benko, et
al. (2001). "Circulating RNA as a tumor marker: detection of 5T4 ARNm in breast y lung cancer
patient serum." Ann N Y Acad Sci 945: 172-8). Se colecto suero de 19 pacientes con cancer de
mama avanzado (5 pacientes) o cancer pulmonar no microcitico (14 pacientes), y de 25 voluntarios
de control normal control con un ARN amplificable. EI ARN extraido del suero era RT-PCR
amplificado usando reacciones de dos etapas heminested, con productos detectados por
electroforesis en gel. Se detecté ARNm 5T4 reproduciblemente en el suero de 8/19 (42%) pacientes
con cancer, incluyendo el suero de 2/5 pacientes con cancer de mama y el suero de 6/14 pacientes
con cancer pulmonar, pero Unicamente en el suero de 3/25 (12%) del control normal (p = 0.035). De
acuerdo con la invencion, uno de los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora codifica asi
un antigeno 5T4 y puede comprender la secuencia que se muestra en la Fig. 4 (SEQ ID NO: 4).
Segun la invencion, los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora pueden codificar
alternativa o adicionalmente para un antigeno 5T4 seleccionado de un fragmento, una variante o un
epitope de una secuencia 5T4 codificada por el acido nucleico mostrado en la Fig. 4 (SEQ ID NO:
4), compartiendo una identidad de secuencia de al menos un 80% con la SEQ ID NO: 4.

Uno de los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora codifica para NY-ESO-1. En el
contexto de esta invencion "NY-ESO-1" es antigeno 1B cancer/testiculos. La secuencia de ARN,
preferiblemente del ARNm, que codifica para "NY-ESO-1" se muestra en la Fig. 20 (SEQ ID NO: 20)
y en la Fig. 21 (SEQ ID NO: 21). Chen, Scanlan et al. (1997) reportaron que la expresion de ARNm
de NY-ESO-1 en varios tumores humanos por RT-PCR encontrando Melanoma 23/67, cancer
ovarico 2/8, cancer de mama 10/33, cancer tiroideo 2/5, cancer de préstata 4/16, cancer de vejiga
4/5, cancer de colon 0/16, linfoma Burkitt 1/2, Glioma 0/15, carcinoma de células basales 0/2, cancer
gastrico 0/12, Leiomiosarcoma 0/2, cancer pulmonar 2/12, otros sarcomas 0/2, cancer renal 0/10,
cancer pancreatico 0/2, linfoma 0/10, Seminoma 0/1 , Hepatoma 2/7, Tumor de la espina dorsal 0/1
(véase Chen, Y. T., M. J. Scanlan, et al. (1997). "A testicular antigen aberrantly expressed in human
cancers detected by autologous antibody screening." Proc Natl Acad Sci U S A 94(5): 1914- 8).
Jager, Karbach et al. (2006) reportaron que NY-ESO-1 es un antigeno de cancer/testiculos
expresado en un rango de malignidades humanas, y que se estaba desarrollando un numero de
estrategias de vacunas dirigidas a NY- ESO-1 (véase Jager, E., J. Karbach, et al. (2006).
"Recombinant vaccinia/fowlpox NY-ESO-1 vaccines induce both humoral y cellular NY-ESO-1 -
specific immune responses in cancer patients." Proc Natl Acad Sci U S A 103(39): 14453-8). En el
estudio presentado, la seguridad e inmunogenicidad de vacuna NY-ESO-1 recombinante y viruela
aviar - NY-ESO-1 recombinante se analizaron en una serie de 36 pacientes con un rango de
diferentes tipos de tumorales. Cada constructo se probd primero de forma individual a dos diferentes
niveles de dosis y luego en un escenario de aplicacion inicial-refuerzo con vacunas NY-ESO-1
recombinantes seguidos de viruela aviar- NY-ESO-1 recombinante. Las vacunas fueron bien
toleradas ya sea de forma individual o en conjunto. Las respuestas a los anticuerpos NY-ESO-1
especificos y/o las respuestas de células CD8 y CD4 T especificos dirigidas a una amplia gama de
epitopes NY-ESO-1 se indujeron mediante un curso de al menos cuatro vacunas a intervalos
mensuales en una alta proporciéon de pacientes. Los clones de células CD8 T derivadas de cinco
pacientes vacunados mostraron que lisaban células objetivo de melanoma que expresan NY-ESO-
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1. En varios pacientes con melanoma, habia una fuerte impresién de que el curso natural de la
enfermedad estaba favorablemente influencia por la vacunacion. Davis, Chen et al. (2004)
reportaron que los péptidos NY-ESO-1 H LA-A2 —restringidos inyectados de forma intradermal eran
seguros e inmunogénicos (Davis, I. D., W. Chen, et al. (2004). "Recombinant NY-ESO-1 protein with
ISCOMATRIX adjuvant induces broad integrated antibody y CD4(+) y CD8(+) T cell responses in
humans." Proc Natl Acad Sci U S A 101 (29): 10697-702). A pesar de que estos estudios se
disefaron unicamente para determinar la seguridad y la inmunogenicidad, algunos pacientes
mostraron regresion tumoral o estabilizacion de la enfermedad. Ademas Jager, Gnjatic et al. (2000)
expresaron que se observa una respuesta inmune amplia de NY-ESO-1 especifica incluyendo
anticuerpos y respuestas de células T CD4 y CD8 T tras la inmunizacion con proteina NY-ESO-1
recombinante con adyuvante ISCOMATRIX (CSL Ltd., Parkville, Victoria, Australia) en pacientes
con melanoma que expresa NY-ESO-1 extirpado (véase Jager, E., S. Gnjatic, et al. (2000).
"Induction of primary NY-ESO-1 immunity: CD8+ T lymphocyte y antibody responses in peptide-
vaccinated patients with NY-ESO-1 + cancers." Proc Natl Acad Sci U S A 97(22): 12198-203). Esta
respuesta inmune a la vacuna parecia estar asociada con la supervivencia libre de enfermedad.
Ademas, Odunsi, Qian et al. (2007) reportd que la vacunaciéon con un péptido NY-ESO-1 induce
respuestas humorales integradas y de células T en cancer ovarico (véase Odunsi, K., F. Qian, et al.
(2007). "Vaccination with an NY-ESO-1 peptide of HLA class l/ll specificities induces integrated
humoral y T cell responses in ovarian cancer." Proc Natl Acad Sci U S A 104(31): 12837-42). Segun
la invenciéon, un ARN comprendido en la composicién activa inmunoestimuladora codifica asi para
un antigeno NY-ESO-1 y puede comprender la secuencia mostrada en la Fig. 21 (SEQ ID NO: 21).
Segun la invencion, el ARN de la composicion activa inmunoestimuladora puede codificar alternativa
o adicionalmente para un antigeno NY-ESO-1 seleccionado de un fragmento, una variante o un
epitope de una secuencia NY-ESO-1 codificada por el acido nucleico mostrado en la Fig. 21 (SEQ
ID NO: 21), compartiendo al menos un 80% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 21.

Uno de los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora codifica para Survivina. En el contexto
de esta invencion "Survivina" es una repeticion baculoviral de IAP que contiene 5 (survivin). Las
secuencias de ARN, preferiblemente ARNm, que codifican para la "survivina" se muestran en la Fig.
18 (SEQID NO: 18) y la Fig. 19 (SEQ ID NO: 19). Grube, Moritz et al. (2007) describieron la Survivina
(véase Grube, M., S. Moritz, et al. (2007). "CD8+ T cells reactive to survivin antigen in patients with
multiple myeloma." Clin Cancer Res 13(3): 1053-60). Survivina es un miembro de los inhibidores de
la familia apoptotica y se sobreexpresan en diferentes tipos de malignidades. Las células T
citotdéxicas que reconocen los epitopes de survivina pueden provocarse in vitro y por la vacunacion
en pacientes con leucemia, cancer de mama y melanoma. Se investigd si las células T CD8+
especificas de survivin ocurrian en pacientes con mieloma multiple y las células T que reconocen el
péptido survivin de unién a H LA-A2.1 se detectaron en 9 de 23 pacientes y en 1 de 21 voluntarios
sanos. Las células T reactivas a survivina se identificaron como células T efectoras terminalmente
diferenciadas (CD8+, CD45RA+, y CCRY7-). La expresion positiva de survivina de las células de
mieloma en especimenes de médula ésea se presentd en 7 de 11 pacientes. Survivina se expresa
de forma elevada en la mayoria de células cancerigenas de humanos de origen epitelial y
hematopoyético, y la sobreexpresion esta relacionada con el avance del cancer, una prognosis
deficiente, resistencia y corta supervivencia del paciente. Duffy, O'Donovan (2007) describieron que
la Survivina es una proteina 16,5 kDa sobreexpresada en la mayoria de las malignidades pero rara
vez se detecta en tejidos diferenciados normales de adultos (véase Duffy, M. J., N. O'Donovan, et
al. (2007). "Survivin: a promising tumor biomarker." Cancer Lett 249(1): 49- 60). Funcionalmente, se
ha demostrado que la survivina inhibe la apoptosis, promueve la proliferacion celular y aumenta la
angiogénesis. Consistente con su papel en estos procesos, la survivina se describié6 como un
componente clave en el avance del cancer. Debido a la gran diferencia en la expresion entre el tejido
normal y maligno y su rol causal en el avance del cancer, la survivina esta sometida actualmente a
una investigacion intensiva como un marcador tumoral potencial. Nuevos datos sugieren que la
medicién de survivina puede ayudar en el diagnéstico temprano del cancer de vejiga, determinar la
prognosis en multiples tipos de cancer y predecir la respuesta a diversas terapias anticancer. Zeis,
Siegel et al. (2003) demostraron que CTL especificos de survivina de humano generados por PBMC
mediante la estimulacién con células dendriticas autdlogas transfectadas con ARN-survivina eran
citotdxicos para una gama de lineas celular malignas hemopoyéticas y células de tumores primarios
aisladas de pacientes con leucemia mieloide aguda (véase Zeis, M., S. Siegel, et al. (2003).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 668 926 T3

"Generation of cytotoxic responses in mice y human individuals against hematological malignancies
using survivin-RNA-transfected dendritic cells." J Immunol 1 70(11): 5391 -7). También se demostro
que la vacunacioén de ratones con células dendriticas transfectadas con survivina-ARN conduce a
una resistencia de largo plazo al desafio por un linfoma que expresa survivina, demostrando el
potencial de survivina como un agente de rechazo tumoral. Se proveyo6 evidencia para el uso de
survivina como una estructura objetivo para las estrategias inmunoterapéuticas contra los
neoplasmas hematolégicos. Segun la invencién, uno de los ARN de la composiciéon activa
inmunoestimuladora codifica asi para un antigeno de Survivina y puede comprender la secuencia
que se muestra en la Fig. 19 (SEQ ID NO: 19). Segun la invencion, el ARN de la composicion activa
inmunoestimuladora puede codificar alternativa o adicionalmente para un antigeno Survivina
seleccionado de un fragmento, una variante o un epitope de una secuencia Survivina codificada por
el acido nucleico mostrado la Fig. 19 (SEQ ID NO: 19), compartiendo al menos una identidad de
secuencia del 80% con la SEQ ID NO: 19.

Uno de los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora codifica para MAGE-C1. En el
contexto de esta invencion "MAGE-C1 " es la familia C del antigeno de melanoma, 1. Las secuencias
del ARN, preferiblemente ARNm, que codifican para "MAGE-C1" se muestran en la Fig. 22 (SEQ ID
NO: 22) y en la Fig. 23 (SEQ ID NO: 23) y en la Fig. 24 (SEQ ID NO: 24). Lucas, De Smet et al.
(1998) recientemente identificaron MAGE-C1 al realizar RDA (véase Lucas, S., C. De Smet, et al.
(1998). "ldentification of a new MAGE gene with tumor-specific expression by representational
difference analysis." Cancer Res 58(4): 743-52). MAGE-C1 no se expreso en un panel de tejidos
normales probados con excepcion de testiculos. Entre las muestras tumorales, MAGE-C1 se
expreso frecuentemente en seminomas, melanomas, y carcinomas de vejiga. También se expreso
en una fraccion significativa de carcinomas de cabeza y cuello, carcinomas de mama, carcinomas
pulmonares no microciticos, adenocarcinomas de prostata y sarcomas. Jungbluth, Chen et al. (2002)
describieron la expresion en cancer de mama, cancer ovarico, cancer hepatico, cancer testicular,
cancer de vejiga, melanoma y cancer pulmonar no microcitico (39%) (véase Jungbluth, A. A, Y. T.
Chen, et al. (2002). "CT7 (MAGE-C1) antigen expression in normal y neoplastic tissues." Int J Cancer
99(6): 839-45). Gure, Chua et al. (2005) analizaron tumores de 523 pacientes con cancer pulmonar
no microcitico (NSCLC) para la expresion de antigenos de cancer-testiculos (véase Gure, A. O., R.
Chua, et al. (2005). "Cancer-testis genes are coordinately expressed and are markers of poor
outcome in non-small cell lung cancer." Clin Cancer Res 11 (22): 8055-62). MAGE-C1 se present6
en 18.8%. Scanlan, Altorki et al. (2000) ademas reportaron la expresiéon de antigenos CT en 33
canceres pulmonares no microciticos: MAGE-C1: 30% (véase Scanlan, M. J., N. K. Altorki, et al.
(2000). "Expression of cancer-testis antigens in lung cancer: definition of bromodomain testis-
specific gene (BRDT) as a new CT gene, CT9." Cancer Lett 150(2): 155- 64). Segun la invencion,
uno de los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora codifica asi para un antigeno MAGE-
C1 y puede comprender la secuencia mostrada en la Fig. 24 (SEQ ID NO: 24). Segun la invencioén,
el al menos un ARN de la composicién activa inmunoestimuladora puede codificar alternativa o
adicionalmente para un antigeno MAGE-C1 seleccionado de un fragmento, una variante o un
epitope de una secuencia MAGE-C1 codificada por el acido nucleico mostrado en la Fig. 24 (SEQ
ID NO: 24), compartiendo una identidad de secuencia de al menos un 80% con la SEQ ID NO: 24.

Uno de los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora codifica para MAGE-C2. En el
contexto de esta invencion "MAGE-C2" es la familia de antigeno de melanoma C2. Las secuencias
de ARN, preferiblemente ARNm, que codifican para "MAGE-C2" se muestran en la Fig. 25 (SEQ ID
NO: 25) y la Fig. 26 (SEQ ID NO: 26). Lucas, De Plaen et al. (2000) recientemente identifico MAGE-
C2 al ejecutar RDA sobre una linea celular de melanoma (véase Lucas, S., E. De Plaen, et al. (2000).
"MAGE-B5, MAGE- B6, MAGE-C2, y MAGE-C3: four new members of the MAGE family with tumor-
specific expression." Int J Cancer 87(1): 55-60). MAGE-C2 no se expres6 en un panel de tejidos
normales probados con excepcion de testiculos. Entre las muestras tumorales, MAGE-C2 se
expreso frecuentemente en seminomas, melanomas, y carcinomas de vejiga. También se expreso
en una fraccion significativa de carcinomas de cabeza y cuello, carcinomas de mama, carcinomas
pulmonares no microciticos y sarcomas. Scanlan, Altorki et al. (2000) reportaron la expresion de
antigenos CT en 33 canceres pulmonares no microciticos: MAGE-C2: 30% (véase Scanlan, M. J.,
N. K. Altorki, et al. (2000). "Expression of cancer-testis antigens in lung cancer: definition of
bromodomain testis-specific gene (BRDT) as a new CT gene, CT9." Cancer Lett 150(2): 155- 64).
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Segun la invencion, el ARN de la composicion activa inmunoestimuladora codifica asi para un
antigeno MAGE-C2 y puede comprender la secuencia mostrada en la Fig. 26 (SEQ ID NO: 26).
Segun la invencion, el ARN de la composicion activa inmunoestimuladora puede codificar alternativa
o adicionalmente para un antigeno MAGE-C2 seleccionado de un fragmento, una variante o un
epitope de una secuencia MAGE-C2 codificada por el acido nucleico mostrado en la Fig. 26 (SEQ
ID NO: 26), compartiendo una identidad de secuencia de al menos un 80% con la SEQ ID NO: 26.

Los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora pueden ademas codificar para hTERT. En
el contexto de esta descripcion "hTERT" es transcriptasa inversa telomerasa humana y la secuencia
preferida del ARN, preferiblemente del ARNm, que codifica para "hTERT" — si se usa en la
composicion activa inmunoestimuladora de acuerdo con la invenciéon — se muestra en la Fig. 7 (SEQ
ID NO: 7) y todavia mas preferiblemente en la Fig. 8 (SEQ ID NO: 8). Minev, Hipp et al. (2000)
describid que la telomerasa es una enzima ribonucleoproteina que se ha vinculado a la
transformacion maligna en células humanas (Minev, B., J. Hipp, et al. (2000). "Cytotoxic T cell
immunity against telomerase reverse transcriptase in humans." Proc Natl Acad Sci U S A 97(9):
4796-801). La actividad de la telomerasa aumenta en la vasta mayoria de los tumores humanos,
haciendo de su producto génico la primera molécula comun con todos los tumores humanos. La
generacion de péptidos de telomerasa enddégenamente procesados a las moléculas MHC Clase |
podrian dirigir linfocitos T citotdxicos (LTC) a tumores de diferentes origenes. Por lo tanto, de
acuerdo con ellos esto podria ofrecer un avance en la terapia de vacunacion contra el cancer
siempre y cuyo el LTC precursor que reconoce los péptidos de telomerasa en adultos normales y
pacientes de cancer puedan expandirse mediante la inmunizacion. Ademas demostraron que la
mayoria de los individuos normales y pacientes con cancer de préstata inmunizados in vitro contra
dos péptidos HLA-A2.1 restringidos de la transcriptasa inversa telomerasa (hTRT) desarrollaron LTC
especifica de hTRT. Carpenter y Vonderheide (2006) (Carpenter, E. L. y R. H. Vonderheide (2006);
"Telomerase-based immunotherapy of cancer." Expert Opin Biol Ther 6(10): 1031 -9) report6 que el
avance de la clonacioén de la transcriptasa inversa telomerasa de humano (hTERT) en 1997 en los
primeros estudios clinicos de hTERT como un objetivo de la inmunoterapia antitumoral habia sudo
rapida. hTERT se sobreexpresa en la mayoria de los canceres humanos al mismo tiempo que tiene
expresion limitada en tejido de adulto normal. Desempefia un papel critico en la oncogénesis y
puede expresarse mediante las células de cepa cancerigena. Sin embargo, a pesar de ser un
antigeno propio, hTERT es inmunogénico tanto in vitro como in vivo. Varios estudios de Fase | de
inmunoterapia hTERT se han completado en pacientes con cancer de mama, préstata, pulmonar y
otros, y los resultados clinicos e inmunoldgicos son alentadores. La inmunoterapia indujo células T
antitumorales, funcionales en pacientes en ausencia de toxicidad clinica. La oportunidad de vacunar
individuos como una estrategia de inmunoprevencién también puede comprenderse para terapias a
base de hTERT. Nair, S. K. y Heiser et al. (2000) describieron la induccion de inmunidad TERT anti-
murina en ratones vacunados con células dendriticas transducidas con ART de TERT murina (véase
Nair, S. K., A. Heiser, et al. (2000). "Induction of cytotoxic T cell responses y tumor immunity against
unrelated tumors using telomerase reverse transcriptase RNA transfected dendritic cells." Nat Med
6(9): 1011-7.). Segun un aspecto preferente, los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora
pueden entonces codificar un antigeno hTERT seleccionado de la secuencia mostrada en la Fig. 7
(SEQ ID NO: 7), y - muy preferiblemente, en la Fig. 8 (SEQ ID NO: 8). Segun otro aspecto preferente,
los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora pueden codificar alternativa o adicionalmente
un antigeno hTERT seleccionado de un fragmento, variante o epitope de una secuencia hTERT
como se muestra en la Fig. 7 (SEQ ID NO: 7), y - muy preferiblemente, como se muestra en la Fig.
8 (SEQ ID NO: 8).

Los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora puede también codificar para WT1. En el
contexto de esta descripcion "WT1" es Wilms tumor 1 y la secuencia preferida del ARN,
preferiblemente ARNm, que codifica para "WTI " — si se usa en la composiciéon activa
inmunoestimuladora de conformidad con la invencion — se muestra en la Fig. 9 (SEQ ID NO: 9), muy
preferiblemente en la Fig. 10 (SEQ ID NO: 10) y — todavia mas preferiblemente — en la Fig. 11 (SEQ
ID NO: 11). Oka, Y. A. y Tsuboi et al. (2004) encontraron que la proteina del tumor Wilm se
sobreexpresa en cancer pulmonar (véase Oka, Y., A. Tsuboi, et al. (2004). "Induction of WT1 (Wilms'
tumor gene)-specific cytotoxic T lymphocytes by WT1 peptide vaccine and the resultant cancer
regression." Proc Natl Acad Sci U S A 101 (38): 13885-90). Oka et al. (2004, supra) vacunaron a 10
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pacientes con cancer pulmonar con un péptido derivado de WT1. Pudieron mostrar que la respuesta
clinica se correlaciona con la actividad de células T CD8+ anti-tumorales. EI gen WT1 del tumor
Wilms se sobreexpresa en leucemia y diversos tipos de tumores sdlidos, y se demostrd que la
proteina WT1 era un antigeno objetivo atractivo para la inmunoterapia contra estas malignidades.
Oka et al. (2004, supra) reportaron el resultado de un estudio clinico de fase | de inmunoterapia a
base de péptidos WT1 para pacientes con cancer de mama o pulmonar, sindrome mielodisplasico
o leucemia mieloide aguda. Doce de los veinte pacientes en los que se pudo evaluar la eficacia de
la vacunacion WT1 mostraron respuestas clinicas tales como la reduccion en las células de blastos
leucémicos o tamafios de tumores y/o marcadores tumorales. Se observé una clara correlacion entre
un aumento en las frecuencias de linfocitos T citotdxicos especificos de WT1 después de la
vacunacion de WT1 y las respuestas clinicas. Por lo tanto se demostré que la vacuna WT1 podia
inducir linfocitos T citotdxicos especificos de WT1 y dar como resultado la regresion del cancer sin
danar los tejidos normales. Segun un aspecto preferente, los ARN de la composicion activa
inmunoestimuladora puede entonces codificar para un antigeno WT1 seleccionado de la secuencia
como se muestra en la Fig. 9 (SEQ ID NO: 9), y — muy preferiblemente, como se muestra en la Fig.
10 (SEQ ID NO: 10) y todavia mas preferiblemente como se muestra en la Figura 11 (SEQ ID NO:
11). Segun otro aspecto preferente, los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora pueden
codificar alternativa o adicionalmente para un antigeno WT1 seleccionado de un fragmento, variante
0 epitope de una secuencia WT1 como se muestra en la Fig. 9 (SEQ ID NO: 9), y — muy
preferiblemente, como se muestra en la Fig. 10 (SEQ ID NO: 10) y todavia mas preferiblemente
como se muestra en la Figura 11 (SEQ ID NO: 11).

Los ARN de la composiciéon activa inmunoestimuladora pueden también codificar para MAGE-A2.
En el contexto de esta descripcion, "MAGE-A2" es la familia A de antigenos de melanoma, 2B y la
secuencia preferida del ARN, preferiblemente del mARN, que codifica para "MAGE-A2" — si se usa
en la composicion activa inmunoestimuladora de conformidad con la invencion — se muestra en la
Fig. 14 (SEQ ID NO: 14), y — aun mas preferiblemente — en la Fig. 15 (SEQ ID NO: 15). Gillespie y
Coleman (1999) (Gillespie, A. M. y R. E. Coleman (1999). "The potential of melanoma antigen
expression in cancer therapy." Cancer Treat Rev 25(4): 219-27) reportaron expresion en cancer de
vejiga, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer gastrico, cancer de cabeza y cuello, cancer
pulmonar, cancer maxilar, melanoma, cancer esofagico, osteosarcoma y cancer ovarico. Segun un
aspecto preferente, los ARN de la composiciéon activa inmunoestimuladora pueden entonces
codificar para un antigeno MAGE-A2 seleccionado de la secuencia como se muestra en la Fig. 14
(SEQ ID NO: 14), y — muy preferiblemente, como se muestra en la Fig. 15 (SEQ ID NO: 15). Segun
otro aspecto preferente, los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora pueden codificar
alternativa o adicionalmente para un antigeno MAGE-A2 seleccionado de un fragmento, variante o
epitope de una secuencia MAGE-A2 como se muestra en la Fig. 14 (SEQ ID NO: 14), y — muy
preferiblemente, como se muestra en la Fig. 15 (SEQ ID NO: 15).

Los ARN de la composicidon activa inmunoestimuladora pueden ademas codificar para MAGE-A3.
En el contexto de esta descripcion, "MAGE-A3" es la familia A de antigenos de melanoma, 3 y la
secuencia preferida del ARN, preferiblemente del ARNm, que codifica para "MAGE-A3" — si se usa
en la composicion activa (inmunoestimuladora) de conformidad con la invencion — se muestra en la
Fig. 16 (SEQ ID NO: 16), y — aun mas preferiblemente — en la Fig. 17 (SEQ ID NO: 17). Gillespie y
Coleman (1999) (Gillespie, A. M. y R. E. Coleman (1999). "The potential of melanoma antigen
expression in cancer therapy." Cancer Treat Rev 25(4): 219-27) reportd expresion en cancer de
vejiga, cancer de mama, cancer colorrectal, cancer gastrico, glioma, cancer de cabeza y cuello,
cancer pulmonar, cancer maxilar, melanoma neuroblastoma, cancer esofagico y cancer ovarico.
Sienel, Varwark et al. (2004) describieron un estudio realizado para determinar el indice de
expresion de MAGE-A3 en etapas tempranas del cancer pulmonar no microcitico (NSCLC) (véase
Sienel, W., C. Varwerk, et al. (2004). "Melanoma associated antigen (MAGE)-A3 expression in
Stages | y Il non-small cell lung cancer: results of a multi-center study." Eur | Cardiothorac Surg
25(1): 131-4). Se colectaron muestras de tumores primarios de 204 pacientes con etapas clinicas
operables de NSCLC | o Il y se determiné la etapa patoldgica. Se analizé la expresion de MAGE-A3
de las muestras de tejido por deteccion de transcriptos MAGE-A3 usando la reaccion en cadena de
la polimerasa inversa transcriptasa. Se observo la expresion de MAGE-A3 en 80 de los 204 (39.2%)
tumores primarios en etapas I-ll examinados. Atanackovic, Altorki et al. (2004) describieron que
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MAGE-A3 un antigeno asociado con tumores originalmente identificado en melanoma, también se
encontro en tumores de pulmones de células no pequefias (véase Atanackovic, D., N. K. Altorki, et
al. (2004). "Vaccine-induced CD4+ T cell responses to MAGE-3 protein in lung cancer patients." J
Immunol 1 72(5): 3289-96). En un estudio clinico nueve pacientes de NSCLC recibieron vacunas
con la proteina; 3 desarrollaron respuestas a anticuerpos. Siete de 8 pacientes que recibieron
MAGE-A3 combinado con ASO2B adyuvante generaron anticuerpos contra MAGE-A3. Varios de
estos pacientes también desarrollaron respuestas de células T a la proteina. Segun un aspecto
preferente, los ARN de la composiciéon activa inmunoestimuladora pueden codificar entonces un
antigeno MAGE-A3 seleccionado de la secuencia mostrada en la Fig. 16 (SEQ ID NO: 16), y - muy
preferiblemente, como se muestra en la Fig. 17 (SEQ ID NO: 17). Segun otro aspecto preferente,
los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora pueden codificar alternativa o adicionalmente
para un antigeno MAGE-A3 que se selecciona de un fragmento, variante o epitope de una secuencia
MAGE-A3 como se muestra en la Fig. 16 (SEQ ID NO: 16), y — muy preferiblemente, como se
muestra en la Fig. 17 (SEQ ID NO: 17).

Los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora pueden ademas codificar para MUC1. En el
contexto de esta descripcion, " MUC1" es mucin 1 y la secuencia preferida del ARN, preferiblemente
del ARNm, que codifica para "MUC1" — si se usa en la composicidon activa inmunoestimuladora de
conformidad con la invencion — se muestra en la Fig. 1 (SEQ ID NO: 1), y — ain mas preferiblemente
—en la Fig. 2 (SEQ ID NO: 2). Las mucinas asociadas con cancer son un objetivo potencial de la
inmunoterapia. Se cree que estas moléculas promueven la metastasis al facilitar la adhesién de
células malignas a la superficie de células endoteliales.

De acuerdo con Denda-Nagai y Irimura (2000) (Denda-Nagai, K. y T. Irimura (2000). "MUC1 in
carcinoma-host interactions." Glycoconj J 1 7(7-9): 649-58) MUC-I se sobreexpresa en 90% de todos
los adenocarcinomas, incluyendo mama, pulmonar, pancreas, préstata, estdmago, colon y ovarios.
Kontani, Taguchi et al. (2001) encontraron que MUC-1 se expresa en 60% de los canceres
pulmonares (véase Kontani, K., O. Taguchi, et al. (2001). "Modulation of MUC1 mucin as an escape
mechanism of breast cancer cells from autologous cytotoxic T-lymphocytes." Br J Cancer 84(9):
1258-64), mientras que Kontani, Taguchi et al. (2003) encontraron en un estudio que analizaba el
uso de DCs pulsados con antigenos MUC1 para provocar inmunidad celular en canceres MUC1
positivos, que clinicamente siete de nueve pacientes MUC-1 positivos respondieron al tratamiento
con ya fuera una reduccion en los niveles de marcadores tumorales o la desaparicion de efusion
pleural maligna (véase Kontani, K., O. Taguchi, et al. (2003). "Dendritic cell vaccine immunotherapy
of cancer targeting MUC1 mucin." Int J Mol Med 12(4): 493-502). Tres de estos pacientes que
respondieron tenian NSCLC. Palmer, Parker et al. (2001) reportaron que en el estudio clinico de
fase | usyo péptido MUC1 en NSCLC en etapa Ill/IV, se establecié la seguridad y tolerabilidad de
este agente (véase Palmer, M., J. Parker, et al. (2001). "Phase | study of the BLP25 (MUC1 peptide)
liposomal vaccine for active specific immunotherapy in stage IlIB/IV non-small-cell lung cancer." Clin
Lung Cancer 3(1): 49-57; discusion 58). Cinco de 12 pacientes (42%) tuvieron respuestas
inmunolégicas, y 4 de 12 pacientes (33%) lograron una enfermedad estable. Wierecky, Mueller et
al. (2006) ademas identificaron dos péptidos 9-mer novedosos con union a HLA-A2 de TAA MUC1,
que se sobreexpresaron en varias malignidades hematoldgicas y epiteliales (véase Wierecky, J., M.
Mueller, et al. (2006). "Dendritic cell-based cancer immunotherapy targeting MUC-1". Cancer
Immunol Immunother 55(1): 63-7). Las células T citotoxicas generadas tras la pulsacién de DC con
estos péptidos fueron capaces de inducir lisis de células tumorales que expresaban MUC1 en una
forma especifica a antigeno y restringida a HLA. En dos estudios clinicos, se demostré que la vacuna
de pacientes con cancer avanzado usyo DCs pulsados con péptidos derivados de MUC1 fue bien
tolerada sin efectos secundarios serios y fue capaz de inducir respuestas inmunoldgicas. De los 20
pacientes con carcinoma de células renales metastasicas, 6 pacientes mostraron regresién de
metastasis con 3 respuestas objetivas (1 CR, 2 PR). Segun un aspecto preferente, los ARN de la
composicion activa inmunoestimuladora pueden entonces codificar para un antigeno MUC1
seleccionado de la secuencia mostrada en la Fig. 1 (SEQ ID NO: 1), y - muy preferiblemente, como
se muestra en la Fig. 2 (SEQ ID NO: 2). Segun otro aspecto preferente, los ARN de la composicion
activa inmunoestimuladora pueden codificar alternativa o adicionalmente para un antigeno MUCI
que se selecciona de un fragmento, variante o epitope de una secuencia MUC1 como se muestra
en la Fig. 1 (SEQ ID NO: 1), y — muy preferiblemente, como se muestra en la Fig. 2 (SEQ ID NO: 2).
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Los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora pueden ademas codificar para Her-2/neu.
En el contexto de esta descripcion "Her-2/neu” es homodlogo 2 del oncogén viral de leucemia
eritroblastica v-erb-b2 y la secuencia preferida del ARN, preferiblemente del ARNm, que codifica
para "Her-2/neu” - si se usa en la composicion activa (inmunoestimuladora) de conformidad con la
invenciéon — se muestra en la Fig. 5 (SEQ ID NO: 5), y - muy preferiblemente - en la Fig. 6 (SEQ ID
NO: 6). De acuerdo con Baxevanis, Sotiroporlou et al. (2004) HER-2/neu (también conocido como
HER2 o c-erb-B2) es un receptor de proteina 185-kDa con una actividad de tirosina cinasa y
homologia extensiva al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF) (véase Baxevanis, C.
N., P. A. Sotiroporulou, et al. (2004). "Immunobiology of HER-2/neu oncoprotein y its potential
application in cancer immunotherapy." Cancer Immunol Immunother 53(3): 166-75). HER-2/neu se
expresa en muchos tumores epiteliales y se conoce se sobreexpresa en alrededor de 20-25% de
todos los canceres ovaricos y mamarios, 35-45% de todos los adenocarcinomas pancreaticos, y
hasta 90% de los carcinomas colorrectales. La sobreexpresion de HER- 2/neu representa un
marcador de prognosis escasa. La sobreexpresion de Her-2 se ha observado en tumores malignos
de mamas, ovarios, pancreas, colon, pulmon y otros tejidos. Her-2 se expresa normalmente a bajos
niveles en una variedad de tejidos de humano (piel, epitelio del tracto digestivo, mama, ovarios,
hepatocitos). Bernhard, Salazar (2002) reporté en su conclusién que resultados tempranos de
estudios clinicos que inmunizaron activamente pacientes con cancer contra HER-2/neu demostraron
que la inmunidad podia generarse y que las respuestas inmunes persistieron durante un periodo de
tiempo (véase Bernhard, H., Salazar L., et al. (2002). "Vaccination against the HER-2/neu oncogenic
protein." Endocr Relat Cancer 9(1): 33-44). Estudios con vacunas actuales se enfocaron Unicamente
en el uso de vacunas a base de epitopes o péptidos, principalmente debido a la observacion de que
las estrategias de vacunas con péptidos podrian sortear la tolerancia neu especifica en modelos de
roedores. La siguiente generacion de vacunas de conformidad con Bernhard et al. (2002, supra)
posiblemente incluiran vacunas a base de proteinas, preparaciones de antigenos HER-2/neu
cargadas en DC, y formulaciones a base de acido nucleico. Fueron prometedores los estudios en
modelos de roedores que exploran estas estrategias a un nivel preclinico. La expansién de células
T especificas de HER- 2/neu ex vivo después de la inmunizacién activa o el cultivo in vitro con DC
que expresa HER- 2/neu se consideré una opcion terapéutica para tratar tumores de sobreexpresion
de HER-2/neu en etapas avanzadas. Sotiridou et al. (2006) encontraron que en humanos, aunque
se habian detectado respuestas inmunolégicas contra los péptidos usados para la vacunacion, no
se describieron respuestas clinicas (véase Baxevanis, C. N., N. N. Sotiriadou, et al. (2006).
"Immunogenic HER-2/neu peptides as tumor vaccines." Cancer Immunol Immunother 55(1): 85-95).
De acuerdo con Disis, Cooley et al. (2002) Her-2/neu es un miembro de la familia EGFR (véase
Disis, M. L., T. A. Gooley, et al. (2002). "Generation of T- cell immunity to the HER-2/neu protein
after active immunization with HER-2/neu peptide- based vaccines." J Clin Oncol 20(11): 2624-32).
Con frecuencia se sobreexpresa en canceres de mama, ovarios, prostata, colon y pulmoén. En un
estudio clinico de fase |, 38 pacientes (2 con NSCLC) fueron vacunados con un péptido Her-2/neu.
92% de los pacientes desarrollaron inmunidad de células T a Her-2/neu. Segun un aspecto
preferente, los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora pueden entonces codificar para
un antigeno Her-2/neu seleccionado de la secuencia mostrada en la Fig. 5 (SEQ ID NO: 5), y - muy
preferiblemente, como se muestra en la Fig. 6 (SEQ ID NO: 6). Segun otro aspecto preferente, los
ARN de la composicidon activa inmunoestimuladora pueden codificar alternativa o adicionalmente
para un antigeno Her-2/neu que se selecciona de un fragmento, variante o epitope de una secuencia
Her-2/neu como se muestra en la Fig. 5 (SEQ ID NO: 5), y — muy preferiblemente, como se muestra
en la Fig. 6 (SEQ ID NO: 6).

Los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora pueden ademas codificar para CEA. En el
contexto de esta descripcion, "CEA" es un antigeno carcinoembriénico (CECAMS5 = molécula de
adhesion celular relacionado con un antigeno carcinoembrionico 5) y la secuencia preferida del
ARN, preferiblemente del ARNm, que codifica para "CEA" - si se usa en la composicion activa
(inmunoestimuladora) de conformidad con la invenciéon — se muestra en la Fig. 12 (SEQ ID NO: 12),
y - muy preferiblemente - en la Fig. 13 (SEQ ID NO: 13). De acuerdo con Hammarstrom (1999) CEA
es una glicoproteina onco-fetal 180 kDa que actia como una molécula de adhesién, y se
sobreexpresa en 70% de NSCLC (Hammarstrom, S. (1999). "The carcinoembryonic antigen (CEA)
family: structures, suggested functions y expression in normal y malignant tissues." Semin Cancer
Biol 9(2): 67-81). Berinstein (2002) reportdé que CEA tiene muchas caracteristicas atractivas como
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objetivo para la vacunacion activa contra el cancer (Berinstein, N. L. (2002). "Carcinoembryonic
antigen as a target for therapeutic anticancer vaccines: a review." J Clin Oncol 20(8): 2197-207).
Tiene un patron de expresion favorable y se expresa en mas de 50% de todos los canceres
humanos. Puede desempefiar un papel en el propio proceso de tumorigénesis y, por tanto, su
expresion puede seleccionarse y conservarse durante el avance del cancer. Se ha documentado
que CEA se procesa y presenta en diversas moléculas MHC clase 1. Ademas, la tolerancia
inmunolégica a CEA no es absoluta. Hay informacion extensa que demuestra que las células T
pueden reconocer, activar y lisar células cancerigenas que estan expresando CEA. Se han evaluado
diversos intentos de vacunacion terapéutica usyo CEA como un antigeno objetivo. Se ha establecido
la seguridad de estos intentos. Ademas, se han registrado estas respuestas humorales y/o celulares
a CEA. Aunque en su mayoria los pacientes elegidos para estos estudios presentados por Berinstein
(2002, supra) han tenido cancer de colon metastasico refractario y muy avanzado, se ha
documentado cierta evidencia de la actividad clinica, con estabilizacion de le enfermedad y
respuestas incluso objetivas que ocurren en ciertos pacientes. Las células dendriticas pulsadas con
un péptido de unién a CEA MHC clase | agonista (CAPI -6D) y los vectores basados en el virus de
la viruela que incorporan CEA, con o sin moléculas co-estimuladoras, parecieron mas dinamicos
para activar las respuestas de células T CD8. Desafortunadamente, los trabajos con células
dendriticas podian estar limitados por la dificultad logistica de obtener preparaciones de células
dendriticas especificas para pacientes. Se reportaron cuatro estudios fase | que utilizan el sistema
de vector del virus de la viruela del canario para dirigirse a CEA.

Estos estudios demostraron que dichos intentos eran seguros, con toxicidades moderadas grado 1
y grado 2 limitadas principalmente al sitio de inyeccion. Ademas, los estudios mostraron que las
respuestas de células T celulares especificas pueden activarse a CEA en la mayoria de los
pacientes. Estas respuestas pueden incrementarse mediante la inclusién de la molécula co-
estimuladora B7.1 en el vector o por la adicion de GM-CSF recombinante en el sitio de inyeccion. A
pesar de que no se reportaron respuestas clinicas objetivas, una parte significativa de los pacientes
en estos estudios de fase | experimentaron una estabilizacion de la enfermedad. Se considera que
las estrategias de vacunacion para incrementar ain mas la frecuencia de células T que reconocen
CEA aumentan mas la actividad clinica de estas vacunas. Estos son datos que sugieren que al
menos algunas vacunas podrian ser mas efectivas en estados de enfermedad minima. Ueda, Itoh
et al (2004) describieron un estudio en el que 18 pacientes con cancer gastrointestinal metastasico
o cancer pulmonar fueron tratados con células dendriticas autélogas pulsadas con péptidos
derivados de CEA (véase Ueda, Y., T. ltoh, et al. (2004). "Dendritic cell-based immunotherapy of
cancer with carcinoembryonic antigen-derived, HLA-A24-restricted CTL epitope: Clinical outcomes
of 18 patients with metastatic gastrointestinal or lung adenocarcinomas." Int J Oncol 24(4): 909-1 7).
Las reacciones inmunes medidas por las pruebas en piel y ensayos de células T in vitro se
observaron en la mayoria de los pacientes.

A pesar de que no se reportaron respuestas clinicas objetivas, algunos pacientes tuvieron una
enfermedad estable mientras recibian esta inmunoterapia. Segun un aspecto preferente, los ARN
de la composicién activa inmunoestimuladora pueden entonces codificar para un antigeno CEA
seleccionado de la secuencia mostrada en la Fig. 12 (SEQ ID NO: 12), y - muy preferiblemente,
como se muestra en la Fig. 13 (SEQ ID NO: 13). Segun otro aspecto preferente, los ARN de la
composicién activa inmunoestimuladora pueden codificar alternativa o adicionalmente para un
antigeno CEA que se selecciona de un fragmento, variante o epitope de una secuencia CEA como
se muestra en la Fig. 12 (SEQ ID NO: 12), y — muy preferiblemente, como se muestra en la Fig. 13
(SEQ ID NO: 13).

Los antigenos, proteinas antigénicas o péptidos antigénicos como se definen arriba que pueden ser
codificados por el ARN de la composicidon activa inmunoestimuladora pueden comprender
fragmentos o variantes de esas secuencias. Dichos fragmentos o variantes pueden comprender
tipicamente una secuencia que tiene una identidad de secuencia con uno o mas de los antigenos,
proteinas antigénicas o péptidos antigénicos antes mencionados o secuencias 0 sus secuencias
codificadoras de acido nucleico de al menos un 80%, con especial preferencia de al menos un 85%,
incluso mas preferiblemente al menos un 90% y lo mas preferiblemente al menos un 95% o incluso

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 668 926 T3

un 97%, con la secuencia completa de tipo silvestre, ya sea nivel de acido nucleico o de
aminoacidos.

"Fragmentos" de antigenos, proteinas antigénicas, o péptidos antigénicos en el contexto de la
presente descripcion pueden comprender una secuencia de un antigeno, proteina antigénica o
péptido antigénico como se definen arriba, que es, con respecto a su secuencia de aminoacidos (o
su secuencia codificada de acido nucleico), N-terminal, C-terminal y/o esta intrasecuencialmente
truncada en comparacion con la secuencia de aminoacidos de la proteina original (nativa) (su
secuencia codificada de acido nucleico). Dicho truncamiento puede ocurrir ya sea a nivel del
aminoacido o correspondientemente a nivel del acido nucleico. Una identidad de secuencia con
respecto a dicho fragmento como se define antes puede referirse preferiblemente a todo el antigeno,
a la proteina antigénica o al péptido antigénico como se define arriba o a toda la secuencia de acido
nucleico (codificada) de dicho antigeno, proteina antigénica o péptido antigénico. Fragmentos de
antigenos, proteinas antigénicas, o péptidos antigénicos en el contexto de la presente descripcion
pueden comprender una secuencia de un antigeno, proteina antigénica, o péptido antigénico como
se definen arriba, que tiene una longitud de alrededor de 6 a aproximadamente 20 o incluso mas
aminoacidos, por ejemplo fragmentos como se procesan y presentan por las moléculas MHC de
clase |, preferiblemente que tienen una longitud de alrededor de 8 a aproximadamente 10
aminoacidos, por ejemplo, 8, 9, 0 10, (o incluso 6, 7, 11, o 12 aminoacidos), o fragmentos como se
procesan y presentan por las moléculas MHC de clase I, preferiblemente que tienen una longitud
de alrededor 13 o mas aminoacidos, por ejemplo, 13, 14, 15, 16, 1 7, 18, 19, 20 o incluso mas
aminoacidos, en donde estos fragmentos se pueden seleccionar de cualquier parte de la secuencia
de aminoacidos. Estos fragmentos son tipicamente reconocidos por células T en la forma de un
complejo que consiste en un fragmento de péptido y una molécula de MHC, esto es los fragmentos
tipicamente no son reconocidos en su forma nativa.

Los fragmentos de antigenos, proteinas antigénicas, o péptidos antigénicos como se definen aqui
también pueden comprender epitopes de estos antigenos, proteinas antigénicas, o péptidos
antigénicos. Los epitopes (también conocidos como "determinantes de antigenos") en el contexto
de la presente descripcion son tipicamente fragmentos localizados en la superficie externa de
antigenos (nativos) proteinas antigénicas, o péptidos antigénicos como se definen aqui,
preferiblemente con entre 5 y 15 aminoacidos, muy preferiblemente de 5 a 12 aminoacidos, incluso
mas preferiblemente de 6 a 9 aminoacidos, que pueden ser reconocidos por los anticuerpos o
receptores de células B, esto es en su forma nativa. Dichos epitopes de antigenos, proteinas
antigénicas, o péptidos antigénicos pueden seleccionarse de cualquiera de las variantes aqui
mencionadas de dichos antigenos, proteinas antigénicas, o péptidos antigénicos. En este contexto,
los determinantes antigénicos pueden ser epitopes conformacionales o discontinuos que se
componen de segmentos de los antigenos, proteinas antigénicas, o péptidos antigénicos como se
definen aqui que son discontinuos en la secuencia de aminoacidos de los antigenos, proteinas
antigénicas, o péptidos antigénicos como se definen aqui, pero se reunen en la estructura
tridimensional o continua o epitopes lineales que se componen de una cadena de polipéptidos
individual.

Las "variantes" de antigenos, proteinas antigénicas, o péptidos antigénicos como se definen arriba
pueden ser codificadas por los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora segun la presente
descripcion, donde son intercambiados los acidos nucleicos de al menos un ARN(m), que codifican
para un antigeno, proteina antigénica, o péptido antigénico como se definen arriba. Por tanto, un
antigeno, proteina antigénica o péptido antigénico puede generarse, teniendo una secuencia de
aminoacidos que difiere de la secuencia original en una o mas mutaciones, tal como uno o mas
aminoacidos sustituidos, insertados y/o eliminados. De preferencia, estos fragmentos y/o variantes
tienen la misma funcion bioldgica o actividad especifica en comparacion con el antigeno nativo de
longitud completa o la proteina antigénica, por ejemplo, su propiedad antigénica especifica.

Los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora de conformidad con la presente descripcion
también pueden codificar para un antigeno o una proteina antigénica como se define arriba, donde
la secuencia de aminoacidos codificada comprende sustitucion(es) de aminoacidos conservadoras
en comparacion con su secuencia fisiologica. Las secuencias de aminoacidos codificadas, asi como
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sus secuencias de nucleodtidos codificadas en particular, caen bajo las variantes del término como
se define anteriormente. Las sustituciones donde los aminoacidos que se originan de la misma clase
se intercambian entre si se conocen como sustituciones conservadoras. En particular, éstos son
aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas, cadenas laterales de carga positiva o negativa,
grupos aromaticos en las cadenas laterales o aminoacidos, cadenas laterales que pueden entrar en
puentes de hidrégeno, por ejemplo, cadenas laterales que tienen una funcion de hidroxilo. Esto
significa que, por ejemplo, un aminoacido que tiene una cadena lateral polar es reemplazado por
otro aminoacido que tiene también una cadena lateral polar o, por ejemplo, un aminoacido
caracterizado por una cadena lateral hidréfoba es sustituido por otro aminoacido que también tiene
una cadena lateral hidréfoba (por ejemplo, serina (treonina) por treonina (serina) o leucina
(isoleucina) por isoleucina (leucina)). Las inserciones y sustituciones son posibles, en particular, en
aquellas posiciones que no causan una modificacion a la estructura tridimensional o que no afectan
la regidon de union. Las modificaciones a una estructura tridimensional por insercién(es) o
extraccion(es) puede determinarse facilimente, por ejemplo, usando un espectro de CD (espectro de
dicroismo circular) (Urry, 1985, Absorption, Circular Dichroism y ORD of Polypeptides, in: Modern
Physical Methods in Biochemistry, Neuberger et al., (ed.), Elsevier, Amsterdam).

Ademas, las variantes de antigenos, proteinas antigénicas, o péptidos antigénicos como se definen
arriba, que pueden codificarse por los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora de
conformidad con la presente descripcion, también pueden comprender aquellas secuencias donde
los acidos nucleicos de al menos un ARN(m) son intercambiadas de acuerdo con la degeneracion
del codigo genético, sin conducir a una alteracion de la secuencia de aminoacido respectiva del
antigeno, proteina antigénica, o péptido antigénico, esto es la secuencia de aminoacidos o al menos
parte de la misma podria no diferir de la secuencia original en una o mas mutaciones dentro del
significado anterior.

Con el fin de determinar el porcentaje al que dos secuencias (secuencias de acidos nucleicos, por
ejemplo, secuencias de ARN o ARNm como se definen aqui, o secuencias de aminoacidos,
preferiblemente sus secuencias de aminoacidos codificadas, por ejemplo, las secuencias de
aminoacidos de los antigenos, proteinas antigénicas, o péptidos antigénicos como se definen en la
presente con anterioridad) son idénticas, las secuencias se pueden alinear con el fin de compararse
subsecuentemente entre si. Por tanto, por ejemplo, se puedan insertar espacios en la secuencia de
la primera secuencia y se puede comparar el componente en la posicion correspondiente de la
segunda secuencia. Si una posicion en la primera secuencia esta ocupada por el mismo
componente que en una posicién en la segunda secuencia, las dos secuencias son idénticas en
esta posicion. El porcentaje al que las dos secuencias son idénticas es funcién del nimero de
posiciones idénticas dividido entre el numero total de posiciones. El porcentaje en que dos
secuencias son idénticas puede determinarse usyo un algoritmo matematico. Un ejemplo preferido,
pero no limitativo de algoritmo matematico que puede usarse es el algoritmo de Karlin et al. (1993),
PNAS USA, 90:5873-5877 o Altschul et al. (1997), Nucleic Acids Res., 25:3389-3402. Dicho
algoritmo esta integrado en el programa BLAST. Las secuencias que son idénticas a las secuencias
de la presente invencion en cierto grado pueden identificarse con este programa.

La composicidn activa inmunoestimuladora segun la presente invencién comprende, como se define
arriba, al menos cinco ARN, cada uno codificando para un antigeno diferente seleccionado de
cualquiera de los antigenos segun la reivindicacion 1, ya que, de conformidad con la invencion, una
combinacidn especifica de al menos cinco antigenos diferentes segun la reivindicacion 1 es capaz
de estimular de forma efectiva el sistema inmune (adaptativo) para permitir el tratamiento del cancer
pulmonar de células no pequefias (NSCLC). Sin embargo, la presente invencion también
proporciona dichas composiciones activas inmunoestimuladoras que comprenden al menos cinco
ARN que codifican cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once o incluso doce antigenos diferentes
seleccionados de cualquiera de los antigenos del grupo anterior, donde es posible y se abarca
cualquier combinacion de estos antigenos que al menos comprenda los cinco ARN segun la
reivindicacion 1.
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Segun otro aspecto preferente, la presente descripcidon proporciona una composicion activa
inmunoestimuladora que comprende al menos cinco ARN, que codifican para al menos cinco
antigenos diferentes:

a) donde al menos cinco de estos antigenos se seleccionan entre:

e 5T4,

e NY-ESO-1,
e  Survivina,

¢ MAGE-C1,y
¢ MAGE-C2,

como se define en la reivindicacion 1y

b) donde el o los otros antigenos se selecciona de al menos un antigeno tal como se define aqui,
seleccionandose el o los otros antigenos entre, por ejemplo,

hTERT,

WT1,

MAGE-A2,

MAGE-A3,

MUCA1,

Her-2/neu, y

CEA.

Segun otro aspecto preferente de la presente descripcion, el al menos un antigeno segun b) se
selecciona de los antigeno(s) como se definen en una de las siguientes combinaciones:
hTERT y WT1; o

hTERT y MAGE-A2; o
hTERT y 5T4; o

hTERT y MAGE-A3; o
hTERT y MUC1; o
hTERT y Her-2/neu; o
hTERT y NY-ESO-1; o
hTERT y CEA; o

hTERT y Survivina; o
hTERT y MAGE-C1; o
hTERT y MAGE-C2; o
WT1y MAGE-A2; o
WT1y5T4;0

WT1y MAGE-A3; o
WT1yMUC1; 0

WT1 y Her-2/neu; o
WT1y NY-ESO-1; 0
WT1y CEA; 0

WT1 y Survivina; o
WT1y MAGE-C1; 0
WT1y MAGE-C2; o
MAGE-A2 y 5T4; o
MAGE-A2 y MAGE-A3; o
MAGE-A2 y MUC1; o
MAGE-A2 y Her-2/neu; o
MAGE-A2 y NY-ESO-1; o
MAGE-A2 y CEA; o
MAGE-A2 y Survivina; o
MAGE-A2 y MAGE-C1; 0
MAGE-A2 y MAGE-C2; o
5T4 y MAGE-A3; o

5T4 y MUCH1; 0
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5T4 y Her-2/neu; o

5T4 y NY-ESO-1; 0

5T4 y CEA; 0

5T4 y Survivina; o

5T4 y MAGE-C1; o

5T4 y MAGE-C2; o
MAGE-A3 y MUC1; o
MAGE-A3 y Her-2/neu; o
MAGE-A3 y NY-ESO-1; o
MAGE-A3 y CEA; o
MAGE-A3 y Survivina; o
MAGE-A3 y MAGE-C1
MAGE-A3 y MAGE-C2
MUCH1 y Her-2/neu; o
MUC1 y NY-ESO-1; o
MUC1y CEA; o

MUCH1 y Survivina; o
MUC1y MAGE-C1; o
MUC1 y MAGE-C2; o
HER-2/NEU y NY-ESO-1; o
HER-2/NEU y CEA; o
HER-2/NEU y Survivina; o
HER-2/NEU y MAGE-C1; o
HER-2/NEU y MAGE-C2; o
NY-ESO-1y CEA; o
NY-ESO-1y Survivina; o
NY-ESO-1y MAGE-C1; 0
NY-ESO-1y MAGE-C2; o
CEA y Survivina; o

CEA y MAGE-C1; 0

CEA y MAGE-C2; 0
Survivina y MAGE-C1; o
Survivina y MAGE-C2; o
MAGE-C1y MAGE-C2;

hTERT, WT1 y MAGE-A2; o
hTERT, WT1y 5T4; o

hTERT, WT1 y MAGE-A3; o
hTERT, WT1y MUC1; o
hTERT, WT1 y Her-2/neu; o
hTERT, WT1 y NY-ESO-1; o
hTERT, WT1y CEA; o

hTERT, WT1 y Survivina; o
hTERT, WT1 y MAGE-C1; o
hTERT, WT1 y MAGE-C2; o
WT1, MAGE-A2 y 5T4; o

WT1, MAGE-A2 y MAGE-A3; o
WT1, MAGE-A2 y MUC1; o
WT1, MAGE-A2 y Her-2/neu; o
WT1, MAGE-A2 y NY-ESO-1; 0
WT1, MAGE-A2 y CEA; o
WT1, MAGE-A2 y Survivina; o
WT1, MAGE-A2 y MAGE-C1; 0
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WT1, MAGE-A2 y MAGE-C2; o
MAGE-A2, 5T4 y MAGE-A3; o
MAGE-A2, 5T4 y MUC1; o
MAGE-A2, 5T4 y Her-2/neu; o
MAGE-A2, 5T4 y NY-ESO-1; 0
MAGE-A2, 5T4 y CEA; o
MAGE-A2, 5T4 y Survivina; o
MAGE-A2, 5T4 y MAGE-C1; o
MAGE-A2, 5T4 y MAGE-C2; 0 *
5T4, MAGE-A3 y MUC1; o

5T4, MAGE-A3 y Her-2/neu; o
5T4, MAGE-A3 y NY-ESO-1; 0
5T4, MAGE-A3y CEA; o

5T4, MAGE-A3 y Survivina; o
5T4, MAGE-A3 y MAGE-C1; o
5T4, MAGE-A3 y MAGE-C2; o
MAGE-A3, MUC1 y Her-2/neu; o
MAGE-A3, MUC1 y NY-ESO-1; o
MAGE-A3, MUC1y CEA; o
MAGE-A3, MUC1 y Survivina; o
MAGE-A3, MUC1 y MAGE-C1; o
MAGE-A3, MUC1 y MAGE-C2; o
MUCH1, Her-2/neu y NY-ESO-1; o
MUCH1, Her-2/neu y CEA; o
MUCH1, Her-2/neu y Survivina; o
MUC1, Her-2/neu y MAGE-C1; o
MUC1, Her-2/neu y MAGE-C2; o
HER-2/NEU, NY-ESO-1y CEA; o
HER-2/NEU, NY-ESO-1 y Survivina; o
HER-2/NEU, NY-ESO-1 y MAGE-C1; o
HER-2/NEU, NY-ESO-1 y MAGE-C2; o
NY-ESO-1, CEA y Survivinag; o
NY-ESO-1, CEAy MAGE-C1; o
NY-ESO-1, CEAy MAGE-C2; o
CEA, Survivinay MAGE-C1; o
CEA, Survivinay MAGE-C2; o
Survivin, MAGE-C1 y MAGE-C2;

hTERT, WT1, MAGE-A2 y 5T4; o
hTERT, WT1, MAGE-A2 y MAGE-A3; o
hTERT, WT1, MAGE-A2 y MUC1; o
hTERT, WT1, MAGE-A2 y Her-2/neu; o
hTERT, WT1, MAGE-A2 y NY-ESO-1; o
hTERT, WT1, MAGE-A2 y CEA,; o
hTERT, WT1, MAGE-A2 y Survivina; o
hTERT, WT1, MAGE-A2 y MAGE-C1; o
hTERT, WT1, MAGE-A2 y MAGE-C2; o
WT1, MAGE-A2, 5T4 y MAGE-A3; o
WT1, MAGE-A2, 5T4 y MUC1; 0

WT1, MAGE-A2, 5T4 y Her-2/neu; o
WT1, MAGE-A2, 5T4 y NY-ESO-1; o
WT1, MAGE-A2, 5T4 y CEA; o

WT1, MAGE-A2, 5T4 y Survivina; o

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

e 6 o 6 o o o o o o o o o o o o o oo 0o o o o O

ES 2 668 926 T3

WT1, MAGE-A2, 5T4 y MAGE-C1; 0

WT1, MAGE-A2, 5T4 y MAGE-C2; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y MUC1; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y Her-2/neu; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y NY-ESO-1; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y CEA; 0 *
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y Survivina; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y MAGE-C1; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y MAGE-C2; o
5T4, MAGE-A3, MUC1, y Her-2/neu; o

5T4, MAGE-A3, MUC1 y NY-ESO-1; o

5T4, MAGE-A3, MUC1 y CEA; o

5T4, MAGE-A3, MUC1 y Survivin; o

5T4, MAGE-A3, MUC1 y MAGE-C1; o

5T4, MAGE-A3, MUC1 y MAGE-C2; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y NY-ESO-1; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y CEA; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y Survivina; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y MAGE-C1; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y MAGE-C2; o
MUCH1, Her-2/neu, NY-ESO-1y CEA; o
MUCH1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y Survivina; o
MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y MAGE-C1; o
MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y MAGE-C2; o
HER-2/NEU, NY-ESO-1, CEA y Survivina; o
HER-2/NEU, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C1; o
HER-2/NEU, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C2; o
NY-ESO-1, CEA, Survivinay MAGE-C1; o
NY-ESO-1, CEA, Survivinay MAGE-C2; o
CEA, Survivina, MAGE-C1 y MAGE-C2;

hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4 y MAGE-A3; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4 y MUC1; o

hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4 y Her-2/neu; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4 y NY-ESO-1; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4 y CEA; o

hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4 y Survivina; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4 y MAGE-C1; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4 y MAGE-C2; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y MUC1; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y Her-2/neu; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y NY-ESO-1; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y CEA; o

WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y Survivina; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y MAGE-C1; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y MAGE-C2; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y Her-2/neu; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y NY-ESO-1; 0
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1y CEA; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y Survivina; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y MAGE-C1; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y MAGE-C2; o
5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y NY-ESO-1; o
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5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y CEA; o

5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y Survivina; o

5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y MAGE-C1; o

5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y MAGE-C2; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1y CEA; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y Survivina; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y MAGE-C1; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y MAGE-C2; o
MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y Survivina; o
MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C1; o
MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C2; o
HER-2/NEU, NY-ESO-1, CEA, Survivinay MAGE-C1; o
HER-2/NEU, NY-ESO-1, CEA, Survivina y MAGE-C2; o
NY-ESO-1, CEA, Survivina, MAGE-C1 y MAGE-C2;

hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y MUC1; o

hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y Her-2/neu; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y NY-ESO-1; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y CEA; o

hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y Survivina; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y MAGE-C1; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3 y MAGE-C2; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y Her-2/neu; o

WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y NY-ESO-1; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y CEA; o

WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y Survivina; o

WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y MAGE-C1; o

WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y MAGE-C2; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y NY-ESO-1; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y CEA; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y Survivina; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y MAGE-C1; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y MAGE-C2; o
5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1y CEA; o

5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y Survivina; o
5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y MAGE-C1; o
5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y MAGE-C2; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y Survivina; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C1; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C2; o
MUCH1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina y MAGE-C1; o
MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina y MAGE-C2; o
HER-2/NEU, NY-ESO-1, CEA, Survivina, MAGE-C1 y MAGE-C2;

hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y Her-2/neu; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y NY-ESO-1; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y CEA; o

hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y Survivina; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y MAGE-C1; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1 y MAGE-C2; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y NY-ESO-1; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUCA1, Her-2/neu y CEA; o
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WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y Survivina; o

WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y MAGE-C1; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y MAGE-C2; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1y CEA; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y Survivina; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y MAGE-C1; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y MAGE-C2; o
5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y Survivina; o

5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C1; o

5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C2; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina y MAGE-C1; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina y MAGE-C2; o
MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina, MAGE-C1 y MAGE-C2;

hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y NY-ESO-1; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y CEA; o

hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y Survivina; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y MAGE-C1; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu y MAGE-C2; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y CEA; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y Survivina; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y MAGE-C1; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y MAGE-C2; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y Survivina; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C1; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C2; o
5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina y MAGE-C1; o
5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina y MAGE-C2; o
MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina, MAGE-C1 y MAGE-C2;

hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1y CEA; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y Survivina; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y MAGE-C1; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1 y MAGE-C2; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y Survivina; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C1; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C2; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivinay MAGE-C1; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivinay MAGE-C2; o
5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina, MAGE-C1 y MAGE-C2;

hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y Survivina; o
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C1; 0
hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA y MAGE-C2; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivinay MAGE-C1; o
WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivinay MAGE-C2; o
MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina, MAGE-C1 y MAGE-
C2;
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e hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina y
MAGE-C1; o

e hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina y
MAGE-C2; o

e WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina, MAGE-C1 y
MAGE-C2;

o hTERT, WT1, MAGE-A2, 5T4, MAGE-A3, MUC1, Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina, MAGE-
C1y MAGE-C2.

Los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora de conformidad con la presente invencion
son tipicamente cualquier ARN, preferiblemente, sin limitarse a, un ARN codificador, un ARN circular
o lineal, un ARN de cadena simple o individual (que también puede referirse como un ARN debido
a una asociacion no covalente de dos ARN de una cadena) o un ARN de cadena parcialmente doble
o un ARN de cadena parcialmente individual, que al menos son parcialmente autocomplementarios
(ambas de estas moléculas de ARN de cadena parcialmente doble o de cadena parcialmente
individual tipicamente estan formadas por una molécula de ARN de cadena doble mas larga y una
mas corta o por dos moléculas de ARN de cadena individual, que tienen aproximadamente la misma
longitud, donde una molécula de ARN de una sola cadena es en parte complementaria con la otra
molécula de ARN de cadena individual y asi ambas forman un ARN de cadena doble en esta region,
es decir un ARN de cadena parcialmente doble o un ARN de cadena parcialmente individual con
respecto a toda la secuencia de ARN). Muy preferiblemente, los ARN de la composiciéon activa
inmunoestimuladora de conformidad con la presente invencién son ARN monohebra, todavia con
mas preferencia un ARN lineal. Todavia mas preferiblemente, los ARN de la composicion activa
inmunoestimuladora de conformidad con la presente invencion son ARN mensajero (ARNm). En
este contexto, un ARN mensajero (ARNm) es tipicamente un ARN que se compone de (al menos)
varios elementos estructurales, por ejemplo una regién 5'-UTR opcional, un sitio de unién ribosémico
dispuesto en el extremo 5’ de una region codificadora, una region 3'-UTR opcional, que puede estar
seguida de una cola poli-A (y/o a cola poli-C).

Cada uno de los cinco antigenos diferentes de la composicion activa inmunoestimuladora de la
presente invencién estan codificados por un ARN monocistrénico, preferiblemente un ARNm
monocistronico. En otras palabras, la composicion activa inmunoestimuladora de la presente
invencion contiene al menos cinco ARN monocistronicos, preferiblemente ARNm, donde cada uno
de estos ARN monocistronicos, preferiblemente ARNm, codifican un solo antigeno diferente,
seleccionado del grupo segun la reivindicacion 1 vy, preferiblemente, otros de los antigenos
adicionales que se describen aqui, preferentemente en una de las combinaciones antes
mencionadas.

De acuerdo con otro aspecto particularmente preferido, la composicién activa inmunoestimuladora
puede comprender (al menos) un ARN bi- o incluso multicistrénico, preferiblemente ARNm, es decir
(al menos) un ARN que porta dos o incluso mas de las secuencias codificadoras de los al menos
cinco antigenos diferentes, seleccionados del grupo de ortos antigenos adicionales como se
describen aqui, preferiblemente en una de las combinaciones mencionadas. Dichas secuencias
codificadoras de los al menos cinco antigenos (preferiblemente diferentes) de los (al menos) un ARN
bi- o incluso multicistrénico pueden estar separadas por al menos una secuencia IRES (sitio de
entrada ribosémico interno), como se define mas adelante. Asi, el término "que codifica para al
menos dos antigenos (preferiblemente diferentes)" puede significar, sin limitarse a, que el (al menos)
un ARN (bi- o incluso multicistronico), preferiblemente ARNm, puede codificar para, por ejemplo, al
menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once o doce antigenos
(preferiblemente diferentes) del o los grupos antes mencionados de antigenos o sus fragmentos o
variantes dentro de las definiciones anteriores. Mas preferiblemente, sin limitarse a, el (al menos)
un ARN (bi- o incluso multicistronico), preferiblemente ARNm, puede codificar para, por ejemplo, al
menos dos, tres, cuatro, cinco o seis antigenos (preferiblemente diferentes) de los subgrupos antes
mencionados de antigenos o sus fragmentos o variantes dentro de las definiciones anteriores. En
este contexto, la llamada secuencia IRES (sitio de entrada ribosémico interno) como se define arriba
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puede funcionar como un sitio de unién ribosémico Unico, pero también puede servir para proveer
un ARN bi- o incluso multicistrénico como se define arriba que codifica para varias proteinas, que
se traduciran por los ribosomas independientemente entre si. Ejemplos de estas secuencias IRES
que pueden emplearse segun la invencion son aquellas de picornavirus (por ejemplo, FMDV),
pestivirus (CFFV), poliovirus (PV), virus de la encefalomiocarditis (ECMV), virus de enfermedades
en pies y boca (FMDV), virus de hepatitis C (HCV), virus de la peste porcina clasica (CSFV), virus
de leucoma de ratén (MLV), virus de inmunodeficiencia en simios (SIV) o virus de la paralisis del
grillo (CrPV).

De acuerdo con otro aspecto particularmente preferido, la composicién activa inmunoestimuladora
de la presente invencion puede comprender una mezcla de ARN monocistronicos, preferiblemente
ARNm, como se define con anterioridad, y al menos un ARN bi- o incluso multicistrénico,
preferiblemente ARNm, como se define con anterioridad. El ARN monocistrénico y/o el al menos un
ARN bi- o incluso multicistronico preferiblemente codifican para diferentes antigenos o sus
fragmentos o variantes dentro de las definiciones anteriores. Sin embargo, los ARN monocistrénicos
como se definen en la reivindicacién 1 y los ARN bi- o incluso multicistronicos preferentemente
también pueden codificar (en parte) antigenos idénticos seleccionados de uno de los grupos o
subgrupos de antigenos, preferiblemente en una de las combinaciones arriba mencionadas. Este
aspecto puede ser ventajoso, por ejemplo, para una administracién escalonada, por ejemplo
dependiente del tiempo, de la composicién activa inmunoestimuladora de la presente invencién a
un paciente que la necesite. Los componentes de la composicion activa inmunoestimuladora de la
presente invencion, esto es los cinco ARN que codifican cada uno un antigeno diferente, pueden
estar, por ejemplo, contenidos en (diferentes partes de) un kit de composicion de partes o pueden,
por ejemplo, administrarse por separado representando componentes individuales de la
composicién activa inmunoestimuladora segun la presente invencion.

Preferiblemente, los ARN como se definen aqui de la composicion activa inmunoestimuladora segun
la invencién tipicamente comprenden una longitud de alrededor de 50 a aproximadamente 20.000,
0 100 a cerca de 20.000 nucledtidos, preferiblemente de alrededor de 250 a aproximadamente
20.000 nucledtidos, muy preferiblemente de alrededor de 500 a aproximadamente 10.000, incluso
mas preferiblemente de alrededor de 500 a aproximadamente 5.000.

De acuerdo con un aspecto, los ARN como se definen aqui de la composicion activa
inmunoestimuladora pueden estar en forma de un ARN modificado, donde cualquier modificacién
como se define aqui puede introducirse en los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora
segun la invencion. Las modificaciones como se definen aqui preferiblemente dan como resultado
al menos un ARN estabilizado de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente
invencion.

De acuerdo con un primer aspecto, los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora de la
presente invencion pueden asi proporcionarse como un "ARN estabilizado", preferiblemente un
ARNm estabilizado, que se dice es un ARN(m) esencialmente resistente a la degradacion in vivo
(por ejemplo, por una exo- o endo-nucleasa). Dicha estabilizacion puede efectuarse, por ejemplo,
mediante un esqueleto fosfato modificado de al menos un ARN(m) de la composicién activa
inmunoestimuladora de la presente invencién. Una modificacion de la estructura en relaciéon con la
presente invencion es una modificacion donde los fosfatos del esqueleto de nucledtidos contenidos
en el ARN estan quimicamente modificados. Los nucleétidos que pueden usarse preferiblemente a
este respecto contienen, por ejemplo, una estructura fosfato modificada con fosforotioato,
preferiblemente al menos uno de los oxigenos del fosfato contenidos en la estructura fosfato se
reemplazan por un atomo de azufre. Los ARN(m) estabilizados también pueden incluir, por ejemplo:
analogos de fosfato no ionicos, por ejemplo alquil y aril-fosfonatos, donde el oxigeno del fosfonato
cargado se reemplaza por un grupo alquilo o arilo, o fosfodiésteres y alquilfosfotriésteres, donde el
residuo de oxigeno cargado esta presente en forma alquilada. Dichas modificaciones en la
estructura tipicamente incluyen, sin implicar limitaciones, modificaciones del grupo que consiste en
metilfosfonatos, fosforamidatos y fosforotioatos (por ejemplo citidina-5'-O-(1-tiofosfato)).
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Los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora de la presente invencion puede contener
adicional o alternativamente modificaciones de azucar. Una modificacion de azucar en relacion con
la presente invencion es una modificacion quimica del azucar de los nucleétidos de los ARN vy
tipicamente incluye, sin implicar limitaciones, modificaciones de azucar seleccionadas del grupo
consistente en 2'-desoxi-2'-fluorooligoribonucledtido (2'-fluor-2'-desoxicitidin-5'-trifosfato, 2'-fluor-2'-
desoxiuridin-5'-trifosfato),  2'-desoxi-2'-desaminoligoribonucleétido  (2'-amino-2'-desoxicitidin-5'-
trifosfato, 2'-amino-2'-desoxiuridin-5'-trifosfato), 2'-O-alquil-oligoribonucleétido, T-desoxi-2'-C-
alquiloligoribonucledtido  (2'-O-metilcitidin-5'-trifosfato,  2'-metiluridin-5'-trifosfato),  2'-C-alquil-
oligoribonucleétido, e isdmeros de los mismos (2'-aracitidin-5'-trifosfato, 2'-arauridin-5'-trifosfato), o
fosfato de azidotri-(2'-azido-2'-desoxicitidin-5'-trifosfato, 2'-azido-2'-desoxiuridin-5'-trifosfato).

Los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora de la presente invencion puede contener
adicional o alternativamente al menos una modificaciéon de bases, que preferiblemente es adecuada
para aumentar la expresion de la proteina codificada por la al menos una secuencia de ARN
significativamente en comparacion con la secuencia de ARN no alterada, esto es natural (= nativa).
Significativo en este caso significa un aumento en la expresion de la proteina en comparacién con
la expresion de la secuencia de ARN nativa en al menos un 20%, preferiblemente al menos 30%,
40%, 50% o 60%, mas preferiblemente en al menos un 70%, 80%, 90% o incluso 100% y todavia
mas preferiblemente en al menos un 150%, 200% o incluso 300% o mas. En relacién con la presente
invencion, un nuclestido que tiene tal modificacion de bases se selecciona preferiblemente del grupo
de nucleétidos con bases modificada consistente en 2-amino-6-cloropurinribosido-5'-trifosfato, 2-
aminoadenosin-5'-trifosfato, 2-tiocitidin-5'-trifosfato, 2-tiouridin-5'-trifosfato, 4-tiouridin-5'-trifosfato, 5-
aminoalilcitidin-5'-  trifosfato, = 5-aminoaliluridina-5'-trifosfato, = 5-bromocitidin-5'-trifosfato,  5-
bromouridin-5'-trifosfato,  5-yodocitidin-5'-trifosfato, ~ 5-yodouridin-5'-trifosfato, ~ 5-metilcitidin-5'-
trifosfato, 5-metiluridin-5'-trifosfato, 6- azacitidin-5'-trifosfato,  6-azauridin-5'-trifosfato, 6-
cloropurinribésido-5'-trifosfato, 7-deazaadenosin-5'-trifosfato, 7-deazaguanosin-5'-trifosfato, 8-
azaadenosin-5'-trifosfato, 8-azidoadenosin-5'-trifosfato, bencimidazol-ribésido- 5'-trifosfato, N1 -
metiladenosin-5'-trifosfato, N1-metilguanosin-5'-trifosfato, N6-metiladenosin-5'-trifosfato, 06-
metilguanosin-5'-trifosfato, pseudouridin-5'-trifosfato o puromicin-5'-trifosfato, xantosin-5'-trifosfato.
Se da preferencia particular a los nucleétidos para las modificaciones de base seleccionados del
grupo de nucledtidos con bases modificada consistente en 5-metilcitidin-5'-trifosfato, 7-
deazaguanosin-5'-trifosfato, 5-bromocitidin-5'-trifosfato y pseudouridin-5'-trifosfato.

De acuerdo con otro aspecto, los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente
invencion también pueden modificarse (y preferiblemente estabilizarse) introduciendo otros
nucleodtidos modificados que contienen modificaciones de sus fracciones ribosa o bases. En general,
los ARN(m) de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente invencion pueden contener
cualquier nucleétido nativo (= que ocurre de forma natural), por ejemplo guanosina, uracilo,
adenosina y/o citosina o un analogo de los mismos. A este respecto, los analogos de nucledtidos se
definen como variantes que no ocurren de forma nativa de nucleétidos que ocurren naturalmente.
Asimismo, los analogos son nucleétidos quimicamente derivados con grupos funcionales que no
ocurren de forma nativa, que se agregan preferiblemente a o se eliminan del nucleétido que ocurre
de forma natural o que sustituye a los grupos funcionales que ocurren de manera natural en un
nucleodtido. De igual forma, puede modificarse cada componente del nucleétido que ocurre de forma
natural, principalmente el componente base, el componente de azucar (ribosa) y/o el componente
fosfato que forma la estructura (véase arriba) de la secuencia de ARN. Los analogos de guanosina,
uracilo, adenosina y citosina incluyen, pero no se limitan a, cualquier guanosina, uracilo, adenosina,
timidina o citosina que ocurren de forma natural o no natural, que ha sido quimicamente alterada,
por ejemplo por acetilacién, metilacion, hidroxilacién, etc., incluyendo 1-metiladenosina, 1-
metilguanosina, 1 -metilinosina, 2,2-dimetilguanosina, 2,6-diaminopurina, 2'-amino-2'-
desoxiadenosina, 2'-amino-2'-desoxicitidina, 2'-amino-2'-desoxiguanosina, 2'-amino-2'-
desoxiuridina, 2-amino-6-cloropurinribdsido, 2-aminopurinaribésido, 2'-araadenosina, 2'-aracitidina,
2'-arauridina, 2'-azido-2'-desoxiadenosina, 2’-azido-2'-desoxicitidina, 2'-azido-2'-desoxiguanosina,
2'-azido-2'-desoxiuridina, 2-cloroadenosina, 2'-fluor-2'-desoxiadenosina, 2'-fluor-2'-desoxicitidina, 2'-
fluor-2'-  desoxiguanosina, 2'-fluor-2'-desoxiuridina, 2'-fluorotimidina, 2-metiladenosina, 2-
metilguanosina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenosina, 2'-O-Metil-2-aminoadenosina, 2'-O-metil-2'-
desoxiadenosina, 2'-O-metil-2'-desoxicitidina, 2'-O-metil-2'- desoxiguanosina, 2'-O-metil-2'-
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desoxiuridina, 2'-O-metil-5-metiluridina, 2'-O-metilinosina, 2'-O-metilpseudouridina, 2-tiocitidina, 2-
tiocitosina, 3-metilcitosina, 4-acetilcitosina, 4-tiouridina, 5-(carboxihidroximetil)uracilo, 5,6-
dihidrouridina, 5- aminoalilcitidina, 5-aminoalildesoxiuridina, 5-bromouridina, 5-
carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluridina, 5-cloroaracitosina, 5-
fluorouridina, 5-yodouridina, 5-metoxicarbonilmetil-uridina, 5-metoxiuridina, 5-metil-2-tiouridina, 6-
azacitidina, 6-azauridina, 6-cloro-7-deaza-guanosina, 6-cloropurinribosido, 6-mercaptoguanosina,
6-metil-mercaptopurin-ribdsido, 7-deaza-2'-desoxiguanosina, 7-deazaadenosina, 7-metilguanosina,
8-azaadenosina, 8-bromo-adenosina, 8-bromoguanosina, 8-mercaptoguanosina, 8-oxoguanosina,
benzimidazol-rib6sido, beta-D-manosilqueosina, dihidrouridina, inosina, N1-metiladenosina, N6-([6-
aminohexillcarbamoilmetil)adenosina, N6-isopenteniladenosina, N6-metiladenosina, N7-
metilxantosina, metil éster de acido N-uracil-5-oxiacético, puromicina, queosina, acido uracil-5-
oxiaceético, metil éster de acido uracil-5-oxiacético, wibutoxosina, xantosina y xiloadenosina. La
preparacion de dichos analogos es conocida por los expertos en la técnica, por ejemplo de las
Patentes de EE.UU. 4,373,071 , US 4,401 ,796, US 4,415,732, US 4,458,066, US 4,500,707, US
4,668,777, US 4,973,679, US 5,047,524, US 5,132,418, US 5,153,319, US 5,262,530 y 5,700,642.
En el caso de un analogo como se describe anteriormente, se puede dar particular preferencia a
aquellos analogos que aumentan la inmunogenicidad del ARN de la composicion activa
inmunoestimuladora de la invencion y/o no interfiere con otra modificacion del ARN que se ha
introducido.

De acuerdo con un aspecto particular, los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora de la
presente invencion puede contener una modificacion de lipido. Dicho ARN con lipido modificado
tipicamente comprende un ARN como se define aqui. Dicho ARN con lipido modificado tipicamente
comprende al menos un enlazador covalentemente unido a ese ARN y el al menos un lipido
covalentemente enlazado con el enlazador respectivo. De manera alternativa, el ARN con lipido
modificado comprende al menos un ARN como se define aqui y al menos un lipido covalentemente
enlazado (bifuncional) (sin enlazador) con ese ARN. De acuerdo con una tercera alternativa, el ARN
con lipido modificado comprende un ARN como se define aqui, al menos un enlazador
covalentemente unido a ese ARN y al menos un lipido covalentemente unido al enlazado respectivo,
y también al menos un lipido (bifuncional) covalentemente unido (sin enlazador) con un ARN.

El lipido contenido en los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora (complejado o
covalentemente unido al mismo) es tipicamente un lipido o residuo lipofilico que preferentemente
es biolégicamente activo en si mismo. Dichos lipidos preferiblemente incluyen sustancias naturales
o compuestos tales como, por ejemplo, vitaminas, por ejemplo alfa-tocoferol (vitamina E), incluyendo
RRR-alfa-tocoferol (antes D-alfa-tocoferol), L-alfa-tocoferol, racemato de D,L-alfa-tocoferol,
succinato de vitamina E (VES), o vitamina A y sus derivados, por ejemplo acido retinoico, retinol,
vitamina D y sus derivados, por ejemplo vitamina D y también sus precursores de ergosterol,
vitamina E y sus derivados, vitamina Ky sus derivados, por ejemplo vitamina K y compuestos de
quinona o fitol relacionados, o esteroides tales como acidos biliares, por ejemplo acido célico, acido
desoxicélico, acido dehidrocdlico, cortisona, digoxigenina, testosterona, colesterol o tiocolesterol.
Otros lipidos o residuos lipofilicos incluyen, sin limitarse a, polialquilenglicoles (Oberhauser et al.,
Nucl. Acids Res., 1992, 20, 533), grupos alifaticos, por ejemplo compuestos C1-C20-alcanos, C1-
C20-alquenos o C1-C20-alcanol, etc., por ejemplo residuos dodecanodiol, hexadecanol o undecilo
(Saison-Behmoaras et al., EMBO J, 1991 , 10, 1 1 1 ; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259, 327;
Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75, 49), fosfolipidos, por ejemplo fosfatidilglicerol,
diacilfosfatidilglicerol, fosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina, distearoilfosfatidilcolina,
fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, di-hexadecil-rac-glicerol, esfingolipidos, cerebrdsidos,
gangliésidos o trietilamonio 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato (Manoharan et al.,
Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777), poliaminas o
polialquilenglicoles, por ejemplo polietilenglicol (PEG) (Manoharan et al., Nucleosides & Nucleotides,
1995, 14, 969), hexaetilenglicol (HEG), palmitina o residuos de palmitina (Mishra et al., Biochim.
Biophys. Acta, 1995, 1264, 229), octadecilaminas o residuos de hexilamino-carbonil-oxicolesterol
(Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277, 923), y también ceras, terpenos, hidrocarburos
aliciclicos, residuos de acidos grados saturados y mono- o poli-insaturados, etc.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 668 926 T3

Los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente invencion también pueden
estabilizarse con el fin de evitar la degradacion del ARN in vivo de varias formas. En la técnica es
sabido que la inestabilidad y la degradacién (rapida) del ARNm o de un ARN in vivo en general
puede representar un problema serio en la aplicacion de composiciones basadas en ARN. Esta
inestabilidad del ARN se debe tipicamente a las enzimas degradantes de ARN, "ARNasas"
(ribonucleasas), donde la contaminacion con dichas ribonucleasas puede a veces degradar
completamente el ARN en solucién. Al mismo tiempo, la degradacion natural del ARNm en el
citoplasma celular esta finamente regulada y las contaminaciones con RNasa generalmente pueden
eliminar por un tratamiento especial antes de usar dichas composiciones, en particular con
pirocarbonato de dietilo (DEPC). A este respecto, se conocen numerosos mecanismos de
degradacion natural en la técnica anterior que también pueden utilizarse. Por ejemplo, la estructura
terminal es tipicamente de vital importancia para un ARNm in vivo. Como ejemplo, en el extremo 5'
de los ARNm que ocurren de forma natural normalmente existe una llamada “estructura de bloqueo”
(un nucledtido de guanosina modificado) y en el extremo 3' hay tipicamente una secuencia de hasta
200 nucledtidos de adenosina (la llamada cola poli-A).

Los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente invencion, particularmente si
se proporcionan como ARNm, pueden estabilizarse frente a la degradacion por ARNasas por la
adicion de una llamada estructura "de bloqueo 5". Se da particular preferencia a un m7G(5")ppp
(5'(A,G(5")ppp(5")A o G(5")ppp(5')G como estructura de bloqueo 5'. Sin embargo, dicha modificacion
se introduce unicamente si una modificacion, por ejemplo una modificacion de lipidos, no se ha
introducido ya en el extremo 5' del ARN(m) de la composicion inmunoestimuladora de la invencion
o si la modificacién no interfiere con las propiedades inmunogénicas del ARN(m) (sin modificar o
quimicamente modificado).

De conformidad con otro aspecto preferido, los ARN de la composicidon activa inmunoestimuladora
de la presente invencion pueden contener, especialmente si el ARN esta en forma de ARNm, una
cola poli-A en el extremo 3', de tipicamente alrededor de 10 a 200 nucleétidos de adenosina,
preferiblemente de alrededor de 10 a 100 nucledtidos de adenosina, mas preferiblemente de
alrededor de 20 a 100 nucleoétidos de adenosina o todavia mas preferiblemente de alrededor de 40
a 80 nucledtidos de adenosina.

Segun otro aspecto preferente, los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente
invencion pueden contener, especialmente si el ARN esta en forma de ARNm, una cola poli-C en el
extremo 3', de tipicamente alrededor de 10 a 200 nucleétidos de citosina, preferiblemente alrededor
de 10 a 100 nucledtidos de citosina, mas preferiblemente de alrededor de 20 a 70 nucleétidos de
citosina o todavia mas preferiblemente de alrededor de 20 a 60 o incluso de 10 a 40 nucledtidos de
citosina.

Los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente invencion pueden estar
modificados y, por tanto, estabilizados, en especial si el ARN esta en forma de ARNm. El contenido
de G/C de las regiones codificadoras de los ARN tal como se definen en la reivindicacion 1 se
modifica.

Asi, el contenido de G/C de la regiéon codificadora de los ARN(m) de la composicion activa
inmunoestimuladora aumenta como se define en la reivindicacion 1 en comparacién con el contenido
G/C de la region codificadora de su ARN(m) de tipo silvestre particular, es decir el ARN(m) no
modificado.

La secuencia de aminoacidos no codificada de los ARN(m) preferiblemente no esta modificada en
comparacion con la secuencia de aminoacidos codificada del ARN(m) de tipo silvestre particular.

Esta modificacion de los ARN(m) de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente
invencion se basa en el hecho de que la secuencia de cualquier regién del ARN(m) a ser traducida
es importante para la traduccion eficiente de dicho ARN(m). Por tanto, es importante la composicién
y la secuencia de diversos nucledtidos. En particular, las secuencias que tienen un contenido
incrementado de G (guanosina)/C (citosina) son mas estables que las secuencias que tienen un
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contenido de A (adenosina)/U (uracilo) incrementado. De acuerdo con la invencion, los codones del
ARN(m) varian en comparacion con su ARN(m) de tipo silvestre, al mismo tiempo que retienen la
secuencia de aminoacidos traducida, de forma que incluyen una cantidad incrementada de
nucledtidos G/C. Con respecto al hecho de que varios codones codifican para uno y el mismo
aminoacido (la llamada degeneracion del cédigo genético), pueden determinarse los codones mas
favorables para la estabilidad (el llamado uso alternativo de codones).

Dependiendo del aminoacido a ser codificado por los ARN(m), existen varias posibilidades para la
modificacion de las secuencias de ARN(m) en comparacion con su secuencia de tipo silvestre. En
el caso de aminoacidos que son codificados por los codones que contienen exclusivamente
nucleétidos G o C, no es necesario la modificacion del codon. Por tanto, los codones para Pro (CCC
0 CCG), Arg (CGC o CGQG), Ala (GCC o GCG) y Gly (GGC o GGG) no requieren modificacion, ya
que no hay A o U presente.

Por el contrario, los codones que contienen nucleétidos A y/o U pueden modificarse por sustitucion
de otros codones que codifican para los mismos aminoacidos pero que no contienen A y/o U.
Ejemplos de estos son:

los codones para Pro pueden modificarse de CCU o CCA a CCC o CCG;

los codones para Arg pueden modificarse de CGU o CGA o AGA o0 AGG a CGC o CGG;

los codones para Ala pueden modificarse de GCU o GCA a GCC o GCG;

los codones para Gly pueden modificarse de GGU o GGA a GGC o GGG.

En otros casos, aunque los nucleétidos de A o U no pueden ser eliminados de los codones, es
posible disminuir el contenido de A y U empleando codones que tienen un contenido mas bajo de
nucleodtidos A y/o U. Ejemplos de éstos son:

los codones para Phe pueden modificarse de UUU a UUC;

los codones para Leu pueden modificarse de UUA, UUG, CUU o CUA a CUC o CUG;

los codones para Ser pueden modificarse de UCU o UCA o AGU a UCC, UCG o AGC;

el codon para Tyr puede modificarse de UAU a UAC;

el codon para Cys puede modificarse de UGU a UGC;

el coddn para His puede modificarse de CAU a CAC;

el coddn para Gln puede modificarse de CAA a CAG;

el cododn para lle puede modificarse de AUU o AUA a AUC;

los codones para Thr pueden modificarse de ACU o ACA a ACC o ACG;

el coddn para Asn puede modificarse de AAU a AAC;

el codon para Lys puede modificarse de AAA a AAG;

los codones para Val pueden modificarse de GUU o GUA a GUC o GUG;

el coddn para Asp puede modificarse de GAU a GAC;

el coddn para Glu puede modificarse de GAA a GAG;

el coddn de detenimiento UAA puede modificarse de UAG o UGA.

Por otro lado, en el caso de los codones para Met (AUG) y Trp (UGG), no hay posibilidad de
modificacion de secuencia.

Las sustituciones enumeradas arriba pueden usarse individualmente o en todas las combinaciones
posibles para aumentar el contenido de G/C de los ARN(m) de la composicion activa
inmunoestimuladora de la presente invencién en comparacion con su ARN(m) de tipo silvestre
particular (esto es la secuencia original). Por tanto, por ejemplo, todos los codones para Thr que
ocurren en la secuencia de tipo silvestre pueden modificarse a ACC (o ACG). Sin embargo,
preferiblemente, por ejemplo, las combinaciones de las posibilidades de sustitucion anteriores se
usan:

sustitucion de todos los codones que codifican para Thr en la secuencia original (ARN(m) tipo
silvestre) a ACC (0 ACG) y

la sustitucion de todos los codones que originalmente codifican para Ser a UCC (o UCG o AGC);

la sustitucion de todos los codones que codifican para lle en la secuencia original a AUC y

la sustitucion de todos los codones que originalmente codifican para Lys a AAG y

la sustitucion de todos los codones que originalmente codifican para Tyr a UAC;
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la sustitucion de todos los codones que codifican para Val en la secuencia original a GUC (o GUG)
y

la sustitucion de todos los codones que originalmente codifican para Glu a GAG y

la sustitucion de todos los codones que originalmente codifican para Ala a GCC (o GCG) y

la sustitucion de todos los codones que originalmente codifican para Arg a CGC (o CGG);

la sustitucién de todos los codones que codifican para Val en la secuencia original a GUC (o GUG)
y

la sustitucion de todos los codones que originalmente codifican para Glu a GAG y

la sustitucién de todos los codones que originalmente codifican para Ala a GCC (o GCG) y

la sustitucion de todos los codones que originalmente codifican para Gly a GGC (o GGG) y

la sustitucion de todos los codones que originalmente codifican para Asn a AAC;

la sustitucion de todos los codones que codifican para Val en la secuencia original a GUC (o GUG)
y

la sustitucion de todos los codones que originalmente codifican para Phe a UUC y

la sustitucion de todos los codones que originalmente codifican para Cys a UGC y

la sustitucién de todos los codones que originalmente codifican para Leu a CUG (o CUC) y

la sustitucion de todos los codones que originalmente codifican para Gln a CAG y

la sustitucién de todos los codones que originalmente codifican para Pro a CCC (o CCG); etc.

Preferiblemente, el contenido de G/C de la regién codificadora de los ARN(m) de la composicion
activa inmunoestimuladora de la presente invencién se incrementa en al menos un 7%, muy
preferiblemente en al menos un 15%, particularmente preferible en al menos un 20%, en
comparacion con el contenido de G/C de la region codificada del ARN(m) de tipo silvestre que
codifica para un antigeno, una proteina antigénica o un péptido antigénico como se define aqui o un
fragmento o variante del mismo. De acuerdo con una realizacion especifica, al menos un 5%, 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, mas preferiblemente al menos un 70%, aun mas preferiblemente al
menos un 80% y todavia mas preferiblemente al menos un 90%, 95% o incluso un 100% de los
codones sustituibles en la region que codifica para un antigeno, proteina antigénica o péptido
antigénico como se define aqui o un fragmento o variante o toda la secuencia del ARN(m) de tipo
silvestre son sustituidos, incrementando asi el contenido de G/C de dicha secuencia.

En este contexto, es particularmente preferible incrementar el contenido de G/C de los ARN(m) de
la composicion activa inmunoestimuladora de la presente invencion al maximo (es decir al 100% de
los codones sustituibles), en particular en la regiéon que codifica para una proteina, en comparacion
con la secuencia de tipo silvestre.

Otra modificacion preferida de los ARN(m) de la composicidon activa inmunoestimuladora de la
presente invencion se basa en el hecho de que la eficiencia de traduccion también es determinada
por una frecuencia diferente en la ocurrencia de tARN en las células. Por tanto, si los llamados
"codones raros" estan presentes en los ARN(m) de la composicion activa inmunoestimuladora de la
presente invencion en un grado incrementado, la secuencia de los ARN(m) modificada
correspondiente se traducen en un grado significativamente mas pobre que si estan presentes los
codones que codifican para los ARNt "frecuentes".

En los ARN(m) modificados de la composicién activa inmunoestimuladora de la presente invencion,
la region que codifica para la proteina (adyuvante) esta modificada en comparacién con la region
correspondiente del ARN(m) de tipo silvestre, de forma que al menos un codon de la secuencia de
tipo silvestre que codifica para un ARNt que es relativamente raro en la célula es intercambiado por
un coddn que codifica para un ARNt que es relativamente frecuente en la célula y porta el mismo
aminoacido que el ARNt relativamente raro. Mediante esta modificacién, las secuencias de los
ARN(m) de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente invencion se modifica de forma
que se insertan los codones para los que estan disponibles los ARNt que ocurren frecuentemente.
En otras palabras, mediante esta modificacién todos los codones de la secuencia de tipo silvestre
que codifican para un ARNt que es relativamente raro en la célula pueden en cada caso
intercambiarse por un codon que codifica para un ARNt que es relativamente frecuente en la célula
y que, en cada caso, porta el mismo aminoacido que el ARNt relativamente raro.
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Los expertos en la técnica conocen qué ARNt ocurren con relativa frecuencia en la célula y cuales,
en contraste, ocurren relativamente rara vez; véase por ejemplo, Akashi, Curr. Opin. Genet. Dev.
2001, 11 (6): 660-666. Son especialmente preferentes los codones que se usan para el aminoacido
particular del ARNt que ocurre con mas frecuencia y, por ejemplo, el codén Gly, que usa el ARNt
que ocurre mas frecuentemente en la célula (humana). Es particularmente preferible enlazar el
contenido G/C secuencial que es incrementado, en particular maximizado, en los ARN(m)
modificados de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente invencion con los codones
"frecuentes" sin modificar la secuencia de aminoacidos de la proteina que codifica para la regién
codificadora del ARN(m). Este aspecto preferido permite proporcionar ARN(m) estabilizados
(modificados) eficientemente traducidos a la composicién activa inmunoestimuladora de la presente
invencion.

La determinacion de un ARN(m) modificado de la composiciéon activa inmunoestimuladora de la
presente invencion como se describe anteriormente (contenido de G/C incrementado; intercambio
de ARNt) puede llevarse a cabo empleando el programa de ordenador que se explica en WO
02/098443. Empleando este programa de ordenador, la secuencia de nucleétidos de cualquier
ARN(m) deseado puede modificarse con ayuda del cddigo genético o la naturaleza degenerativa del
mismo de forma que resulta un contenido de G/C maximo, en combinacion con el uso de codones
que codifican para ARNt que ocurren tan frecuentemente como sea posible en la célula, la secuencia
de aminoacidos codificada por el al menos un ARN(m) modificado preferiblemente no esta
modificada en comparacién con la secuencia no modificada. Alternativamente, también es posible
modificar unicamente el contenido de G/C o solamente el codon de uso en la secuencia original. El
codigo fuente en Visual Basic 6.0 (entorno de desarrollo usado: Microsoft Visual Studio Enterprise
6.0 con Servicepack 3) también se describe en la WO 02/098443.

En otro aspecto preferente, el contenido de A/U en el entorno del sitio de unién ribosémico de los
ARN(m) de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente invencion se incrementa en
comparacion con el contenido de A/U en el entorno del sitio de unién ribosémico de su ARN(m) de
tipo silvestre particular. Esta modificacion (un contenido de A/U incrementado alrededor del sitio de
unioén ribosémico) aumenta la eficiencia de la union ribosémica del al menos un ARN(m). Una union
efectiva de los ribosomas al sitio de unién ribosémico (secuencia Kozak: GCCGCCACCAUGG (SEQ
ID NO: 27), el AUG forma el coddn de inicio) a su vez tiene el efecto de una traduccion eficiente del
al menos un ARN(m).

De acuerdo con otro aspecto, los ARN(m) de la composicion activa inmunoestimuladora de la
presente invencidon pueden modificarse con respecto a elementos de secuencia potencialmente
desestabilizadores. En particular, la region codificadora y/o la region no traducida 5' y/o 3' de este al
menos un ARN(m) puede modificarse en comparacion con el ARN(m) de tipo silvestre particular, de
forma que no contenga elementos de secuencia desestabilizadores, la secuencia de aminoacidos
codificada del al menos un ARN(m) modificado preferiblemente sin modificarse en comparacion con
su ARN(m) de tipo silvestre particular. Se sabe que, por ejemplo en las secuencias de ARN
eucaridticos existen elementos de secuencia desestabilizadores (DSE) a los cuales se unen las
proteinas sefal y que regulan la degradacion enzimatica el ARN in vivo. Para una mayor
estabilizacion de los ARN(m) modificados, opcionalmente en la regién que codifica para un antigeno,
una proteina antigénica o péptido antigénico como se define aqui, puede llevarse a cabo una o mas
modificaciones en comparacion con la region correspondiente del ARN(m) de tipo silvestre, para
que ningun otro elemento de secuencia desestabilizador pueda encontrarse ahi. El DSE presente
en las regiones sin traducir (3'- y/o 5-UTR) también puede eliminarse de los ARN(m) de la
composicion activa inmunoestimuladora de la presente invencion mediante dichas modificaciones.

Dichas secuencias desestabilizadoras son, por ejemplo, secuencias ricas en AU (AURES), que
ocurren en las secciones 3'-UTR de los numerosos ARN inestables (Caput et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1986, 83: 1670 a 1674). Por tanto, los ARN(m) de la composicion activa
inmunoestimuladora de la presente invencion preferiblemente estan modificados en comparacion
con el ARN(m) de tipo silvestre, de forma que los ARN(m) no contienen dichas secuencias
desestabilizadoras. Esto también se aplica a aquellos motivos de secuencia que son reconocidos
como posibles endonucleasas, por ejemplo la secuencia GAACAAG, que esta contenida en el
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segmento 3'-UTR del gen que codifica para el receptor de la transferina (Binder et al., EMBO J.
1994, 13: 1969 a 1980). Estos motivos de secuencia preferiblemente se eliminan en los ARN(m) de
la composicion activa inmunoestimuladora de la presente invencion. Los ARN(m) de la composicion
activa inmunoestimuladora de la presente invencién pueden tener, en una forma modificada, al
menos una IRES como se define arriba y/o al menos una secuencia estabilizadora 5' y/o 3', por
ejemplo para aumentar la union de ribosomas o permitir la expresion de diferentes antigenos
codificadores localizados en al menos un ARN bi- o incluso multicistrénico de la composicion activa
inmunoestimuladora de la presente invencion. Preferentemente, los ARN(m) de la composicion
activa inmunoestimuladora de la presente invencion tienen ademas al menos una secuencia
estabilizadora 5' y/o 3'. Estas secuencias estabilizadoras en las regiones no traducidas 5' y/o 3'
tienen el efecto de aumentar la vida media de los ARN(m) en el citosol. Estas secuencias
estabilizadoras pueden tener una homologia de secuencia del 100% con las secuencias que ocurren
naturalmente en virus, bacterias y eucariontes, pero también pueden ser parcial o completamente
sintéticas. Las secuencias no traducidas (UTR) del gen globina, por ejemplo de Homo sapiens o
Xenopus laevis, pueden mencionarse como ejemplos de secuencias estabilizadoras que pueden
usarse en la presente invencion para un ARN estabilizado. Otro ejemplo de secuencia estabilizadora
tiene la formula general (C/U)CCANXxCCC(U/A)PyxUC(C/U)CC (SEQ ID NO: 28), que esta contenida
en el 3'UTR del ARN muy estable que codifica para la globina, colageno (I), 15-lipoxigenasa o
tirosinahidroxilasa (véase Holcik et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997, 94: 2410 a 2414). Dichas
secuencias estabilizadoras pueden usarse individualmente o en combinacion entre si y también en
combinacién con otras secuencias estabilizadoras conocidas por los expertos en la técnica. Por
tanto, los ARN(m) de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente invencion
preferiblemente estan presentes como ARN estabilizados con globina en UTR (regiones no
traducidas), en particular como ARN estabilizado con globina en UTR.

En cualquier caso, las sustituciones, adiciones o eliminaciones de las bases se llevan a cabo
preferiblemente con los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente invencion
empleando una matriz de ADN para la preparacion de los ARN de la composicién activa
inmunoestimuladora de la presente invencién mediante técnicas bien conocidas de mutagénesis
dirigida a sitio o mediante estrategias de union de oligonucledtidos (véase por ejemplo Maniatis et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbo Laboratory Press, 32 ed., Cold
Spring Harbor, NY, 2001). En dicho proceso para preparar los ARN(m), una molécula de ADN
correspondiente puede transcribirse in vitro. Esta matriz de ADN preferiblemente comprende un
promotor adecuado, por ejemplo un promotor T7 o SP6, para la transcripcion in vitro, que es seguida
de la secuencia de nucledtidos deseada para los ARN a preparar y una sefial de parada para la
transcripcion in vitro. La molécula de ADN que forma la matriz de un ARN de interés puede
prepararse por proliferacion fermentativa y aislamiento subsecuente como parte de un plasmido que
puede replicarse en bacterias. Plasmidos que pueden mencionarse como adecuados para la
presente invencion son por ejemplo los plasmidos pT7Ts (numero de acceso GenBank U26404; Lai
et al., Development 1995, 121: 2349 a 2360), pGEM® series, por ejemplo pGEM®-1 (nimero de
acceso GenBank X65300; de Promega) y pSP64 (numero de acceso GenBank X65327); véase
ademas Mezei y Starts, Purification of PCR Products, en: Griffin y Griffin (ed.), PCR Technology:
Current Innovation, CRC Press, Boca Raton, FL, 2001.

La estabilizacion de los ARN de la composicidn activa inmunoestimuladora de la presente invencion
puede llevarse a cabo mediante asociacién o complejacién de los ARN con o uniéndolo a un
compuesto catidnico, en particular un compuesto policationico, por ejemplo un péptido (poli)cationico
o proteina. En particular, el uso de protamina, nucleolina, espermina o espermidina como proteina
de unién a acido nucleico policationica al ARN es particularmente efectivo. Ademas, el uso de otros
péptidos o proteinas catidnicas, tal como poli-L-lisina o histonas, también es posible. Este
procedimiento para estabilizar el ARN se describe en la EP-A-1083232. Otras sustancias cationicas
adicionales preferidas que pueden usarse para estabilizar el ARN de la composicion activa
inmunoestimuladora de la presente invencién incluyen polisacaridos catidénicos, por ejemplo
quitosano, polibreno, polietilenimina (PEI) o poli-L-lisina (PLL), etc. La asociacion o complejacion del
ARN de la composicion activa inmunoestimuladora de la invencién con compuestos catidnicos, por
ejemplo proteinas cationicas o lipidos catidnicos, por ejemplo oligofectamina como reactivo de
complejacion basado en lipidos, preferiblemente aumenta la transferencia de los ARN presentes
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como un componente farmacéuticamente activo en las células que seran tratadas o en el organismo
a ser tratado. También se refiere a la descripcidon aqui con respecto al efecto de estabilizacion del
ARN de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente invencién por complejacién, que
también mantiene la estabilizacion del ARN.

De acuerdo con otro aspecto particularmente preferido, los ARN de la composiciéon activa
inmunoestimuladora pueden adicional o alternativamente codificar para un péptido sefial secretor.
Dichos péptidos sefal son secuencias que tipicamente tienen una longitud de alrededor de 15 a 30
aminoacidos y se localizan preferiblemente en el N-terminal del péptido codificado, sin limitarse al
mismo. Los péptidos sefal aqui definidos preferiblemente permiten el transporte del antigeno,
proteina antigénica o péptido antigénico como es codificado por los ARN de la composicion activa
inmunoestimuladora a un compartimento celular definido, preferiblemente la superficie celular, el
reticulo endoplasmico (ER) o el compartimento endosomal-lisosomal. Ejemplos de secuencias de
péptidos sefal secretores como se definen aqui incluyen, pero no se limitan a, secuencias sefial de
moléculas MHC clasicas o no clasicas (por ejemplo secuencias sefial de moléculas MHC | y II, por
ejemplo de la molécula clase | MHC HLA-A*0201), secuencias sefal de citosinas o inmunoglobulinas
como se definen aqui, secuencias sefal de la cadena invariante de inmunoglobulinas o anticuerpos
como se definen aqui, secuencias sefial de Lamp1, Tapasin, Erp57, Calreticulina, Calnexina y otras
proteinas relacionadas con la membrana o de otras proteinas asociadas al reticulo endoplasmico
(ER) o al compartimento endosomal-lisosomal. Con particular preferencia, pueden usarse aqui las
secuencias sefal de la molécula clase | MHC HLA-A*0201. Cualquiera de las modificaciones
anteriores puede aplicarse a los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora de la presente
invencion y ademas a cualquier ARN(m) como se usa en el contexto de la presente invencion y, si
fuera adecuado o necesario, puede mezclarse con cualquier otro en cualquier combinacién, siempre
y cuando estas combinaciones de las modificaciones no interfieran entre si con los ARN respectivos.
El experto en la técnica sera capaz de elegir de forma apropiada.

De acuerdo con otra realizacion, la composicidon activa inmunoestimuladora segun la invencién
puede comprender un adyuvante. En este contexto, un adyuvante puede entenderse como cualquier
compuesto adecuado para apoyar la administracién y el suministro de la composicién activa
inmunoestimuladora de conformidad con la invencion. Ademas, dicho adyuvante puede, sin unirse,
iniciar o aumentar una respuesta inmune del sistema inmune innato, esto es una respuesta inmune
no especifica. En otras palabras, cuando se administra, la composicién activa inmunoestimuladora
segun la invencion tipicamente inicia una respuesta inmune adaptativa debido a los al menos cinco
antigenos codificados por los al menos cinco ARN contenidos en la composicion activa
inmunoestimuladora inventiva.

Adicionalmente, la composicion activa inmunoestimuladora segun la invencion puede generar una
respuesta inmune innata (de respaldo) debido a la adicién de un adyuvante como se define aqui
para la composicion activa inmunoestimuladora de la invencién. Dicho adyuvante puede
seleccionarse de cualquier adyuvante conocido por el experto en la técnica y adecuado para el
presente caso, esto es apoyando la induccién de una respuesta inmune en un mamifero.

Preferiblemente, el adyuvante se selecciona del grupo que consiste en, sin limitarse a, TDM, MDP,
dipéptido muramilo, plurénicos, solucion alum, hidréxido de aluminio, ADJUMER™ (polifosfaceno);
gel de fosfato de aluminio; glucanos de algas; algamulina; gel de hidréxido de aluminio (alum); gel
de hidroxido de aluminio altamente adsorbente de proteina; gel de hidréxido de aluminio de baja
viscosidad; AF o SPT (emulsion de esqualeno (5%), Tween 80 (0,2%), Pluronics L121 (1,25%),
solucion salina regulada con fosfato, pH 7,4); AVRIDINE™ (propanodiamina); BAY R1005™
((hidroacetato de N-(2-desoxi-2-L-leucilamino-b-D-glucopiranosil)-N-octadecildodecanoil-amida);
CALCITRIOL™ (1-alfa-25-dihidroxivitamina D3); gel de fosfato de calcio; CAPTM (nanoparticulas
de fosfato de calcio); holotoxina de célera, proteina de fusién de colera-toxina-A1-proteina-A-D-
fragmento, subunidad B de toxina de colera; CRL 1005 (copolimero de bloqueo P1205); liposomas
que contienen citocina; DDA (bromuro de dimetildioctadecilamonio); DHEA (dehidroespiroesterona);
DMPC (dimiristoilfosfatidilcolina); DMPG (dimiristoilfosfatidilglicerol); complejo DOC/alum (sal de
sodio de acido desoxicolico); adyuvante completo de Freund; adyuvante incompleto de Freund;
gamma-inulina; adyuvante de Gerbu (mezcla de: i) N-acetilglucosaminil-(P1-4)-N- acetilmuramil-L-
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alanil-D-glutamina (GMDP), ii) cloruro de dimetildioctadecilamonio (DDA), iii) complejo de sal de
zinc-L-prolina (ZnPro-8); GM-CSF); GMDP (N-acetilglucosaminil-(b1-4)-N-acetilmuramil-L-alanil-D-
isoglutamina); imiquimod (1-2-metipropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina); ImmTher™
(dipalmitato de N-acetilglucosaminil-N-acetilmuramil-L-Ala-D-isoGlu-L-Ala-glicerol); DRV
(inmunoliposomas preparados por deshidratacion-rehidratacion de vesiculas); interferon-gamma;
interleucina-1-beta; interleucina-2; interleucina-7; interleucina-12; ISCOMS™:; |[SCOPREP 7.0.3.™;
liposomas; LOXORIBINE™ (7-alil-8-oxoguanosina); adyuvante oral LT (Ecoli labil enterotoxina-
protoxina); microesferas y microparticulas de cualquier composicion; MF59™; (emulsiéon escualeno-
agua); MONTANIDE ISA 51™ (adyuvante de Freund incompleto purificado); MONTANIDE ISA
720™ (adyuvante de aceite metabolizable); MPL™ (3-Q-desacil-4'-monofosforil lipido A); liposomas
MTP-PE y MTP-PE ((N-acetil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanin-2-(sal monosdédica de 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-(hidroxifosforiloxi))etilamida); MURAMETIDE™ (Nac-Mur-L-Ala-D-GIn-OCHa);
MURAPALMITINE™ y D-MURAPALMITINE™ (Nac-Mur-L-Thr-D-isoGIn-sn-gliceroldipalmitoilo);
NAGO (neuraminidasa-galactosa oxidasa); nanoesferas o nanoparticulas de cualquier composicion;
NISV (vesiculas surfactantes no iénicas); PLEURAN™ (B-glucano); PLGA, PGA y PLA (homo-y co-
polimero de acido lactico y acido glicdlico; microesferas/nanoesferas); PLURONIC L121™; PMMA
(metacrilato de polimetilo); PORDDS™ (microesferas proteinoides); derivados de carbamato de
polietileno; poli-rA: poli-rU (complejo de acido poliadenilico-acido poliuridilico); polisorbato 80
(Tween 80); cocleatos de proteina (Avanti Porlar Lipids, Inc., Alabaster, AL); STIMULON™ (QS-21);
Quil-A (Quil-A saporin); S-28463 (4-amino-otec-dimetil-2-etoximetil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-
etanol); SAF-1™ ("Formulacion de adyuvante Syntex"); proteoliposomas Sendai y matrices de
lipidos que contienen Sendai; Span-85 (trioleato de sorbitano); Specol (emulsiéon de Marcol 52, Span
85 y Tween 85); escualeno o Robane® (2,6,10,15,19,23-hexametiltetracosan y 2,6,10,15,19,23-
hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexano); esteariltirosina (clorhidrato de octadeciltirosina);
Theramid® (N-acetilglucosaminil-N-acetiimuramil-L-Ala-D-isoGlu-L-Ala-dipalmitoxipropilamida);
Teronil-MDP (Termurtide™ o [thr | -MDP; N-acetilmuramil-L-treonil-D-isoglutamina); particulas Ty
(Ty-VLPs o particulas de tipo virus); liposomas Walter-Reed (liposomas que contienen lipidos A
adsorbidos en hidroxido de aluminio) y lipopéptidos, incluyendo Pam3Cys, en particular sales de
aluminio, tales como Adju-phos, Alhydrogel, Rehydragel; emulsiones, incluyendo CFA, SAF, IFA,
MF59, Provax, TiterMax, Montanide, Vaxfectin; copolimeros que incluyen Optivax (CRL1005), LI 21,
Poloaxmer4010), etc.; liposomas, incluyendo Stealth, cocleatos, incluyendo BIORAL; adyuvantes
derivados de plantas, incluyendo QS21, Quil A, Iscomatrix, ISCOM; adyuvantes adecuados para la
coestimulacion que incluyen Tomatino, biopolimeros, incluyendo PLG, PMM, Inulina; adyuvantes
derivados de microbios, incluyendo Romurtide, DETOX, MPL, CWS, Manosa, secuencias de acido
nucleico CpG, CpG7909, ligandos de TLR 1 -10 humano, ligandos de murina TLR 1 -13, ISS-1018,
IC31, imidazoquinolinas, Ampligen, Ribi529, IMOxine, IRIV, VLP, toxina de cdlera, toxina termo-labil,
Pam3Cys, Flagelina, ancla de GPI, LNFPIll/Lewis X, péptidos antimicrobianos, UC-1V150, proteina
de fusion RSV, cdiGMP; y adyuvantes adecuados como antagonistas que incluyen neuropéptidos
CGRP.

También pueden seleccionarse adyuvantes adecuados de compuestos catidnicos o policationicos
donde el adyuvante se prepara preferiblemente después de la complejacion de los ARN de la
composicion activa inventiva inmmunoestimuladora con el compuesto catiénico o policationico. La
asociacion o complejacion del ARN de la composicion activa inmunoestimuladora con compuestos
catidnicos o policationicos como se definen aqui preferiblemente provee de propiedades adyuvantes
y confiere un efecto estabilizador a los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora. Son
particularmente preferentes los compuestos catidénicos o policatiénicos que se seleccionan de
péptidos o proteinas catidénicos o policatidbnicos que incluyen protamina, nucleolina, espermina o
espermidina u otros péptidos o proteinas cationicos, tales como poli-L-lisina (PLL), poli-arginina,
polipéptidos basicos, péptidos penetradores de células (CPP), incluyendo péptidos de unién a VIH,
Tat, VIH-1 Tat (VIH), péptidos derivados de Tat, Penetratina, péptidos VP22 derivados o analogos,
HSV VP22 (Herpes simple), MAP, KALA o dominios de transduccion de proteina (PTD, PpT620,
péptidos ricos en prolina, péptidos ricos en arginina, péptidos ricos en lisina, MPG-peptids, Pep-1,
L-oligébmeros, péptido(s) de calcitonina, péptidos derivados de Antenapedia (particularmente de
Drosophila antennapedia), pAntp, plsl, FGF, Lactoferrina, Transportano, Buforin-2, Bac715-24,
SynB, SynB(1), pVEC, péptidos derivados de hCT, SAP, protamina, espermina, espermidina o
histonas. Otros compuestos catidénicos o policatidnicos preferidos pueden incluir polisacaridos
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catiénicos, por ejemplo quitosano, polibreno, polimeros catidnicos, por ejemplo polietilenimina (PEI),
lipidos cationicos, por ejemplo DOTMA: cloruro de [1 -(2,3-sioleiloxi)propil)]-N,N,N-trimetilamonio,
DMRIE, di-C14-amidina, DOTIM, SAINT, DC-Choi, BGTC, CTAP, DOPC, DODAP, DOPE: Dioleil
fosfatidiletanolamina, DOSPA, DODAB, DOIC, DMEPC, DOGS: Dioctadecilamidoglicilspermina,
DIMRI: Bromuro de dimiristooxipropil-dimetil-hidroxietil-amonio, DOTAP: dioleoiloxi-3-
(trimetilamonio)-propano, DC-6-14: cloruro de 0,O-ditetradecanoil-N-(a-
trimetilamonioacetil)dietanolamina, CLIPI: cloruro de rac-[(2,3-dioctadeciloxipropil)-(2-hidroxietil)]-
dimetilamonio, CLIP6: rac-[2(2,3-dihexadeciloxipropil-oximetiloxi)etilltrimetilamonio, CLIP9: rac-
[2(2,3-dihexadeciloxipropil-oxisucciniloxijetil-trimetilamonio, oligofectamina, o polimeros catiénicos o
policatidnicos, por ejemplo poliaminoacidos modificados, tal como polimeros de B-aminoacidos o
poliamidas inversas, polietilenos modificados, como PVP (bromuro de poli(N-etil-4-vinilpiridinio)),
acrilatos modificados como pDMAEMA (metilacrilato de polidimetilaminoetilo)), amidoaminas
modificadas como pAMAM (poli(amidoamina)), polibetaaminoéster (PBAE) modificado, como
polimeros de diamina con extremo modificado con 1,4-butanodiol diacrilato-co-5-amino-1-pentanal,
dendrimeros como dendrimeros de polipropilamina o dendrimeros a base de pAMAM, poliimina(s),
como PEI: poli(etilenimina), poli(propilenimina), polialilamina, polimeros a base de estructuras de
azucar, tales como polimeros a base de ciclodextrina, polimeros a base de dextrano, quitosano,
polimeros a base de estructuras silano, como copolimeros de PMOXA-PDMS, polimeros en bloque
que consisten en una combinacion de uno o mas bloques catidnicos (por ejemplo seleccionados de
un polimero catidnico como los que se mencionan arriba) y uno o mas bloques hidréfilos o hidréfobos
(por ejemplo polietilenglicol).

De forma adicional, las proteinas o péptidos catidnicos o policationicos preferidos que pueden
usarse como adyuvante por complejacién con los ARN de la composicidn activa inmunoestimuladora
puede seleccionarse de las siguientes proteinas o péptidos que tienen la siguiente formula general
(D: (Arg);(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x, en la que | + m + n +o + x = 815, y I, m, n u o,
independientemente entre si, pueden ser un numero seleccionadode 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 o 15, siempre y cuando el contenido total de Arg, Lys, His y Orn represente al menos
un 50% de todos los aminoacidos del oligopéptido; y Xaa puede ser cualquier aminoacido
seleccionado de aminoacidos nativos (= que ocurren naturalmente) o no nativos excepto Arg, Lys,
His u Orn; y x puede ser cualquier numero seleccionado de 0, 1, 2, 3 o 4, siempre y cuando el
contenido total de Xaa no exceda el 50% de todos los aminoacidos del oligopéptido. Oligoargininas
particularmente preferidas en este contexto son por ejemplo Argz, Args, Arge, Argz, H3sR9, RoHs,
H3R9H3, YSSReSSY, (RKH)s, Y(RKH)2R. Adyuvantes adecuados pueden seleccionarse también de
acidos nucleicos que tienen la férmula (I1): GXmGn, en la que: G es guanosina, uracilo o un analogo
de guanosina o uracilo; X es guanosina, uracilo, adenosina, timidina, citosina o un analogo de los
nucledtidos antes mencionados; | es un entero de 1 a 40, en el que cuando | =1 G es guanosina o
un andlogo de la misma, cuando | > 1 al menos el 50% de los nucleétidos son guanosina o un
analogo de la misma; m es un entero y es al menos 3; donde cuando m = 3 X es uracilo o un analogo
del mismo, cuando m > 3 existen al menos 3 uracilos sucesivos o analogos de uracilo; n es un entero
de 1 a 40, donde n = 1 G guanosina o un analogo de la misma, cuando n > 1 al menos el 50% de
los nucledtidos son guanosina o analogos de la misma.

Otros adyuvantes adecuados pueden seleccionarse también de acidos nucleicos que tienen la
férmula (111): CXmChn, donde: C es citosina, uracilo o un analogo de citosina o uracilo; X es guanosina,
uracilo, adenosina, timidina, citosina o un analogo de los nucleétidos mencionados; | es un entero
de 1 a 40, donde cuando | = 1 C es citosina o un analogo de la misma, cuando | > 1 al menos el
50% de los nucledtidos son citosina o un analogo de la misma; m es un entero y es al menos 3;
donde cuando m = 3 X es uracilo o un analogo del mismo, cuando m > 3 existen al menos 3 uracilos
sucesivos o analogos de uracilo; n es un entero de 1 a 40, donde cuando n = 1 C es citosina o un
analogo de la misma, cuando n > 1 al menos el 50% de los nucledtidos son citosina o un analogo
de la misma.

De conformidad con una realizaciéon preferida, la presente invencién puede también proporcionar
una vacuna que contiene la composicion activa inmunoestimuladora de acuerdo con la invencion.
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La vacuna inventiva puede contener adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable y/u
otras sustancias auxiliares y aditivos y/o adyuvantes. Los antigenos codificados por los ARN de la
composicion activa inmunoestimuladora contenidos en la vacuna de la invencion son como se indica
en la reivindicacion 1. Los antigenos de proteina son NY-ESO1 [nimero de acceso NM_001327],
survivina [numero de acceso AF077350], 5T4 [nimero de acceso NM_006670], MAGE-C1 y MAGE-
C2 como se definen aqui. Los antigenos del siguiente subgrupo comprenden MAGE-A2 y MAGE-
A3, como se define aqui o también se describen hTERT [numero de acceso NM_198253] y WT1
[nimero de acceso NM_000378]. La vacuna de la invencién tipicamente comprende una cantidad
segura y efectiva de los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora como se define arriba
que codifican al menos cinco antigenos como se definen arriba. También se describen aqui vacunas
que comprenden ARN que codifican al menos seis antigenos como se definen aqui, en cualquiera
de las combinaciones indicadas. Tal como se usa aqui, "cantidad segura y efectiva" significa una
cantidad de los ARN de la composicion activa inmunoestimuladora en la vacuna como se define
arriba que es suficiente para inducir significativamente una modificacion positiva del cancer
pulmonar de células no pequefias (NSCLC) a ftratar, mas preferiblemente de condiciones
relacionadas con los tres subtipos principales de cancer pulmonar no de células pequefias (NSCLC)
incluyendo, pero no limitados a, carcinoma pulmonar de células escamosas, adenocarcinoma y
carcinoma pulmonar de células grandes. Sin embargo, al mismo tiempo, una "cantidad segura y
efectiva" es lo suficientemente pequena para evitar efectos secundarios serios, es decir permite una
relacion sensible entre ventajas y riesgos. La determinacién de estos limites tipicamente yace dentro
del alcance del juicio médico sensible. En relacion con la vacuna de la invencién, la expresion
"cantidad segura y efectiva " preferiblemente significa una cantidad del ARN (y por tanto de los al
menos cinco antigenos codificados) que es adecuada para estimular el sistema inmune adaptativo
de manera que no se obtengan reacciones inmunes excesivas o dafiinas, sino que, preferiblemente,
también dichas reacciones no inmunes estén a un nivel medible. Tal "cantidad segura y efectiva" de
los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora en la vacuna como se define arriba puede
seleccionarse también dependiendo del tipo de ARN, por ejemplo monocistronico, bi- o incluso
multicistronico, ya que un ARN bi- o incluso multicistronico puede conducir a una expresién
significativamente mayor de los antigenos codificados que el uso de una cantidad igual de un ARN
monocistronico. Una "cantidad segura y efectiva" de los ARN de la composicion activa
inmunoestimuladora como se define arriba que esta contenida en la vacuna de la invencién también
variara en relacion con la condicion particular a tratar y también con la edad y la condicion fisica del
paciente, la severidad de la condicién, la duracion del tratamiento, la naturaleza de la terapia
acompafiante, del vehiculo farmacéuticamente aceptable particular empleado y factores similares
dentro del conocimiento y experiencia del doctor. La vacuna segun la invencién puede usarse de
acuerdo con la invencion para humanos y también con propdsitos médicos veterinarios, como una
composicion farmacéutica o como una vacuna.

La vacuna segun la invencion tipicamente contiene un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La
expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable” como se usa aqui preferiblemente incluye la
base liquida o no liquida de la vacuna de la invencién. Si la vacuna de la invencion se provee en
forma de liquido, el vehiculo tipicamente sera agua libre de pirdgenos; soluciones salinas isoténicas
o tamponadas (acuosas), por ejemplo soluciones tampon fosfato, citrato, etc. En particular para la
inyeccion de la vacuna de la invencion, puede usarse agua o preferiblemente un tampoén, muy
preferiblemente un tampdn acuoso que contiene una sal de sodio, preferiblemente al menos 50 mM
de una sal sddica, una sal de calcio, preferiblemente al menos 0,01 mM de una sal de calcio, y
opcionalmente una sal de potasio, preferiblemente al menos 3 mM de una sal de potasio. De acuerdo
con un aspecto preferido, las sales de sodio, calcio y opcionalmente potasio pueden estar presentes
en forma de sus haluros, por ejemplo cloruro, yoduro o bromuro, en forma de sus hidréxidos,
carbonatos, bicarbonatos o sulfatos, etc. Sin ser limitativos, ejemplos de sales de sodio son NaCl,
Nal, NaBr, Na2CO3, NaHCO3, Na2S04, ejemplos de sales de potasio opcionales incluyen por ejemplo
KCI, Kl, KBr, K2CO3, KHCOs3, K2SO4 y ejemplos de sales de calcio incluyen CaClz, Calz, CaBry,
CaCOs, CaS04, Ca(OH)2. Ademas, en el tampodn puede estar presentes aniones organicos de los
cationes mencionados. De conformidad con un aspecto mas preferente, el tampoén adecuado para
propositos de inyeccion como se define arriba puede contener sales seleccionadas de cloruro de
sodio (NaCl), cloruro de calcio (CaClz) y opcionalmente cloruro de potasio (KCI), donde pueden
estar presentes otros aniones ademas de cloruros. El CaClz. también puede reemplazarse por otra
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sal tipo KCI. Tipicamente, las sales en el tampon de inyeccion estan presentes en una concentracion
de al menos 50 mM de cloruro de sodio (NaCl), al menos 3 mM de cloruro de potasio (KCI) y al
menos 0,01 mM cloruro de calcio (CaClz). El tampdn de inyeccion puede ser hiperténico, isotdnico
o hipoténico en relacion al medio de referencia especifico, es decir el tampdn puede tener un
contenido de sal mas elevado, idéntico o mas bajo en relacion al medio de referencia especifico,
donde preferiblemente puede emplearse las concentraciones de las sales antes mencionadas que
no provocan dafo celular debido a smosis u otros efectos de la concentracion. Medios de referencia
son por ejemplo medios de uso ‘in vivo' liquidos como sangre, linfa, liquidos citosdlicos u otros
liquidos corporales, o por ejemplo liquidos que pueden usarse como medios de referencia en
meétodos in vitro, como tampones o liquidos. Dichos tampones o liquidos comunes son conocidos
de los expertos en la técnica. La solucion Ringer-Lactato es particularmente preferida como base
liquida.

Sin embargo, también pueden usarse una o mas cargas solidas o liquidas o diluyentes o compuestos
encapsuladores compatibles adecuados para la administracion a una persona. El término
"compatible” como se usa aqui significa que los constituyentes de la vacuna de la invencion son
capaces de mezclarse con los ARN de la composicién activa inmunoestimuladora, que codifica para
al menos cinco antigenos como se define arriba, de manera que no se produce una interaccion que
reduzca sustancialmente la efectividad farmacéutica de la vacuna de la invencion bajo las
condiciones de uso tipicas. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables, las cargas y diluyentes
deben, por supuesto, tener una pureza lo suficientemente alta y una toxicidad lo suficientemente
baja para ser adecuados para la administracion a una persona a tratar. Ejemplos de compuestos
que pueden usarse como vehiculos farmacéuticamente aceptables, cargas o constituyentes de los
mismos son azucares, por ejemplo lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, por ejemplo almidon de
maiz o almidén de patata; celulosa y sus derivados, por ejemplo carboximetilcelulosa de sodio,
etilcelulosa acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; sebo; glidantes sdélidos, por
ejemplo acido estearico, estearato de magnesio; sulfato de calcio; aceites vegetales, por ejemplo
aceite de cacahuete, aceite de semilla de algododn, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz
y aceite de teobroma; polioles, por ejemplo polipropilenglicol, glicerol, sorbitol, manitol y
polietilenglicol; acido alginico.

La seleccion del vehiculo farmacéuticamente aceptable se determina en principio por la manera en
la que se administra la vacuna de la invencién. La vacuna de la invencién puede administrarse, por
ejemplo, sistémica o localmente. Las vias de la administracion sistémica en general incluyen, por
ejemplo, las vias transdérmica, oral, parenteral, incluyendo inyecciones subcutaneas, intravenosas,
intramusculares, intraarteriales, intradérmicas e intraperitoneales, y/o vias de administracion
intranasal. En general, las vias para la administracién local incluyen, por ejemplo, vias de
administracion tépica y también inyeccion intradérmica, transdérmica, subcutanea o intramuscular
o intralesional, intracraneal, intrapulmonar, intracardial y sublingual. Mas preferiblemente, las
vacunas pueden administrarse via intradérmica, subcutdnea o intramuscular. Por tanto, las
composiciones/vacunas preferiblemente se formulan en forma liquida o sélida. La cantidad
adecuada de vacuna de la invencion a ser administrada puede determinarse por experimentos de
rutina con modelos de animales. Dichos modelos incluyen, pero no se limitan a, conejos, ovejas,
ratones, ratas, perros y modelos de primates no humanos. Las formas de dosis preferidas para la
inyeccion incluyen soluciones estériles en agua, salino fisioldgica o mezclas de las mismas. El pH
de dichas soluciones debera ajustarse a alrededor de 7,4. Vehiculos adecuados para la inyeccion
incluyen hidrogeles, dispositivos de liberacion controlada o prolongada, acido polilactico y matrices
de colageno. Vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados para la aplicacion topica incluyen
aquellos adecuados para usarse en lociones, cremas, geles y similares. Sila vacuna de la invencion
debe administrarse peroralmente, la forma de dosis unitaria preferentes son pastillas, capsulas y
similares. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables para la preparacion de las formas de dosis
unitaria que pueden usarse para la administracién oral son bien conocidos en la técnica. La seleccién
de éstos depende de consideraciones secundarias, tales como sabor, coste y almacenaje, que no
son criticos para los propositos de la presente invencion y pueden hacerse sin dificultad por un
experto en la técnica.
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La vacuna de la invencion puede contener adicionalmente una o mas sustancias auxiliares con el
fin de aumentar mas la inmunogenicidad. Una accion sinergistica de los ARN de la composicion
activa inmunoestimuladora como se define arriba y de una sustancia auxiliar, que puede estar
contenida opcionalmente en la vacuna de la invencion como se describe antes, se logra
preferiblemente de esa manera. Dependiendo de los diversos tipos de sustancias auxiliares,
diversos mecanismos pueden entrar en consideracién a este respecto. Por ejemplo, los compuestos
que permiten la maduracion de células dendriticas (DCs), por ejemplo lipopolisacaridos, TNF- alfa
o ligando CD40, forman una primera clase de sustancias auxiliares adecuadas. En general, es
posible usar como sustancia auxiliar cualquier agente que influya en el sistema inmune de la forma
"sefal de peligro " (LPS, GP96, etc.) o citocinas, como GM-CFS, que permiten una respuesta inmune
producida por el adyuvante de estimulacion inmune segun la invencion que sera aumentado y/o
influenciado de manera dirigida. Sustancias auxiliares particularmente preferidas son citocinas,
como monocinas, linfocinas, interleucinas o quemocinas, que — adicional a la induccion de la
respuesta inmune adaptativa por los al menos dos antigenos codificados — promueven la respuesta
inmune innata, tales como IL-Il , IL-2, IL- 3, IL-4, IL-5, IL-6, IL- 7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-14,
IL-15, IL-16, IL-I 7, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-24, IL-25, IL-26, IL-27, IL-28, IL-29, IL-
30, IL-31, IL-32, IL-33, INF-alfa, IFN-beta, INF-gamma, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, LT-beta o TNF-
alfa, factores de crecimiento, tales como hGH.

Otros aditivos que pueden incluirse en la vacuna de la invenciéon son emulsificantes, por ejemplo
Tween®; agentes humectantes, por ejemplo laurilsulfato de sodio; agentes colorantes; agentes
saborizantes, vehiculos farmacéuticos; agentes formadores de tabletas; estabilizadores;
antioxidantes; conservantes.

La vacuna de la invenciéon también puede contener adicionalmente cualquier otro compuesto
conocido por ser inmuno-estimulador debido a su afinidad de unién (como ligandos) a los receptores
humanos tipo Toll TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10, o debido a
su afinidad de union (como ligandos) a receptores murinos tipo Toll TLRI, TLR2, TLR3, TLR4, TLRS5,
TLR6, TLR7, TLRS8, TLR9, TLR10, TLR11, TLR12 0 TLR13.

Otra clase de compuestos que pueden agregarse a una vacuna de la invencién en este contexto
pueden ser acidos nucleicos CpG, en particular CpG-ARN o CpG-ADN. Un CpG-ARN o CpG-Y
puede ser un CpG-ADN de cadena individual (ss CpG-ADN), un CpG-ADN de cadena doble
(dsADN), un CpG-ARN de cadena individual (ss CpG-RNA) o un CpG-ARN de cadena doble (ds
CpG-RNA). El acido nucleico CpG esta preferiblemente en forma de CpG-ARN, mas preferiblemente
en forma de CpG-ARN de cadena individual (ss CpG-ARN). El acido nucleico CpG preferiblemente
contiene al menos una o mas secuencias (mitogénicas) de dinucleétidos citosina/guanina (motivo(s)
CpG). De acuerdo con una primera alternativa preferente, al menos un motivo CpG contenido en
estas secuencias, es decir C (citosina) y G (guanina) del motivo CpG, no esta metilado. Todas las
demas citosinas o guaninas opcionalmente contenidas en estas secuencias pueden estar metiladas
0 no metiladas. Sin embargo, de acuerdo con otra alternativa preferida, la C (citosina) y la G
(guanina) del motivo CpG también pueden presentarse en forma metilada.

De acuerdo con ofro objetivo preferente de la presente invencion, la composicion activa
inmunoestimuladora inventiva o los ARN que codifican al menos cinco antigenos diferentes como
se definen aqui pueden usarse (para la preparacion de una vacuna segun la presente invencion)
para el tratamiento de cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC), preferiblemente
condiciones relacionadas con los tres principales subtipos de cancer pulmonar de células no
pequenas (NSCLC) incluyendo, sin limitarse a, carcinoma pulmonar de células escamosas,
adenocarcinoma y carcinoma pulmonar de células grandes. Se describe que la composicién
inmunoestimuladora segun la invencion puede emplearse para el tratamiento del cancer de pulmén.

De acuerdo con otro objeto preferente de la presente invencion, la vacuna de la invencion o los ARN
que codifican al menos cinco antigenos diferente como se definen aqui pueden emplearse para el
tratamiento de cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), preferiblemente en relacion a
los tres principales subtipos de cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC) incluyendo, sin
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limitarse a, carcinoma pulmonar de células escamosas, adenocarcinoma y carcinoma pulmonar de
células grandes.

Un aspecto no reivindicado se basa en métodos para el tratamiento del cancer pulmonar,
preferiblemente de una condicién relacionada con el cancer pulmonar de células no pequefias
(NSCLC), mas preferiblemente de condiciones relacionadas con los tres principales subtipos de
cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC) incluyendo, sin limitarse a, carcinoma pulmonar
de células escamosas, adenocarcinoma y carcinoma pulmonar macrocitico, mediante la
administraciéon a un paciente que lo necesite de una cantidad farmacéuticamente efectiva de una
vacuna de la invencién o de una cantidad farmacéuticamente efectiva de una composicién activa
inmunoestimuladora de la invencion. Dicho método tipicamente comprende un primer paso opcional
para preparar la composicién activa inmunoestimuladora o la vacuna de la invencién y un segundo
paso que consiste en administrar (una cantidad farmacéuticamente efectiva de) dicha composicion
activa inmunoestimuladora de la invencién o dicha vacuna de la invencién a un paciente que lo
necesite. Un paciente que lo necesite tipicamente se seleccionara de cualquier mamifero. En el
contexto de la presente invencion, un mamifero se selecciona preferiblemente del grupo que
consiste en, sin limitarse a, por ejemplo, cabra, ganado, cerdo, perro, gato, burro, simio, roedores
tales como raton, hamster, conejo vy, particularmente, humanos, donde el mamifero tipicamente
sufre de cancer pulmonar, preferiblemente de una condicién relacionada con cancer pulmonar de
células no pequefias (NSCLC), mas preferiblemente de condiciones relacionadas con los tres
principales subtipos de cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC), incluyendo, sin limitarse
a, carcinoma pulmonar de células escamosas, adenocarcinoma y carcinoma pulmonar macrocitico
0 una condicion relacionada con los mismos.

La invencion se refiere también al uso de la composicién activa inmunoestimuladora de la invencién
o de los al menos cinco ARN que codifican los al menos cinco antigenos diferentes como se definen
en la reivindicaciéon 1 para la preparacion de una vacuna, preferiblemente para provocar una
respuesta inmune en un mamifero, para el tratamiento del cancer pulmonar de células no pequefias
(NSCLC).

De igual forma, la invencion se refiere al uso de la vacuna de la invencion per se o de los al menos
cinco ARN que codifican para al menos cinco antigenos diferentes como se definen aqui para su
uso en un método para provocar una respuesta inmune adaptativa en un mamifero, para el
tratamiento del cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC).

La prevencion o tratamiento del cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC) se debe al uso
de la composicion activa inmunoestimuladora y/o de la vacuna de la invencion, que se administra
de una sola vez o de forma escalonada, por ejemplo como un kit de partes, cada parte conteniendo
al menos un antigeno preferiblemente diferente. Para la administracion, preferiblemente puede
emplearse cualquiera de las vias de administracion antes definidas. Por ejemplo, la composicién
activa inmunoestimuladora y/o la vacuna segun la invencion puede emplearse para tratar el cancer
pulmonar de células no pequefias (NSCLC), induciendo o incrementando una respuesta inmune
adaptativa en la base a los al menos cinco antigenos codificados por los al menos cinco ARN de la
composicion activa inmunoestimuladora de la invencion. La administracion de la composicién activa
inmunoestimuladora de la invencion y/o de la vacuna de la invencion puede producirse antes,
durante o tras la administracion de otra composicion activa inmunoestimuladora y/o vacuna de la
invencion como se definen aqui que puede contener otra combinacién de ARN que codifican para
diferentes antigenos, donde cada antigeno codificado por el al menos un ARN de la composicién
activa inmunoestimuladora de la invencion es preferiblemente adecuado para su uso en el
tratamiento del cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC).

De conformidad otra realizacion, la presente invencion también comprende el uso de la composicion
activa inmunoestimuladora como se define en la reivindicacion 1 para la preparacion de una vacuna
para modular, preferiblemente inducir o incrementar, una respuesta inmune en un mamifero como
se define arriba, para el tratamiento del NSCLC como se define aqui. En este contexto, el uso para
el tratamiento del NSCLC como se define aqui puede favorecerse por cualquier combinacion de un
tratamiento convencional de cancer pulmonar, en especial NSCLC como se define aqui, como
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terapia de radiacion, quimioterapia, terapia de protones, terapia hormonal, terapia de anticuerpos,
terapias adyuvantes, terapias que incluyen otras vacunas distintas a la vacuna de la invencion,
terapias que incluyen inhibidores de cinasa o pequefios nucleétidos, o combinaciones de las
mismas, y una terapia empleando la composicion activa inmunoestimuladora de la invencion o la
vacuna de la invencion como se define aqui.

La administracién de la composicion activa inmunoestimuladora de la invencion o de los ARN que
codifican para al menos cinco antigenos diferentes como se definen en la reivindicacion 1 o la
correspondiente vacuna puede llevarse a cabo en un tratamiento programado escalonado. Un
tratamiento programado escalonado puede ser, por ejemplo, la administracion de la composicion
activa inmunoestimuladora de la invencién o de los al menos cinco ARN que codifican los antigenos
como se definen aqui o la vacuna de la invencién anterior, durante y/o después de una terapia de
NSCLC, por ejemplo por administracion de la composicion activa inmunoestimuladora de la
invencion o la vacuna antes, durante y/o tras un tratamiento o una administracion de un terapéutico
adecuado para el tratamiento del NSCLC como se define aqui. Dicho tratamiento escalonado en el
tiempo puede realizarse usando, por ejemplo, un kit, preferiblemente un kit de partes como se define
mas abajo.

El tratamiento escalonado en el tiempo puede comprender adicional o alternativamente la
administracion de la composicién activa inmunoestimuladora de la invencion o la vacuna,
preferiblemente de los al menos cinco ARN que codifican al menos cinco antigenos diferentes como
se definen en la reivindicacion, en una forma en que los al menos cinco ARN que codifican para al
menos cinco antigenos diferentes como se definen arriba, preferiblemente formando parte de la
composicion activa inmunoestimuladora de la invencion o de la vacuna, se administran paralela,
anterior o posteriormente a otro. Preferiblemente, la administracion (de todos los al menos cinco
ARN) ocurre dentro de una hora, mas preferiblemente en un lapso de 30 minutos, incluso mas
preferiblemente dentro de un lapso de 15, 10, 5, 4, 3, 0 2 minutos o incluso en 1 minuto. Dicho
tratamiento escalonado en el tiempo puede realizarse usando por ejemplo un kit, preferiblemente un
kit de partes como se define mas abajo.

De acuerdo con una realizaciéon final, la presente invencién también proporciona Kits,
particularmente kits de partes, que comprenden la composicién activa inmunoestimuladora de la
invencion y/o la vacuna de la invencién y opcionalmente instrucciones técnicas con informacion
sobre la administracion y la dosis de la composicion activa inmunoestimuladora y/o la vacuna de la
invencion. Las instrucciones técnicas pueden contener informacion acerca de la administracion y
dosis de la composicion activa inmunoestimuladora de la invencién y/o la vacuna de la invencion.
Dichos kits, preferiblemente kits de partes, pueden aplicarse por ejemplo para cualquiera de las
aplicaciones o usos antes mencionados, preferiblemente para el uso de al menos una composicion
activa inmunoestimuladora de la invencion (para la preparacion de la vacuna de la invencion) para
el tratamiento del NSCLC como se define aqui. Los kits también pueden aplicarse para el uso de la
al menos una composicion activa inmunoestimuladora de la invencién (para la preparacion de la
vacuna de la invencion) para el tratamiento del NSCLC como se define aqui, donde la composicién
activa inmunoestimuladora de la invencion y/o la vacuna, debido a los al menos cinco antigenos
codificados, pueden ser capaces de inducir o aumentar una respuesta inmune en un mamifero como
se define arriba. Dichos kits también pueden aplicarse para el uso de al menos una composicion
activa inmunoestimuladora de la invencion (para la preparacion de la vacuna de la invencioén) para
modular, preferiblemente para provocar, por ejemplo inducir o incrementar, una respuesta inmune
en un mamifero como se define arriba y preferiblemente para apoyar el tratamiento del NSCLC. Los
kits de partes, como una forma especial de kits, pueden contener una o mas composiciones activas
inmunoestimuladoras idénticas o diferentes y/o una o mas vacunas de la invencion idénticas o
diferentes en diferentes partes del kit. Los kits de partes también pueden contener una (por ejemplo
una) composicion activa inmunoestimuladora de la invencién, una (por ejemplo una) vacuna de la
invencion. Los kits que comprenden al menos cinco ARN que codifican al menos cinco antigenos
como se define en la reivindicaciéon 1 en partes diferentes del kit, por ejemplo cada parte del kit
contiene al menos un ARN que codifica un antigeno diferente, también se contemplan en la
invencion. De forma adicional, es posible una combinacién de ambos tipos de kits de partes. Los
kits de partes pueden usarse, por ejemplo, cuando se contempla un tratamiento escalonado en el
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tiempo, por ejemplo cuando se usan diferentes formulaciones y/o concentraciones crecientes de la
composicion activa inmunoestimuladora de la invencion, la vacuna de la invencién y/o los al menos
cinco ARN que codifican al menos cinco antigenos como se definen arriba durante el mismo
tratamiento in vivo. Los kits de partes también pueden usarse cuando se contempla o se necesita
una formulacion o administracion por separado de los ARN que codifican los diferentes antigenos
de la composicion activa inmunoestimuladora (es decir en partes) (por ejemplo, por razones
técnicas), pero por ejemplo, todavia debera lograrse una presencia combinada de los ARN que
codifican los diferentes antigenos in vivo. En particular, se contemplan kits de partes como una forma
especial de kits donde cada parte del kit contiene al menos un ARN que codifica un antigeno
diferente como se define anteriormente, todas las partes del kit de partes preferiblemente formando
la composicién activa inmunoestimuladora de la invencion o la vacuna de la invencién como se
define aqui. Dichos kits de partes especificos pueden ser particularmente adecuados, por ejemplo,
si diferentes ARN que codifican antigenos se formulan por separado como partes diferentes de los
kits, pero después se administran juntos o de manera escalonada en el tiempo al mamifero que lo
necesite. En el Ultimo caso, la administracién de todas las partes diferentes de dicho kit tipicamente
se produce dentro de un limite corto de tiempo, de forma que todos los ARN que codifican los
antigenos estan presentes en el mamifero aproximadamente al mismo tiempo tras la administracion
de la ultima parte del kit. Cualquiera de los kits anteriores puede usarse en el tratamiento como se
define anteriormente.

Ventajas de presente invencion

La presente invencién proporciona una composicioén activa inmunoestimuladora para el tratamiento
del cancer pulmonar de células no pequefias (NSCLC), donde la composicion comprende al menos
cinco ARN, preferiblemente ARNm, que codifican cada uno un antigeno diferentes capaz de
provocar una respuesta inmune (adaptativa) en un mamifero, donde los cinco antigenos se
seleccionan del grupo consistente en 5T4, NY-ESO-1, Survivina, MAGE-C1 o MAGE-C2 como se
define en la reivindicacion 1. Dicha composicién activa inmunoestimuladora permite un tratamiento
eficiente del cancer pulmonar de células no pequefas (NSCLC) o un tratamiento complementario a
uso de terapias convencionales. Ademas evita el problema de la propagacion incontrolada de las
secuencias de ADN introducidas por el uso de ARN como un enfoque para los métodos curativos.
El ARN como se usa en la composicion activa inmunoestimuladora de la invencién tiene ventajas
adicionales considerables sobre los sistemas de expresion de ADN por ejemplo, en respuestas
inmunes, inmunizacion o vacunacion. Estas ventajas incluyen, entre otras, que el ARN introducido
en una célula no se integra en el genoma. Esto evita el riesgo de mutacién de este gen, que de otra
forma puede ser completa o parcialmente inactivado o dar pie a una pérdida de informacion. Ademas
evita otros riesgos de usar ADN como agente para inducir una respuesta inmune (por ejemplo, como
una vacuna), como la induccion de anticuerpos anti-ADN patogénicos en el paciente al que se la ha
introducido el ADN extrafo, y asi obtener una respuesta inmune (posiblemente fatal). En contraste,
no se han detectado anticuerpos anti-ARN.

FIGURAS
Las siguientes figuras pretenden ilustrar la invencion ain mas.

Figura 1: muestra una secuencia de ARN (SEQ ID NO: 1) (secuencia de inicio basada en el
tipo silvestre) que codifica para MUC1 (HsMUCI - 5xVNTR (la secuencia de tipo silvestre
normalmente muestra 40 repeticiones en tandem. Estas fueron, por razones de clonacion, reducidas
a 5 repeticiones en tandem). Contenido de GC: 61,27%; longitud: 1668 pb).

Figura 2 muestra una secuencia de ARN estabilizada (GC) (SEQ ID NO: 2) que codifica para
MUC1(HsMUCI GC - 5xVNTR, 1. GC maximizado, 2. Uso de codon) contenido de GC: 73,56%;
longitud 1668 pb. Diferencia a la secuencia basica (Fig. 1 (SEQ ID NO: 1)): 398 / 1668 bases =
23,86%.
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Figura 3: muestra una secuencia de ARN (SEQ ID NO: 3) (secuencia de inicio basada en el
tipo silvestre) que codifica para 5T4 (Hs5T4 (glicoproteina de trofoblastos TPBG); contenido de GC:
61,60%; longitud: 1263 pb.

Figura 4: muestra una secuencia de ARN estabilizada (GC) (SEQ ID NO: 4) que codifica para
5T4 (Hs5T4 GC, 1. GC-maximizado, 2. Uso de codon); contenido de GC: 70,47%; longitud 1263 pb.
Diferencia a la secuencia basica (Fig. 3 (SEQ ID NO: 3)): 247 / 1263 Bases = 19,56%.

Figura 5: muestra una secuencia de ARN (SEQ ID NO: 5) (secuencia de inicio basada en el
tipo silvestre) que codifica para Her-2/neu (HsHer2/neu (homdlogo 2 del oncogén viral de leucemia
eritroblastica v-erb-b2); contenido de GC: 60,78%; longitud: 3768 pb.

Figura 6: muestra una secuencia de ARN estabilizada (GC) (SEQ ID NO: 6) que codifica para
Her-2/neu (HsHer2/neu GC, 1. GC-maximizado, 2. Uso de codon); contenido de GC: 70,54%;
longitud 3768 pb. Diferencia a la secuencia basica (Fig. 5 (SEQ ID NO: 5)): 772 / 3768 Bases =
20,49%.

Figura 7: muestra una secuencia de ARN (SEQ ID NO: 7) (secuencia de inicio basada en el
tipo silvestre) que codifica para hTERT (HSTERT (transcriptasa inversa telomerasa); contenido de
GC: 66,08%; longitud: 3399 pb.

Figura 8: muestra una secuencia de ARN estabilizada (GC) (SEQ ID NO: 8) que codifica para
hTERT (HSTERT GC, 1. GC-maximizado, 2. Uso de coddn); contenido de GC: 72,96%; longitud
3399 pb, Diferencia a la secuencia basica (Fig. 7 (SEQ ID NO: 7)): 566 /3399 Bases = 16,65%.

Figura 9: muestra una secuencia de ARN (SEQ ID NO: 9) (secuencia de inicio basada en el
tipo silvestre) que codifica para WTI (HsWTI tumo Wilms 1)); contenido de GC: 61,78%; longitud:
1554 pb.

Figura 10A: muestra una secuencia de ARN (SEQ ID NO: 10) que codifica para WT1 (HsWTI
(tumo Wilms 1)) que muestra una secuencia con un contenido de GC reducido en la region 325-408
de dicha secuencia en comparacion con la region correspondiente de la secuencia del tipo silvestre.
Las figuras 10 B, 10 C y 10 D muestran una comparacion de las regiones correspondientes 325-
408: en la Fig. 10 B la secuencia de tipo silvestre de conformidad con la figura 9 (SEQ ID NO: 9), en
la Fig. 10 C la secuencia GC maximizada de acuerdo con la figura 11 (SEQ ID NO: 11), y en la Fig.
10 D la secuencia GC reducida de acuerdo con la fig. 10 A (SEQ ID NO: 10), las cuales muestran
un patron de GC diferente.

Figura 11: muestra una secuencia de ARN estabilizada (GC) (SEQ ID NO: 11) que codifica
para WT1 (HsWTI GC, 1. GC-maximizado, 2. Uso de codon); Contenido de GC: 72,59%; Longitud
1554 pb. Diferencia a la secuencia basica (Fig. 9 (SEQ ID NO: 9)): 322 / 1554 Bases = 20,72%.

Figura 12: muestra una secuencia de ARN (SEQ ID NO: 12) (secuencia de inicio basada en el
tipo silvestre) que codifica para CEA (CEA antigeno carcinoembrionico) (HsCEACAMS); contenido
de GC: 52,20%; longitud: 2109 pb.

Figura 13: muestra una secuencia de ARN estabilizada (GC) (SEQ ID NO: 13) que codifica
para CEA (CEACAM5 GC, 1. GC-maximizado, 2. Uso de cododn); Contenido de GC: 66,24%;
Longitud 2109 pb. Diferencia a la secuencia basica (Fig. 12 (SEQ ID NO: 12)): 495/ 2109 Bases =
23,47%.

Figura 14: muestra una secuencia de ARN (SEQ ID NO: 14) (secuencia de inicio basada en el
tipo silvestre) que codifica para MAGE-A2 (HsMAGE-A2 (familia de antigeno de melanoma A, 2)
HsMAGE-A2B); contenido de GC: 55,87%; longitud: 945 pb.

Figura 15: muestra una secuencia de ARN estabilizada (GC) (SEQ ID NO: 15) que codifica
para MAGE- A2 (HsMAGE-A2B GC, 1. GC-maximizado, 2. Uso de coddn); Contenido de GC:
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68,57%; Longitud 945 pb. Diferencia a la secuencia basica (Fig. 14 (SEQ ID NO: 14)): 187 / 945
Bases = 19,79%.

Figura 16: muestra una secuencia de ARN (SEQ ID NO: 16) (secuencia de inicio basada en el
tipo silvestre) que codifica para MAGE-A3 (MAGE-A3 (familia de antigeno de melanoma A, 3)
MAGE-A3); contenido de GC: 56,30%; Longitud: 945 pb.

Figura 17: muestra una secuencia de ARN estabilizada (GC) (SEQ ID NO: 17) que codifica
para MAGE- A3 (MAGE-A3 GC, 1.GC-maximizado, 2. Uso de Coddn, ya conocido GC-
enriquecimiento); Contenido de GC: 69,00%; Longitud 945 pb. Diferencia a la secuencia basica (Fig.
16 (SEQ ID NO: 16)): 190 / 945 Bases = 20,11%.

Figura 18: muestra una secuencia de ARN (SEQ ID NO: 18) (secuencia de inicio basada en el
tipo silvestre) que codifica para Survivina (Survivina (baculoviral 1AP repeticion que contiene 5,
BIRC5) HsSurvivin(wt)); Contenido de GC: 52,68%; Longitud: 429 pb.

Figura 19: muestra una secuencia de ARN estabilizada (GC) (SEQ ID NO: 19) que codifica
para Survivina (HsSurvivin(GC), 1. GC-maximizado, 2. Uso de Codon, ya conocido GC-
enriquecimiento); Contenido de GC: 65,27%; Longitud: 429 pb. Diferencia a la secuencia basica
(Fig. 18 (SEQ ID NO: 18)): 72 / 429 Bases = 16,78%.

Figura 20: muestra una secuencia de ARN (SEQ ID NO: 20) (secuencia de inicio basada en el
tipo silvestre) que codifica para NY-ESO-1 (Homo sapiens NY-ESO-1 (N Y-ESO- 1 (wt)); Contenido
de GC 67,4%.

Figura 21: muestra una secuencia de ARN estabilizada (GC) (SEQ ID NO: 21) que codifica
para NY- ESO-1 (NY-ESO-1 (GC), Contenido de GC 79,56%, (ya conocido GC- enriquecimiento);
Diferencia a wt (Fig. 20 (SEQ ID NO: 20)): 112/543 Bases, 20,63%.

Figura 22; muestra una secuencia de ARN (SEQ ID NO: 22) (secuencia de inicio basada en el
tipo silvestre) que codifica para MAGE-C1 (HsMAGECI (familia de antigeno de melanoma C, 1)
HsMAGECI (wt)) Contenido de GC: 51,86%; Longitud: 3429 pb.

Figura 23: muestra una secuencia de ARN estabilizada (GC) (SEQ ID NO: 23) que codifica
para MAGE- C1 (HsMAGECI (GC), 1. GC-maximizado, 2. Uso de Cododn). Contenido de GC:
68,73%; Longitud 3429 pb. Diferencia a la secuencia basica (Fig. 22 (SEQ ID NO: 22)): 964 / 3429
Bases =28,11%

Figura 24: muestra una secuencia de ARN estabilizada (GC) (SEQ ID NO: 24) que codifica
para MAGE-C1 truncado (HsMAGECI (GC), 1. GC-maximizado, 2. Uso de Codon). En comparacion
con la secuencia basica (Fig. 22 (SEQ ID NO: 22)) las regiones de repeticion se borraron y la
secuencia de conformidad con la figura 24, que sigue un codén de partida inicial (ATG), comienza
en aa 613 de la secuencia de tipo silvestre de GC-maximizado (Fig. 23 (SEQ ID NO: 23)).

Figura 25: muestra una secuencia de ARN (SEQ ID NO: 25) (secuencia de inicio basada en el
tipo silvestre) que codifica para MAGE-C2 (HsMAGE-C2 (familia de antigeno de melanoma C,
2)HsMAGE-C2); Contenido de GC: 50,81%; Longitud: 1122 pb.

Figura 26: muestra una secuencia de ARN estabilizada (GC) (SEQ ID NO: 26) que codifica
para MAGE- C2 (HsMAGE-C2 GC, 1. GC-maximizado, 2. Uso de Codon); Contenido de GC:
66,58%; Longitud 1 122 pb, Diferencia a la secuencia basica (Fig. 25 (SEQ ID NO: 25)): 264 / 1122
Bases =23,53%.

Figura 27: muestra la presencia de anticuerpos IgGl especificos para el antigeno tumoral NY-
ESO-1 en ratones que fueron vacunados con la vacuna de ARNm que consiste de 5 componentes,
cada uno conteniendo ARNm que codifica para un antigeno relacionado con NSCLC (NY-ESO-1,
MAGE-CI , MAGE-C2, Survivina y 5T4) formulado con protamina a una proporciéon en masa 4:1 .
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Figura 28: muestra la presencia de anticuerpos IgG2a especificos para el antigeno tumoral NY-
ESO-1 en ratones que fueron vacunados con la vacuna de ARNm que consiste de 5 componentes,
cada uno conteniendo ARNm que codifica para un antigeno relacionado con NSCLC (NY-ESO-1,
MAGE-CI , MAGE-C2, Survivina y 5T4) formulado con protamina a una proporcién en masa 4:1.

Figura 29: muestra la presencia de anticuerpos IgGl especificos para el antigeno tumoral
MAGE-C1 en ratones que fueron vacunados con la vacuna de ARNm que consiste de 5
componentes, cada uno conteniendo ARNm que codifica para un antigeno relacionado con NSCLC
(NY-ESO-1, MAGE-C1 , MAGE-C2, Survivina y 5T4) formulado con protamina a una proporciéon en
masa 4:1.

Figura 30: muestra la presencia de anticuerpos IgG2a especificos para el antigeno tumoral
MAGE-C1 en ratones que fueron vacunados con la vacuna de ARNm que consiste de 5
componentes, cada uno conteniendo ARNm que codifica para un antigeno relacionado con NSCLC
(NY-ESO-1, MAGE-C1 , MAGE-C2, Survivina y 5T4) formulado con protamina a una proporcion en
masa 4:1.

Figura 31: muestra la presencia de anticuerpos IgGl especificos para el antigeno tumoral
MAGE-C2 en ratones que fueron vacunados con la vacuna de ARNm que consiste de 5
componentes, cada uno conteniendo ARNm que codifica para un antigeno relacionado con NSCLC
(NY-ESO-1, MAGE-CI , MAGE-C2, Survivina y 5T4) formulado con protamina a una proporcién en
masa 4:1.

Figura 32: muestra la presencia de anticuerpos IgG2a especificos para el antigeno tumoral
MAGE-C2 en ratones que fueron vacunados con la vacuna de ARNm que consiste de 5
componentes, cada uno conteniendo ARNm que codifica para un antigeno relacionado con NSCLC
(NY-ESO-1, MAGE-CI, MAGE-C2, Survivina y 5T4) formulado con protamina a una proporcion en
masa 4:1 .

Figura 33: muestra la induccion de linfocitos T especificos de antigenos dirigidos al antigeno
tumoral 5T4 en ratones que fueron vacunados con la vacuna de ARNm que consiste de 5
componentes, cada uno conteniendo ARNm que codifica para un antigeno relacionado con NSCLC
(NY-ESO-1, MAGE-C1, MAGE-C2, Survivina y 5T4) formulado con protamina a una proporcion en
masa 4:1.

Figura 34: muestra la induccion de linfocitos T especificos de antigenos dirigidos al antigeno
tumoral NY-ESO-1 en ratones que fueron vacunados con la vacuna de ARNm que consiste de 5
componentes, cada uno conteniendo ARNm que codifica para un antigeno relacionado con NSCLC
(NY-ESO-1, MAGE-C1, MAGE-C2, Survivina y 5T4) formulado con protamina a una proporcion en
masa 4:1.

Figura 35: Tabla de adyuvantes.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar la invencién aun mas.

1. Preparaciéon de plasmidos de codificacion:

Las siguientes secuencias de ADN experimentales, correspondientes a las secuencias de ARNm
respectivas y codificando para los antigenos

* hTERT,

*WTH1,

* MAGE-A2,

* 5T4,

* MAGE-A3,

* MUCH1,
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* Her-2/neu,

* NY-ESO-1,

* CEA,

 Survivina,

* MAGE-C 1,0

* MAGE-C2.
respectivamente, se prepararon y usaron para los experimentos de transcripcion y transfeccion in
vitro. Asi, la secuencia de ADN correspondiente al antigeno nativo que codifica para el ARNm se
incremento en su contenido GC y se optimizé en codones. Entonces, la secuencia codificadora se
transfirio a un constructo ARNactivo (CureVac GmbH, Tubingen, Alemania), que se modificd con
una etiqueta poli-A y una etiqueta poli-C (A70-C30).

2. Transcripcion in vitro:

En base al ADN plasmido recombinante obtenido en el Ejemplo 1, las secuencias de ARN se
prepararon por transcripcion in vitro. Asi, el ADN de plasmido recombinante se linealizd y
posteriormente se transcribié in vitro usando ARN polimerasa T7. El patrén de ADN se degradé
entonces por digestion con ADNasa | y el ARN se recuperd por precipitacion con LiCl y después se
limpid por extraccion con CLAR (PUREMessenger®, CureVac GmbH, Tubingen, Alemania).

3. Complejacién con protamina

Para la transfeccion del ARN en células y organismos, el ARN obtenido mediante transcripcion in
vitro referiblemente se complejo, muy preferiblemente con protamina, mezclando el ARN con
protamina.

4. Experimentos de vacunacion

Para la vacunacion, el ARN obtenido en el experimento de transcripcién in vitro que se muestra
abajo (véase Experimento 2) se transfectd en ratones (Ratones: C57 BL/6), preferiblemente
complejado con protamina (véase Experimento 3). La transfeccion ocurrié en diferentes grupos, en
los que 5 ratones (C57 BL/6) por grupo se inmunizaron intradérmicamente 8 veces en un lapso de
3 semanas con el céctel del ARNm de la invencion, esto es una mezcla de ARNm complejado con
protamina donde el ARN codifica para al menos dos de los antigenos hTERT, WT1 , MAGE-A2,
5T4, MAGE-A3, MUC1 , Her-2/neu, NY-ESO-1, CEA, Survivina, MAGE-C1, o MAGE-C2.

5. Deteccion de una respuesta inmune especifica a antigeno (respuesta inmune a células B):

La deteccion de una respuesta inmune especifica a antigeno (respuesta inmune a células B) se
llevo a cabo detectando anticuerpos especificos de antigenos. Asi, se tomaron muestras de sangre
de los ratones vacunados una semana después de la ultima vacunacion y se preparo el suero. Se
recubrieron placas MaxiSorb (Nalgene Nunc International) con la proteina antigénica tal como la
codifica el coctel de ARNm (0,5 pg/pozo). Después de bloquear con 1xPBS que contiene 0,05%
Tween-20 y 1% BSA, las places se incubaron con suero de ratén diluido (1:30, 1:90, 1:270, 1:810).
Posteriormente se agregd un anticuerpo secundario acoplado con biotina (Anti-raton-IlgG2a
Pharmingen). Después de lavar, la placa se incubd con peroxidasa-estreptavidina de rabano y
posteriormente se midio la conversion del sustrato de ABTS (2,2'-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolin-
6-sulfénico).

6. Deteccion de una respuesta inmune celular especifica de antigeno (respuesta inmune de células

T) por ELISPOT:

Dos semanas después de la ultima vacunacion se sacrificaron a los ratones, se les retird el bazo y
se aislaron los esplenocitos. Los esplenocitos se reestimularon durante 7 dias en presencia de
péptidos de los antigenos anteriores (biblioteca de péptidos) o se co-incubaron con células
dendriticas generadas a partir de células de médula 6sea de ratones singénicos nativos, que se
electroporaron con ARN que codifica para el antigeno. Para determinar una respuesta inmune
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celular especifica a antigenos, se midio la secrecion INFgamma después de la reestimulacion. Para
la deteccion de INFgamma se incubd una placa multipantalla (Millipore) durante la noche con
tampodn de recubrimiento 0,1 M de carbonato-bicarbonato, pH 9,6, 10,59 g/l Na2COs, 8,4g/l NaHCO3)
que comprende un anticuerpo contra INFy (BD Pharmingen, Heidelberg, Alemania). Los
estimulantes y células efectoras se incubaron juntas en la placa en una proporcion 1:20 durante 24h.
La placa se lavo con 1xPBS y se incubd con un anticuerpo secundario acoplado a biotina. Después
de lavar con 1xPBS/0,05% Tween-20, el sustrato (Fosfato de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil/Sistema de
Sustrato Liquido Azul de Nitrotetrazolio de Sigma Aldrich, Taufkirchen, Alemania) se agrego a la
placa y la conversién del sustrato pudo detectarse visualmente.

7. Reto tumoral:

Inmunizacion:

Una semana después de la ultima inmunizacion, se inyectaron células de melanoma 1 Mio B16 o
TRAMP-C1 subcutdaneamente en los ratones. En un lapso de 2 semanas (B16) o 7 semanas

(TRAMP-C1), respectivamente, se determiné el volumen del tumor.

8. Preparacion de una vacuna de ARNm

Un ejemplo particular de la composicion activa inmunoestimuladora de la invencion, comprendiendo
una combinacién de varios antigenos para el uso como vacuna para el tratamiento del cancer
pulmonar de células no pequefias (NSCLC) se prepard segun la descripcion anterior. La
composicién activa inmunoestimuladora de la invencidén consistia en 5 componentes, cada uno
conteniendo un ARNm que codifica para un antigeno relacionado con NSCLC (NY-ESO-I , MAGE-
C1, MAGE-C2, Survivina y 5T4, de acuerdo con las secuencias SEQ ID NO: 4, 19, 21, 24 y 26
(secuencias enriquecidas con GC)) formuladas con protamina en una proporciéon en masa 4:1 .

Vacunacion

Los ratones C57BL/6 se vacunaron via intradérmica con la vacuna de ARNm consistente en 5
componentes, cada uno conteniendo un ARNm que codifica para un antigeno relacionado con
NSCLC (NY- ESO-1, MAGE-C1, MAGE-C2, Survivina y 5T4, de conformidad con las secuencias
SEQ D NO: 4, 19, 21, 24 y 26 (secuencias enriquecidas con GC)) formuladas con protamina (64 ug
por antigeno por ciclo, dividido entre 4 inyecciones/ciclo). La vacunacién de control se realizé usando
las dosis totales correspondientes de ARN que codifican para LacZ (control ARNm lacZ). La
vacunacion comprendioé tres ciclos de inmunizacion (semana 1, 3, y 5). Los grupos, nimero de
ratones y cepas de ratones se indican en la siguiente tabla:

Grupos Cepa de ratéon Numero de ratones

Vacuna ARNm C57BL/6 10

5 para Elispot y 5 para la deteccion de anticuerpos
en suero por ELISA

Control ARNm lacZ C57BL/6 5

3 para Elispot y los 5 para la deteccion de
anticuerpos en suero por ELISA

Deteccion de anticuerpos especificos de antigenos

Seis dias después de la ultima vacunacion, se tomaron las ultimas muestras de sangre (200 pl) via
retroorbital y se analizo el suero para la presencia de anticuerpos especificos de antigenos subtipos
IgGl y 1gG2a usando ELISA. Las placas de 96 cavidades ELISA se recubrieron con proteina
recombinante (10 pg/ml en tampdén de recubrimiento, se incubaron a 37°C durante 4 h) y se
bloguearon con tampén de bloqueo de 200 pl por cavidad durante la noche a 4°C. Posteriormente,
las muestras se incubaron con suero colectado de cada grupo de ratones y se trituraron en
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diluciones que varian de 1:3 a 1:48 durante 4 horas a temperatura ambiente. Después de la
incubacion con un anticuerpo especifico (1:300 en tampdn de bloqueo) contra IgGl o IgG2a de raton
y la incubacién con un anticuerpo secundario acoplado a HRP (1:500 en tampdn de bloqueo), se
agrego sustrato-TMB. La reaccion colorimétrica se midié a 450 nm usando un lector ELISA (Tecan
Deutschly GmbH, Crailsheim, Alemania).

ELISPOT

Para la deteccion de respuestas de T-linfocitos citotoxicos (CTL), el andlisis de la secrecion del
efecto de citocina IFN-y en respuesta a un estimulo especifico puede visualizarse a un nivel celular
individual usando la técnica ELISPOT.

Los esplenocitos de ratones vacunados con antigenos y control se aislaron 6 dias después de la
ultima vacunacion y luego se transfirieron a placas ELISPOT de 96 pocillos recubiertas con un
anticuerpo de captura anti-IFN-y (10 pg/ml). Después se estimularon las células durante 24 horas a
37°C ya sea con una libreria de péptidos derivada de antigenos relevantes o con la libreria derivada
de VIH o el disolvente de péptidos, DMSO, o se incubaron en medio puro como control. Todas las
librerias se usaron a una concentracion de 1 ug/péptido/ml. Después del periodo de incubacion, las
células se lavaron de la placa y el IFN-y secretado por las células se detecté usando un anticuerpo
secundario biotinilado contra murina IFN-y (1 ug/ml), seguido de estreptavidina-AKP. Se visualizaron
las manchas usando un sustrato BCIP/NBT y se contaron con un lector ELISPOT automatizado
(Analizado Immunospot, CTL Analyzers LLC).

Analisis Estadistico

El analisis estadistico se llevé a cabo usando Graph Pad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc.).
Todos los resultados se expresan como media (0 mediana) * error estandar de la media.

Para los ensayos Elispot, debido al hecho de que la activacion basal es fuertemente individual, se
llevd a cabo una correccion por ratdbn mediante la sustraccién del numero de manchas en cavidades
medianas de todos los otros valores. Se usaron pruebas Mann-Whitney de dos muestras para
analizar la diferencia entre los grupos de prueba con un nivel de significancia del 5%.

Resultados y Discusion

Se vacunaron a los ratones con la vacuna de ARNm que contiene los cinco componentes como se
define anteriormente, en particular ARNm enriquecidos con GC que codifican para los antigenos
relacionados con NSCLC NY-ESO-1, MAGE-C2, MAGE-C1, Survivina y 5T4 (de acuerdo con las
secuencias SEQ ID NO: 4, 19, 21, 24 y 26 (secuencias enriquecidas con GC)) cada una formulada
por separado con la protamina de péptido catidnico en una proporcion en masa 4:1. Los ratones de
control se trataron con ARN irrelevante que codifica para LacZ formulado con protamina a la misma
proporcion que la vacuna de ARNm.

Utilizando suero aislado de la muestra de sangre de los ratones vacunados con el antigeno y de
control, se ensayo la induccion de anticuerpos especificos en comparacion con los antigenos. Para
tres de las cinco proteinas analizadas, MAGE-C1, MAGE-C2 y NY-ESO-1, se detectaron
anticuerpos especificos en suero de los ratones vacunados con la vacuna de ARNm, demostrando
que los ARNm son funcionales e inmunogénicos in vivo. Las proteinas requeridas para la deteccion
de anticuerpos se produjeron en E. coli. Debido a que la produccién de proteinas en E. coli puede
influir en las modificaciones post-traduccionales y éstas no se describen adecuadamente para los
antigenos que se usan, esto podria responder a la falta de respuesta observada para las proteinas
restantes.

Seguidamente se analizé la activacion de las células T citotoxicas como respuesta a la
administracion de la vacuna de ARNm. IFN-y es el principal mediador de respuestas Thl y es
secretado por los CTL activados. Por tanto, se investigd la presencia de células T citotdxicas
especificas de antigenos en esplenocitos de ratones vacunados usando la técnica ELISPOT. Como
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estimulo antigénico para los esplenocitos, se usaron librerias de péptidos restringidos. Debido a que
se desconocen los distintos epitopes de los antigenos humanos utilizados para los ratones MHC (H-
2Kb y H-2Db en ratones C57BL/6), se tuvo que utilizar una seleccion hipotética de péptidos segun
la afinidad de unién potencial por busqueda en la base de datos SYFPEITHI. De las librerias de
péptidos (se traslapan 15meros con 11 aminoacidos) a lo largo de todas las secuencias de las
proteinas, aquellos 15meros que contienen los epitopes hipotéticamente mejores se seleccionaron
y agruparon hasta en un maximo de 18 péptidos. Sin embargo, estas selecciones podrian no
contener necesariamente los epitopes correctos, por lo que la deteccion de las respuestas inmunes
con ayuda de esas herramientas puede arrojar faciimente resultados negativos falsos. No obstante,
la estimulacién con dos de estas librerias, que se originan de NY-ESO-1 y 5T4, conducen a una alta
secrecion de IFN-y en los esplenocitos de ratones vacunados con la vacuna de ARNm y no en los
esplenocitos de los ratones de control, vacunados con ARNm que codifica para la proteina
irrelevante B-galactosidasa. Ninguno de los esplenocitos reaccioné a la libreria de péptidos de
control derivada de VIH. El numero de manchas IFN-y de los esplenocitos incubados en el medio
solo representan la activacion basal de las células recién aisladas. Debido a que la activacion basal
es fuertemente dependiente del individuo, la correccién de fondo se realizé de forma individual por
sustraccion del numero de manchas en cavidades medianas de todos los otros valores.

Los resultados de estos experimentos se muestran en las figuras 27 a 34.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110>

<120>

<130> CUuo01l
<150>
<151> 2007

<160> 28

<170>

<210> 1

<211> 1668
<212> ADN
<213> Arti

<220>
<223>

para MUC1

<400> 1
atgacaccgg

gttacaggtt
cagagaagtt
ctctccagcece
gccceccggceca
gtcccagtca
gccccggaca
gccccggaca
gccccggaca
gccccggaca
gccccggaca
gccccggaca
gccccggaca
gcctcaggcet
gctaccacaa

actcctacca

CureVac GmbH

PO68WOL

-10-09

ficial

gcacccagtc
ctggtcatgce
cagtgcccag
acagccccgg
cggaaccagc
ccaggccagce
acaagccagc
ccaggccggce
ccaggccggce
ccaggccggce
ccaggccggce
ccaggccggce
acaggcccgce
ctgcatcagg
ccccagcecag

cccttgecag

(HsMUC1
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NSCLC - Cocktail

PCT/EP2007/008770

PatentIn versidén 3.3

Descripcidén de secuencia
(secuencia de inicio con base en el tipo silvestre)
- 5xXVNTR)

tcetttette
aagctctacc
ctctactgag
ttcaggctcc
ttcaggttca
cctgggcetcec
cccgggcetec
cccgggcetec
cccgggcetec
cccgggcetec
cccgggcetec
cccgggcetec
cttgggctcc
ctcagcttct
caagagcact

ccatagcacc

(véase Figura 1):

ctgctgctge
ccaggtggag
aagaatgctg
tccaccactc
gctgccacct
accaccccgce
accgcccccec
accgcccccec
accgcccccec
accgcccccec
accgcccccec
accgcccccec
accgcccectce
actctggtgc
ccattctcaa

aagactgatg

47

tcctcacagt
aaaaggagac
tgagtatgac
agggacagga

ggggacagga

cagcccacga
cagcccacgg
cagcccacgg
cagcccacgg
cagcccacgg
cagcccacgg
cagcccacgg
cagtccacaa
acaacggcac
ttcccagcecea

ccagtagcac

Secuencia ARN

gcttacagtt
ttcggctacc
cagcagcgta
tgtcactctg
tgtcacctcg
tgtcacctca
tgtcacctcg
tgtcacctcg
tgtcacctcg
tgtcacctcg
tgtcacctcg
tgtcacctcg
tgtcacctcg
ctctgccagg
ccactctgat

tcaccatagc

que codifica

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



tcggtacctce
tctttetttt
cccagcaccg
tataaacaag
gtacaattga
ttcaatcagt
gtgagtgatg
atcgcgetgce
ttggctgtet
gatacctacc
cctagcagta
ctctcttaca
<210> 2

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

<400> 2

atgacccccg
gtgaccgggt
cagcggtcca
ctgagctccc
gccccggceca
gtgcccgtga
gcccccgaca
gcccccgaca
gccccggaca
gcccccgaca

gcgcccgaca

1668

ctctcacctc
tcctgtettt
actactacca
ggggttttet
ctctggectt
ataaaacgga
tgccatttcc
tggtgctggt
gtcagtgccg
atcctatgag
ccgatcgtag

Caaacccagc

Artificial

gcacccagag
ccggccacgce
gcgtgcectce
acagccccgg
ccgagccecge
cccgececge
acaagcccgc
cgcggeegge
cccgececge
cccggececge

ccecgecegge

(GC)
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ctccaatcac
tcacatttca
agagctgcag
gggcctectec
ccgagaaggt
agcagcctct
tttctctgece
ctgtgttctg
ccgaaagaac
cgagtacccc
cccctatgag

agtggcagcc

Descripcidén de secuencia
estabilizada

cccgttette
cagctccacc
cagcaccgag
gtccggcage
cagcgggtcc
cctggggagce
gccgggeage
ccceggeage
cccecgggage
cccecgggage

ccececggeage

agcacttctc
aacctccagt
agagacattt
aatattaagt
accatcaatg
cgatataacc
cagtctgggg
gttgcgctgg
tacgggcagc
acctaccaca
aaggtttctg

gcttctgcca

(véase Figura 2):
que codifica para MUC1

ctgctcctge
cccgggggcyg
aagaacgcgg
tccacgaccc
gccgcgacgt
accacgccgc
accgcccccc
accgcgceccc
acggccccge
accgccecge

accgcccccec
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cccagttgtce
ttaattcctc
ctgaaatgtt
tcaggccagg
tccacgacgt
tgacgatctc
ctggggtgce
ccattgtcta
tggacatctt
cccatgggcg
caggtaacgg

acttgtag

tgctcacggt
agaaggagac
tctccatgac
agggccagga
ggggccagga
ccgcccacga
ccgcccacgg
ccgcccacgg
cggcgcacgg
ccgcccacgg

ccgceccacgg

tactggggtc
tctggaagat
tttgcagatt
atctgtggtg
ggagacacag
agacgtcagc
aggctggggce
tctcattgcece
tccagcecgg
ctatgtgccc

tggcagcagc

secuencia de ARN
(HsMUC1 GC - 5xVNTR)

gctgaccgtc
gagcgccacc
cagctccgtg
cgtgaccctce
cgtcaccagce
cgtcacctcc
ggtgacctcc
cgtgacctcc
cgtcacctcc
cgtgacgtcc

ggtgacctcc

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1668

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



gccccggaca
gcccccgaca
gccagcgggt
gccaccacca
accccgacca
tccgtgeege
tcecttettet
ccgtccaccg
tacaagcagg
gtgcagctga
ttcaaccagt
gtgagcgacg
atcgcgctgce
ctggcggtct
gacacctacc
cccagctcca
ctgagctaca
<210> 3

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

<400> 3
atgcctgggg

ctagcgctgg
ttctcctect
cagtgcccceg
aatctgaccg

aaccagctgg

1263

cgcggcececge
accgccecge
ccgccagcegg
cgceccgectce
cgctggccag
cgctgacgag
tcctgagett
actactacca
gcgggttect
cgctcgegtt
acaagaccga
tgcccttecce
tcgtgctggt
gccagtgcceg
accccatgtc
cggaccgcag

ccaacccggc

Artificial

(Hs5T4
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gccecggceage
gctgggcagce
ctccgecage
caagagcacc
ccactccacc
ctccaaccac
ccacatcagc
ggagctgcag
cggcctgtec
ccgcgagggce
ggccgectec
cttctcegece
gtgcgtecctg
ccggaagaac
cgagtacccg
cccctacgag

cgtcgecegeg

Descripcidén de secuencia
(secuencia de inicio con base en el tipo silvestre)
para 5T4

accgccecge
accgcccccec
accctcgtec
cccttcteca
aagaccgacg
agcacctccc
aacctgcagt
cgcgacatca
aacatcaagt
accatcaacg
cggtacaacc
cagagcggcg
gtggcccteg
tacggccagce
acctaccaca
aaggtgtccg

gccagcgceca

(véase Figura 3):

cggcccacgg
cggtgcacaa
acaacggcac
tcceccageca
ccagctccac
cccagctcag
tcaactccag
gcgagatgtt
tccggeecgg
tccacgacgt
tgacgatcag
ccggggtcecc
ccatcgtgta
tcgacatctt
cccacgggcg
ccggcaacgg

acctgtga

ggtcacctcc
cgtgacgtcc
cagcgcgcgg
ccactccgac
ccaccacagc
caccggggtg
cctcgaggac
cctgcagatc
gagcgtcgtg
ggagacccag
cgacgtctcc
gggctggggg
cctgatecgece
cccegeecge
gtacgtgccc

cgggagctcc

Secuencia ARN

(glicoproteina de trofoblasto TPBG))

ggtgctcceg gggccccgcecce gccggggacyg

tactcctggg
cggcgcegtt
cgctgtgcga
aggtgcccac

ccgtgctecec

ctgggtctcc
cctggcettec
gtgctccgag
ggacctgccc

tgccggegec

tcgtettete
gccgtgteceg
gcagcgcgca
gcctacgtge

ttcgccegec
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ggcgtctgceg
ccacctectce
cccagccccec
cagtcaagtg
gcaacctctt

ggccgcegcet

gctggcgcga
ggcatcctcc
gctgccggac
cgttaaccgc

ccttaccgge

ggcggagctg

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1668

que codifica

60

120

180

240

300

360



gccgegcetcea
ctgcccagec
gctttctegg
aaccacatcg
gcggccctgce
cacttccttt
ttaagtaata
gaaagcctcc
ttgcaaggtc
cacatggcag
ctcacctgtg
gacctggact
attgttttag
ataaaaaagt
tacagatatg
tga

<210> 4
<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

<400> 4

atgcccggeg
ctggccctgg
ttctccaget
cagtgccccg
aacctgacgg
aaccagctcg
gccgccctga

ctgccgtecec

1263

acctcagcgg
tgcgccagcet
gcagcaatgc
tgcccectga
tggcgggcceg
acctgccgceg
attcgctggt
acctggagga
taccccacat
acatggtgac
catatccgga
gtgacccgat
ccctgatagg
ggatgcataa

aaatcaatgc

Artificial

ggtgcagccg
tgctcctggg
ccgcccectt
ccctgtgcga
aggtgcccac
ccgtcectgece
acctgtccgg

tgcgccagcet

(GC)
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cagccgcectg
cgacctcagce
cagcgtcteg
agatgagcgg
tgcactgcag
ggatgtgctg
gagcctgacc
caatgccctce
tagggttttc
ctggctcaag
aaaaatgagg
tcttccecca
cgctatttte
catcagagat

ggaccccaga

Descripcidén de secuencia
estabilizada

gggcccggece
gtgggtctcc
cctggccage
gtgcagcgag
cgacctccceg
cgcecggegcec
gagccgcectce

cgacctgagc

gacgaggtgc
cacaacccac
gcccccagtce
cagaaccgga
gggctcecgcec
gcccaactge
tacgtgtcct
aaggtccttc
ctggacaaca
gaaacagagg
aatcgggtcc
tcccectgcaaa
ctcetggttt

gcctgecaggg

ttaacgaacc

(véase Figura 4):
que codifica para 5T4

gccggggacyg
agctccagcc
gcggtgtcceg
gccgcgegga
gcctacgtge
ttcgcgegec
gacgaggtgc

cacaaccccc

50

gcgcgggege
tggccgacct
ccettgtgga
gcttcgaggg
gcttggagct
ccagcctcag
tccgcaacct
acaatggcac
atccctgggt
tagtgcaggg
tcttggaact
cctcettatgt
tgtatttgaa
atcacatgga

tcagttctaa

gccgectgeg
ccacctccag
cccagcceccec
ccgtgaagtyg
ggaacctgtt
ggccgeecct
gggccggege

tggccgacct

cttcgagcat
cagtcccttce
actgatcctg
catggtggtg
ggccagcaac
gcacctggac
gacacatcta
cctggctgag
ctgcgactge
caaagaccgg
caacagtgct
cttcctgggt
ccgcaagggg
agggtatcat

ctcggatgtc

secuencia de ARN
(Hs5T4 GC)

gctcgecgege
cgccteccage
gctcccegac
cgtcaaccgc
cctgaccggce
ggccgagctce
gttcgagcac

ctccccectte

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1263

60

120

180

240

300

360

420

480



gccttcageg
aaccacatcg
gcggccctgce
cacttcectgt
ctgtccaaca
gagtccctec
ctgcaggggce
cacatggccg
ctgacgtgeg
gacctcgact
atcgtcctgg
atcaagaagt
taccggtacg
tga

<210> 5
<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

3768

ggagcaacgc
tgccccecga
tggccgggceg
acctgcccceg
acagcctggt
acctggagga
tgccccacat
acatggtgac
cgtaccccga
gcgacccgat
ccctgatcgg
ggatgcacaa

agatcaacgc

Artificial

para Her-2/neu
eritroblédstico v-erb-b2 2));

<400> 5
atggagctgg

gcgagcaccc
acccacctgg
gaactcacct
cagggctacg
attgtgcgag
gacccgctga

cagcttcgaa

cggccttgtg
aagtgtgcac
acatgctccg
acctgcccac
tgctcatcge
gcacccagct
acaataccac

gcctcacaga
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ctcecgtgage
ggacgagcgg
ggccctecag
cgacgtgctc
gtccctceacc
caacgccctg
ccgggtgtte
ctggctgaag
gaagatgcgg
cctgcceccce
cgccatcttce
catccgggac

ggacccccge

Descripcidén de secuencia
(secuencia de inicio con base en el tipo silvestre)
(HsHer2/neu

ccgctggggg

cggcacagac
ccacctctac
caatgccagc
tcacaaccaa
ctttgaggac
ccctgtcaca

gatcttgaaa

gcccectecce
cagaaccgca
ggcctgegcec
gcgcagctge
tacgtcagct
aaggtgctgce
ctcgacaaca
gagaccgagg
aaccgggtgce
tccectgeaga
ctcctggtge
gcctgceegeg

ctgaccaacc

(véase Figura 5):

cgctggtcga
gcttcgaggg
ggctggaget
cgagcctgeg
tccgcaacct
acaacggcac
acccctgggt
tggtccaggg
tcctggaget
ccagctacgt
tgtacctcaa
accacatgga

tgtccagcaa

gctgatcctce
catggtggtc
cgcctccaac
gcacctcgac
gacgcacctg
cctcgecgag
ctgcgactgce
caaggaccgc
gaacagcgcc
gttccteggg
ccgcaagggce
ggggtaccac

ctccgacgtce

Secuencia ARN

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1263

que codifica

(hombélog oncogénico viral de leucemia

ctcctecteg
atgaagctgc
cagggctgcc
ctgtccttec
gtgaggcagg
aactatgccc

ggggcctccc

ggaggggtct

51

ccctettgece
ggctccctge
aggtggtgca
tgcaggatat
tcccactgcea
tggccgtgcet
caggaggcct

tgatccagcg

cccecggagcec
cagtcccgag
gggaaacctg
ccaggaggtg
gaggctgcgg
agacaatgga
gcgggagetg

gaacccccag

60

120

180

240

300

360

420

480



ctctgctacc
ctcacactga
ggctcceget
gcecggtgget
gctgccggcet
agtggcatct
tccatgecca
tacaactacc
gaggtgacag
gtgtgctatg
atccaggagt
tttgatgggg
gagactctgg
gacctcagcg
tactcgctga
ctgggcagtg
ccectgggacc
gaggacgagt
tggggtccag
gtggaggaat
ttgcegtgec
gctgaccagt
cccagcggtyg
ggcgcatgec
ggctgccceg
attctgctgg
aagatccgga

acacctagcg

aggaaggtga

aggacacgat
tagacaccaa
gctggggaga
gtgcccgcetg
gcacgggccc
gtgagctgca
atcccgaggg
tttctacgga
cagaggatgg
gtctgggcat
ttgctggctg
acccagcctc
aagagatcac
tcttccagaa
ccctgcaagg
gactggccct
agctcttteg
gtgtgggcga
ggcccaccca
gccgagtact
accctgagtg
gtgtggcectg
tgaaacctga
agccttgcecec
ccgagcagag
tcgtggtett
agtacacgat
gagcgatgcc

aggtgcttgg
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tttgtggaag
ccgctectegg
gagttctgag
caaggggcca
caagcactct
ctgcccagcece
ccggtataca
cgtgggatcc
aacacagcgg
ggagcacttg
caagaagatc
caacactgcc
aggttaccta
cctgcaagta
gctgggcatc
catccaccat
gaacccgcac
gggcctggee
gtgtgtcaac
gcaggggcte
tcagccccag
tgcccactat
cctctectac
catcaactgc
agccagccct
gggggtggte
gcggagactg
caaccaggcyg

atctggcgcet

gacatcttcc
gcctgccacc
gattgtcaga
ctgcccactg
gactgcctgg
ctggtcacct
ttcggcgcecea
tgcaccctceg
tgtgagaagt
cgagaggtga
tttgggagcc
ccgctccage
tacatctcag
atccggggac
agctggctgg
aacacccacc
caagctctge
tgccaccagce
tgcagccagt
cccagggagt
aatggctcag
aaggaccctc
atgcccatct
acccactcct
ctgacgtcca
tttgggatcc
ctgcaggaaa
cagatgcgga

tttggcacag
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acaagaacaa
cctgttcetcec
gcctgacgceg
actgctgcca
cctgcctcecea
acaacacaga
gctgtgtgac
tctgccecect
gcagcaagcc
gggcagttac
tggcatttct
cagagcagct
catggccgga
gaattctgca
ggctgcgctce
tctgettegt
tccacactgce
tgtgcgecceg
tccttecgggg
atgtgaatgc
tgacctgttt
ccttctgegt
ggaagtttcc
gtgtggacct
tcatctctge
tcatcaagcg
cggagctggt
tcctgaaaga

tctacaaggg

ccagctggcet
gatgtgtaag
cactgtctgt
tgagcagtgt
cttcaaccac
cacgtttgag
tgcctgtccce
gcacaaccaa
ctgtgcccga
cagtgccaat
gccggagage
ccaagtgttt
cagcctgcect
caatggcgcc
actgagggaa
gcacacggtyg
caaccggcca
agggcactgc
ccaggagtgce
caggcactgt
tggaccggag
ggcccgetge
agatgaggag
ggatgacaag
ggtggttggce
acggcagcag
ggagccgctyg
gacggagctg

catctggatc

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



cctgatgggg
CCCaaagcca
tatgtctccc
atgccctatg
gacctgctga
ctcgtacaca
attacagact
gggggcaagg
caccagagtg
aaaccttacg
ctgccccagce
attgactctg
agggaccccc
gacagcacct
gaggagtatc
ggcatggtcc
ctagggctgg
gctggctccg
ctccccacac
ccctctgaga
aaccagccag
cgacctgctg
gtcaaagacg
ggaggagctg
tattactggg
cctacggcag
<210> 6

<211> 3768
<212> ADN
<213> Arti

<220>

agaatgtgaa
acaaagaaat
gccttectggg
gctgcctett
actggtgtat
gggacttggce
tcgggetgge
tgcccatcaa
atgtgtggag
atgggatccc
cccccatcetg
aatgtcggcc
agcgctttgt
tctaccgctce
tggtacccca
accacaggca
agccctctga
atgtatttga
atgaccccag
ctgatggcta
atgttcggcce
gtgccactct
tttttgcctt
cccctecagec
accaggaccc

agaacccaga

ficial
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aattccagtg
cttagacgaa
catctgcctg
agaccatgtc
gcagattgcc
cgctcggaac
tcggctgctg
gtggatggcg
ttatggtgtg
agcccgggag
caccattgat
aagattccgg
ggtcatccag
actgctggag
gcagggcttc
ccgcagctcea
agaggaggcc
tggtgacctg
ccctctacag
cgttgcecccce
ccagccccct
ggaaaggccc
tgggggtgce
ccaccctect
accagagcgg

gtacctgggt

gccatcaaag
gcatacgtga
acatccacgg
cgggaaaacc
aaggggatga
gtgctggtca
gacattgacg
ctggagtcca
actgtgtggg
atccctgacc
gtctacatga
gagttggtgt
aatgaggact
gacgatgaca
ttctgtccag
tctaccagga
cccaggtctce
ggaatggggg
cggtacagtg
ctgacctgca
tcgccccgag
aagactctct
gtggagaacc
cctgccttea
ggggctccac

ctggacgtgc
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tgttgaggga
tggctggtgt
tgcagctggt
gcggacgcect
gctacctgga
agagtcccaa
agacagagta
ttctcecgeeg
agctgatgac
tgctggaaaa
tcatggtcaa
ctgaattctc
tgggcccage
tgggggacct
accctgcccc
gtggcggtgg
cactggcacc
cagccaaggg
aggaccccac
gcccccagcec
agggccctcet
ccccagggaa
ccgagtactt
gcccagectt
ccagcacctt

cagtgtga

aaacacatcc
gggctcccca
gacacagctt
gggctcccag
ggatgtgcgg
ccatgtcaaa
ccatgcagat
gcggttcacc
ttttggggcc
gggggagcgg
atgttggatg
ccgcatggec
cagtcccttg
ggtggatgct
gggcgctggg
ggacctgaca
ctccgaaggg
gctgcaaagc
agtacccctg
tgaatatgtg
gcctgctgec
gaatggggtc
gacaccccag
cgacaacctc

caaagggaca

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3768
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<223> Descripcidén de secuencia (véase Figura 6): secuencia de ARN
estabilizada (GC) que codifica para Her-2/neu (HsHer2/neu GC)

<400> 6

atggagctgg ccgccctctg ccggtgggge ctgctgctceg cgctgcectgec cccgggggec 60
gccagcaccce aggtgtgcac cggcacggac atgaagctcc gcectgcecccge ctcccccgag 120
acccacctgg acatgctccg gcacctgtac caggggtgcc aggtcgtgca gggcaacctg 180
gagctcacct acctgcccac caacgccagc ctgtccttce tccaggacat ccaggaggtg 240
caggggtacg tcctgatcge gcacaaccag gtgcgccagg tgccgctgca gcggctccege 300
atcgtccggg gcacgcagcet gttcgaggac aactacgccce tggceccgtgct cgacaacggce 360
gaccccctga acaacaccac ccccgtgacc ggggccagcce ccggcgggct gcgcgagcetce 420
cagctgcggt ccctgacgga gatcctcaag ggcggggtcce tgatccagcg caacccgcag 480
ctgtgctacc aggacaccat cctctggaag gacatcttcc acaagaacaa ccagctggeg 540
ctgaccctca tcgacaccaa ccggagccgce gcctgccacce cctgctcccce catgtgcaag 600
ggcagccggt gctggggcga gtccagcgag gactgccagt ccctgacgeg caccgtgtge 660
gccgggggcet gcgceccggtg caaggggccce ctgccgaccg actgctgcca cgagcagtgce 720
gccgegggcet gcaccggcecc caagcacagc gactgcctcg cctgcctgca cttcaaccac 780
tccgggatct gcgagctgca ctgccccgee ctcegtgacgt acaacaccga caccttcgag 840
agcatgccca acccggaggg ccgctacacc ttcggggect cctgcgtcac ggcctgecce 900
tacaactacc tgagcaccga cgtgggctcc tgcaccctgg tgtgccccct ccacaaccag 960
gaggtcaccg cggaggacgg gacgcagcgg tgcgagaagt gcagcaagcc ctgcgcccgc 1020
gtgtgctacg gcctgggcat ggagcacctg cgggaggtgce gcgccgtcac ctccgccaac 1080
atccaggagt tcgccgggtg caagaagatc ttcggcagcce tcgegttcect gccggagagce 1140
ttcgacgggg accccgcectc caacaccgcce cccctgcage ccgagcagct gcaggtgttce 1200
gagaccctcg aggagatcac gggctacctg tacatcagcg cctggccgga ctccctgecce 1260
gacctcagcg tgttccagaa cctgcaggtc atccgggggce gcatcctgca caacggcgcec 1320
tactccctca ccctgcaggg cctggggatc agctggctcecg gectgcecggtce cctgcgggag 1380
ctcgggageg gcctggcget gatccaccac aacacccacc tctgcttcegt gcacaccgtg 1440
ccctgggacce agctgttccg caacccccac caggccctge tccacacggce caaccggccg 1500
gaggacgagt gcgtcgggga gggcctggcce tgccaccagce tgtgcgcgeg cggccactgce 1560
tgggggcccg gccccaccca gtgcgtgaac tgctcccagt tcectccgggg gcaggagtgce 1620

54



gtcgaggagt
ctccectgece
gccgaccagt
cccteecggeg
ggggcctgee
ggctgccceg
atcctgctgg
aagatccgga
accccgtceceg
cggaaggtga
cccgacggceg
ccgaaggcca
tacgtcagcc
atgccctacg
gacctgctga
ctggtgcacc
atcaccgact
gggggcaagg
caccagagcg
aagccctacg
ctcceccage
atcgacagcg
cgggaccccc
gacagcacct
gaggagtacc
ggcatggtgc
ctcggectgg
gccggcagceg

ctgccgaccc

gccgegtgcet
accccgagtyg
gcgtggectg
tcaagccgga
agccctgecc
ccgagcagcg
tggtggtcct
agtacaccat
gggcgatgcc
aggtgctggg
agaacgtgaa
acaaggagat
ggctgctegg
ggtgcctgcet
actggtgcat
gggacctggce
tcggectgge
tcccgatcaa
acgtgtggtc
acgggatccc
cccccatcetg
agtgccggcec
agcgcttegt
tctaccggtce
tggtgccgcea
accaccgcca
agccgagcga
acgtcttcga

acgaccccag
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gcagggcctg

ccagccccag
cgcccactac
cctgagctac
gatcaactgc
cgccagceccc
cggcgtggtg
gcgccggctyg
caaccaggcc
cagcggggcece
gatcccegtyg
cctggacgag
catctgcctg
ggaccacgtc
gcagatcgcc
cgcgcgcaac
ccggctgcete
gtggatggce
ctacggggtg
cgcgcgggag
caccatcgac
gcgcttecgg
ggtgatccag
cctgctggag
gcagggcttc
ccggagctcec
ggaggaggcce
cggcgacctc

cccectecag

ccgcgggagt
aacggcagcg
aaggacccgc
atgcccatct
acccactcct
ctcacgtcca
ttcggcatcc
ctccaggaga
cagatgcgca
ttcggcacgg
gccatcaagg
gcgtacgtga
acctccaccg
cgcgagaacc
aagggcatgt
gtcctcgtga
gacatcgacg
ctggagtcca
acggtctggg
atcccggacc
gtgtacatga
gagctggtct
aacgaggacc
gacgacgaca
ttctgceceg
agcacgcgct
ccgcggagcec
gggatgggcg

cgctactceg
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acgtgaacgc
tcacctgctt
ccttctgegt
ggaagttccc
gcgtggacct
tcatcagcge
tgatcaagcg
ccgagctggt
tcctcaagga
tctacaaggg
tcctecgega
tggccggegt
tgcagctggt
ggggccggcet
cctacctcga
agagccccaa
agaccgagta
tcctgegeceg
agctcatgac
tgctggagaa
tcatggtgaa
ccgagttcag
tgggccecge

tgggggacct

accccgceccec
ccgggggcgy
ccctggecce
ccgcgaaggyg

aggaccccac

ccgccactge
cgggcecggag
ggcgcggtge
cgacgaggag
ggacgacaag
cgtggtcggg
gcgccagcag
cgagcccectg
gaccgagctg
gatctggatc
gaacacctcc
ggggagcece
gacgcagctc
cgggagccag
ggacgtgcge
ccacgtgaag
ccacgccgac
gcgcttcacc
cttcggegcece
gggcgagcege
gtgctggatg
ccgcatggec
ctcceccecte
cgtcgacgcc
cggggcggge
ggacctgacc
ctccgagggg
gctgcagtcc

cgtgccgetg

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



cccagcgaga
aaccagcccg
cgccecgegyg
gtcaaggacg
ggcggggcceg
tactactggg
ccgaccgeceg
<210> 7

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

para hTERT

<400> 7
atgccgcgceg

gtgctgccge
cgcggggace
gacgcacggc
gtggcccgag
ttcgcgetge
agctacctgce
ctgcgcegeg
ctggtggctc
gccactcagg
cgggcctgga
gcgaggaggce
ggcgctgcecc
aggacgcgtyg
gaagccacct

cgccagcacc

3399

cggacggcta
acgtgcggcc
gcgccaccct
tgttcgectt
cgccccagcec
accaggaccc

agaaccccga

Artificial

ctccecegetg
tggccacgtt
cggcggcettt
cgccceecge
tgctgcagag
tggacggggc
ccaacacggt
tgggcgacga
ccagctgcge
cccggececcec
accatagcgt
gcgggggcag
ctgagccgga
gaccgagtga
ctttggaggg

acgcgggccc

(HsTERT
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cgtggceccc
ccagcccceg
ggagcggcecece
cggcggggcece
ccacccgcecec
gccggagcge

gtacctgggg

Descripcidén de secuencia
(secuencia de inicio con base en el tipo silvestre)
(transcriptasa inversa telomerasa))

ccgagccgtyg
cgtgcggcge
ccgcgegcetyg
cgcccectec
gctgtgcgag
ccgcgggggce
gaccgacgca
cgtgctggtt
ctaccaggtg
gccacacgct
cagggaggcce
tgccagccga
gcggacgccc
ccgtggttte
tgcgctetcet

cccatccaca

ctgacctgct
agcccccggg
aagaccctgt
gtcgagaacc
cccgcecttea
ggcgcceccc

ctcgacgtgce

(véase Figura 7):

cgctcectge
ctggggcccc
gtggcccagt
ttccgeccagg
cgcggcgcga
cccecccgagg
ctgcggggga
cacctgctgg
tgcgggcecgce
agtggacccc
ggggtccccc
agtctgccgt
gttgggcagg
tgtgtggtgt
ggcacgcgcc

tcgcggecac
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cccecgeagcec
aggggcccct
ccceccggcaa
cggagtacct
gcceccgectt
cctccacctt

ccgtgtga

tgcgcagceca
agggctggcg
gcctggtgtg
tgtcctgect
agaacgtgct
ccttcaccac
gcggggcgtyg
cacgctgcge
cgctgtacca
gaaggcgtct
tgggcctgcec
tgcccaagag
ggtcctgggce
cacctgccag
actcccaccc

cacgtccctg

ggagtacgtc
cccggecgcec
gaacggggtg
cacgccccag
cgacaacctg

caagggcacc

Secuencia ARN

ctaccgcgag
gctggtgcag
cgtgcecetgg
gaaggagctg
ggccttegge
cagcgtgcge
ggggctgctg
gctctttgtg
gctcggegcet
gggatgcgaa
agccccgggt
gcccaggcegt
ccacccgggce
acccgccgaa
atccgtggge

ggacacgcct

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3768

que codifica

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



tgtcccecgg
ctgcggecct
gtggagacca
cgcctgecce
gcgcagtgcec
ccagcagccg
gaggacacag
gtgtacggct
aggcacaacg
gccaagctct
cgcaggagcc
ctggccaagt
ttttatgtca
tggagcaagt
ctgtcggaag
ctccgcettea
ggagccagaa
ctgttcagcg
ctgggcctgg
gacccgccge
ccccaggaca
gtgcgtcggt
agccacgtct
caggagacca
gccagcagtyg
aggggcaagt
ctctgcagcece
gggctgctcc

aaaaccttcc

tgtacgccga
ccttectact
tctttetggg
agcgctactg
cctacggggt
gtgtctgtge
accccecgteg
tcgtgcggge
aacgccgctt
cgctgcagga
caggggttgg
tcctgcactg
cggagaccac
tgcaaagcat
cagaggtcag
tccccaagec
cgttccgeag
tgctcaacta
acgatatcca
ctgagctgta
ggctcacgga
atgccgtggt
ctaccttgac
gccecgetgag
gcctcttega
cctacgtcca
tgtgctacgg
tgcgtttggt

tcaggaccct
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gaccaagcac
cagctctctg
ttccaggccce
gcaaatgcgg
gctcctcaag
ccgggagaag
cctggtgcag
ctgcctgege
cctcaggaac
gctgacgtgg
ctgtgttcceg
gctgatgagt
gtttcaaaag
tggaatcaga
gcagcatcgg
tgacgggctyg
agaaaagagg
cgagcgggcg
cagggcctgg
ctttgtcaag
ggtcatcgcce
ccagaaggcc
agacctccag
ggatgccgtc
cgtcttecta
gtgccagggg
cgacatggag
ggatgatttc

ggtccgaggt

ttcctctact
aggcccagcc
tggatgccag
cccetgttte
acgcactgcc
ccccagggcet
ctgctcegece
cggctggtgce
accaagaagt
aagatgagcg
gccgcagagce
gtgtacgtcg
aacaggctct
cagcacttga
gaagccaggc
cggccgattyg
gccgagegtce
cggcgcceccg
cgcacctteg
gtggatgtga
agcatcatca
gcccatggge
ccgtacatge
gtcatcgagc
cgcttcatgt
atcccgcagg
aacaagctgt
ttgttggtga

gtccctgagt

57

cctcaggcga
tgactggcgce
ggactccccg
tggagctgct
cgctgcgagce
ctgtggcggce
agcacagcag
ccccaggcect
tcatctccct
tgcgggactg
accgtctgceg
tcgagctgcet
ttttctaccg
agagggtgca
ccgccectget
tgaacatgga
tcacctcgag
gcctectggg
tgctgcgtgt
cgggcgcgta
aaccccagaa
acgtccgcaa
gacagttcgt
agagctcctc
gccaccacgc
gctccatcct
ttgcggggat
cacctcacct

atggctgcgt

caaggagcag
tcggaggctce
caggttgccc
tgggaaccac
tgcggtcacc
ccccgaggag
cccectggeag
ctggggctcc
ggggaagcat
cgcttggctg
tgaggagatc
caggtctttc
gaagagtgtc
gctgcgggag
gacgtccaga
ctacgtcgtg
ggtgaaggca
cgcctetgtg
gcgggcccag
cgacaccatc
cacgtactgc
ggccttcaag
ggctcacctg
cctgaatgag
cgtgcgeatc
ctccacgctg
tcggcgggac
cacccacgcg

ggtgaacttg

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



cggaagacag
cagatgccgg
gaggtgcaga
aaccgcggct
aagtgtcaca
atctacaaga
tttcatcagc
tccctetget
gccgccggcece
aagctgactc
acgcagctga
ccggcactgce
<210> 8

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

<400> 8

atgcccecggg
gtcctgcccc
cgcggcgacce
gacgcgcgcc
gtggcccgeg
ttcgccctcece
tcctacctge
ctccgececggg
ctggtggccc
gccacccagg
cgcgcgtgga

gcccgecgge

3399

tggtgaactt
cccacggcect
gcgactactc
tcaaggctgg
gcctgtttet
tcctectget
aagtttggaa
actccatcct
ctctgcectce
gacaccgtgt
gtcggaagct

cctcagactt

Artificial

cccegegcetyg
tggcgacctt
ccgccgectt
cccegeecge
tgctccagceg
tggacggggc
ccaacaccgt
tcggcgacga
cgtcctgege
cccggececcec

accactccgt

gcggcgggag

(GC)

ES 2 668 926 T3

ccctgtagaa
attcccectgg
cagctatgcc
gaggaacatg
ggatttgcag
gcaggcgtac
gaaccccaca
gaaagccaag
cgaggccgtg
cacctacgtg

cccggggacg

caagaccatc

Descripcidén de secuencia
estabilizada

ccgggecgtg
cgtgcggcge
ccgggecectyg
cgccccgage
gctgtgcgag
ccggggcgge
gaccgacgcg
cgtgctggtg
gtaccaggtg
gccccacgcec

ccgggaggcc

cgcctceecgg

gacgaggccc
tgcggectge
cggacctcca
cgtcgcaaac
gtgaacagcc
aggtttcacg
tttttcctge
aacgcaggga
cagtggctgt
ccactcctgg
acgctgactg

ctggactga

(véase Figura 8):
que codifica para hTERT

cgcagcctge
ctcggcceccce
gtcgcceagt
ttccggcagg
cgcggggcga
cccecccgagg
ctccggggga
cacctgctcg
tgcgggceccc
agcggccccc
ggcgtgcccc

agcctgcccec

58

tgggtggcac

tgctggatac
tcagagccag
tctttggggt
tccagacggt
catgtgtgct
gcgtcatctce
tgtcgetggg
gccaccaagc
ggtcactcag

ccctggaggce

tccggtecca
aggggtggcg
gcctegtgtg
tctecctgect
agaacgtcct
ccttcaccac
gcggcgcectg
cccgetgege
cgctctacca
ggcgceggcet
tcgggetgec

tccccaageg

ggcttttgtt
ccggaccctg
tctcaccttce
cttgcggctg
gtgcaccaac
gcagctccca
tgacacggcc
ggccaagggce
attcctgctce
gacagcccag

cgcagccaac

secuencia de ARN
(HsTERT GC)

ctaccgcgag
gctggtgcag
cgtgcegtgg
gaaggagctg
ggccttegge
gagcgtgcge
ggggctgctg
cctgttegte
gctgggcgcece
ggggtgcgag
ggcccecegge

ccecgecggege

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3399

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



ggcgeggece
cgcacccggg
gaggccacca
cggcagcacc
tgcccgecceg
ctgcggecct
gtggagacga
cgcctececge
gcccagtgcec
ccggeegegg
gaggacacgg
gtgtacggct
cggcacaacg
gcgaagctct
cggcgctecc
ctggcgaagt
ttctacgtga
tggtccaagc
ctgagcgagg
ctgcggttca
ggcgeecgga
ctgttctcceg
ctcgggcectgg
gaccccecge
ccccaggacc
gtccgeceggt
agccacgtgt
caggagacga

gcgagctceg

ccgagcccga
gccccagcga
gcctggaggg
acgccggccc
tctacgccga
ccttectget
tcttcctggg
agcggtactg
cctacggggt
gcgtgtgcge
acccccggceg
tcgtccgege
agcgccggtt
ccctgcagga
cgggggtcgg
tcctccactg
ccgagacgac
tgcagagcat
ccgaggtgceg
tccccaagec
ccttcecgeeg
tgctcaacta
acgacatcca
ccgagctcta
ggctgacgga
acgccgtggt
ccaccctgac
gccecectgeg

ggctgttcga

ES 2 668 926 T3

gcggacgccc
ccgcggette
ggccctgtec
ccccagcacyg
gaccaagcac
cagctccctg
ctcececggeceg
gcagatgcgc
cctgctgaag
ccgcgagaag
cctggtgcag
ctgcctgegg
cctgcgcaac
gctgacctgg
ctgcgtgcecec
gctgatgagc
cttccagaag
cggcatccge
gcagcaccgc
ggacgggcte
ggagaagcgc
cgagcgcgcc
ccgggectgg
cttcgtgaag
ggtgatcgcc
gcagaaggcc
cgacctccag
cgacgccgtce

cgtgttecctg

gtggggcagg
tgcgtegtgt
ggcacccgcc
agccgcecge
ttcctctact
cgccccagcec
tggatgcccg
cccetgttec
acccactgcc
ccccagggga
ctgctcegge
cgcectggtge
accaagaagt
aagatgagcg
gccgccgage
gtgtacgtcg
aaccgcctgt
cagcacctca
gaggcccgge
cgccccateg
gcggagcgge
cggcgccecceg
cgcacctteg
gtcgacgtga
tccatcatca
gcgcacggcc
ccgtacatge
gtgatcgagc

cggttcatgt

59

gctcctggge
cccecgeccg
acagccaccc
cccggecectyg
ccagcgggga
tgaccggcge
ggaccccgceg
tggagctcct
cccteeggge
gcgtcgecge
agcactccag
cccecggect
tcatcagcct
tgcgggactg
accggctgceg
tggagctgct
tcttctaccg
agcgggtgca
ccgccectect
tcaacatgga
tgacgagccg
ggctgctggg
tcctgegggt
ccggcgecta
agccccagaa
acgtccgcaa
ggcagttcgt
agtccagctc

gccaccacgc

ccacccgggg
gccggeggag
ctcegtgggg
ggacaccccc
caaggagcag
gcggcgectce
ccggctgecc
gggcaaccac
cgccgtgacc
ccccgaggag
cccgtggcag
ctgggggtcc
gggcaagcac
cgcctggcetce
cgaggagatc
ccggtectte
gaagagcgtc
gctgcgcgag
gacctcccge
ctacgtggtg
ggtcaaggcc
cgccagcgtyg
gcgcgcgcag
cgacaccatc
cacctactgc
ggccttcaag
ggcccacctg
cctcaacgag

cgtccgeatce

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



cggggcaaga
ctgtgctccc
ggcctgctcc
aagacgttcc
cggaagaccg
cagatgcccg
gaggtccaga
aaccgcggct
aagtgccaca
atctacaaga
ttccaccagc
tccectgtget
gccgccggcece
aagctcaccc
acccagctga
cccgcectge
<210> 9

<211>

<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

para WT1

<400> 9
ctgcaggacc

gggcctgggt
gccaagttag
gcgtccgggt
cccgeegtec
cagtgggcgc

ggccccgege

1554

gctacgtgca
tctgctacgg
tgcgectggt
tccggaccct
tggtcaactt
cccacgggcet
gcgactacag
tcaaggccgg
gcctgttect
tcctgetect
aggtctggaa
acagcatcct
ccctgecccag
ggcaccgcgt
gccgcaagcet

cctccgactt

Artificial

(HsWT1

cggcttccac
gcctacagca
gcgccgecga
ctgagccgcea
cctecectggg
cggtgctgga

cgccaccggce

ES 2 668 926 T3

gtgccagggg
ggacatggag
ggacgacttc
ggtgcgcggg
cccegtggag
gttcccetgg
ctcctacgcece
gcggaacatg
ggacctccag
gcaggcgtac
gaaccccacc
caaggccaag
cgaggccgtg
cacgtacgtg
gcccgggacc

caagaccatc

Descripcidén de secuencia
(secuencia de inicio con base en el tipo silvestre)

atcccccagg
aacaagctgt
ctcctggtcea
gtgccggagt
gacgaggccc
tgcggectge
cgcaccagca
cgccggaagce
gtcaactccc
cggttccacg
ttcttectge
aacgccggga
cagtggctct
ccgctgetgg
acgctcaccg

ctcgactga

(véase Figura 9):

(tumor Wilms 1)) ;

gtgtgtcccg
gccagagcag
ggccagcgcet
gcaaatgggc
tggcggcgge
ctttgcgcecec

tcecgecgeca

gagccggcgt
cagggagtcc
gaacgtctcc
tccgacgtge
ggctgtgccec
ccgggegcett

ccececegecge

60

gctccatcct
tcgccggceat
cccegeacct
acggctgcgt
tcgggggcac
tcctggacac
tccgggectce
tgttcggegt
tgcagaccgt
cctgegtgcet
gcgtgatcag
tgtccctggg
gccaccaggc
gctcccteeg

ccctggaggce

ctcagcacac
gggacccggg
agggccggag
gggacctgaa
tgcctgtgag
cggcttacgg

cgccgectea

cagcaccctg
ccgccgggac
gacccacgcc
cgtgaacctg
cgcgttegtyg
ccggacgctyg
cctcacctte
gctgcgectce
gtgcacgaac
gcagctcccg
cgacaccgcc
cgcgaagggg
cttcctgctg
gaccgcgcag

cgccgcgaac

Secuencia ARN

gctccgetcec
cggcatctgg
gagccgcggg
cgcgctgcetg
cggcgceggceg
gtcgttgggce

ctccttcatc

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3399

que codifica

60

120

180

240

300

360

420



aaacaggagc
actgtccact
ggtcctectce
tacctgccca
accttcgacg
aaccactcat
tactcggtge
caggctttge
cttgaatgca
gggagctcca
agcgataacc
gtcttcagag
tcggcatctg
agatatttta
taccagtgtg
caccaaagga
tcceggteceg
cccttecaget
cgccatcaca
<210>
<211>

<212>
<213>

10
1554
ADN
Arti

<220>
<223>

cgagctgggg
tttccggcecea
cgcccagcecea
gctgcctcga
ggacgcccag
tcaagcatga
cgcceceeggt
tgctgaggac
tgacctggaa
gctcagtgaa
acacaacgcc
gcattcagga
agaccagtga
agctgtccca
acttcaagga
gacatacagg
accacctgaa
gtcggtggcece

acatgcatca

ficial

ES 2 668 926 T3

cggcgceggag
gttcactggc
ggcgtcatcc
gagccagccc
ctacggtcac
ggatcccatg
ctatggctgce
gccctacagce
tcagatgaac
atggacagaa
catcctetge
tgtgcgacgt
gaaacgcccc
cttacagatg
ctgtgaacga
tgtgaaacca
gacccacacc
aagttgtcag

gagaaacatg

Descripcidén de secuencia
codifica para WT1

(HsWT1

ccgcacgagg
acagccggag
ggccaggcca
gctattcgca
acgccctege
ggccagcagg
cacaccccca
agtgacaatt
ttaggagcca
gggcagagca
ggagcccaat
gtgcctggag
ttcatgtgtg
cacagcagga
aggttttcte
ttccagtgta
aggactcata
aaaaagtttg

accaaactcc

(véase Figura 10):
(tumor Wilms 1))

agcagtgcct
cctgtcgcta
ggatgtttcc
atcagggtta
accatgcggc
gctcgetggg
ccgacagctg
tataccaaat
ccttaaaggg
accacagcac
acagaataca
tagccccgac
cttacccagg
agcacactgg
gttcagacca
aaacttgtca
caggtaaaac
cccggtcaga

agctggcgcet

gagcgccttce
cgggccctte
taacgcgccc
cagcacggtc
gcagttcccc
tgagcagcag
caccggcagce
gacatcccag
agttgctgct
agggtacgag
cacgcacggt
tcttgtacgg
ctgcaataag
tgagaaacca
gctcaaaaga
gcgaaagttc
aagtgaaaag
tgaattagtc

ttga

Secuencia ARN que
que muestran una

secuencia con contenido GC reducido en regidén 325-408 de la

secuencia en comparacién con la regidn correspondiente de la

secuencia tipo silvestre

<400> 10

atgcaggacc ccgccagcac ctgcgtgccg gagcccgcect cccagcacac cctccggagce

ggccccgggt gectgcagca gcccgagcag cagggcgtcc gcgacccggg cgggatctgg

gcgaagctgg gggccgccga ggcctccgcece gagcggctcec agggccgccg gagccgcgge

61

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1554

60

120

180



gcgtccggga
cccgeegtge
cagtgggccc
ggacctgctc
aagcaggagc
acggtgcact
ggcccgecce
tacctcccct
acgttcgacg
aaccactcct
tactccgtge
caggccctec
ctggagtgca
gggtccagct
tccgacaacc
gtgttccggg
agcgcgtceceg
cgctacttca
taccagtgcg
caccagcggc
agccgcteceg
cccttetect
cgccaccaca
<210>
<211>

<212>
<213>

11
1554
ADN
Arti

<220>
<223>

<400> 11

gcgagccccea
ccagcctggg
ccgtgctcga
ctccacccge
cctecctgggg
tctccgggcea
cccecgagceca
cctgcctgga
ggaccccctce
tcaagcacga
cccegeecgt
tgctgcggac
tgacgtggaa
ccagcgtgaa
acacgacccc
ggatccagga
agacgagcga
agctcagcca
acttcaagga
gccacaccgg
accacctcaa
gccgctggec

acatgcacca

ficial

(GC)

ES 2 668 926 T3

gcagatgggc
cggcgggggce
cttcgctect
tccgcecacct
cggcgccgag
gttcaccggg
ggcctccage
gagccagccg
ctacggccac
ggacccgatg
gtacgggtgc
cccctacage
ccagatgaac
gtggaccgag
catcctgtge
cgtccgecgg
gaagcggccc
cctgcagatg
ctgcgagcge
cgtgaagccg
gacgcacacc
cagctgccag

gcggaacatg

Descripcidén de secuencia
estabilizada

tccgacgtge
gggtgcgccce
ccaggagcta
cctccaccac
ccccacgagg
accgcggggyg
gggcaggccece
gcgatccgca
acccccagcec
gggcagcagg
cacaccccga
tccgacaacc
ctgggggcca
ggccagtcca
ggggcccagt
gtgcccggceg
ttcatgtgcg
cactcccgga
cggttcagcc
ttccagtgca
cggacccaca
aagaagttcg

accaagctgc

(véase Figura 11):
que codifica para WT1

62

gggacctgaa
tgccggtcte
gcgcttacgg
ctccacctca
agcagtgcct
cctgccgceta
ggatgttccc
accagggcta
accacgccgc
gcagcctggg
cggacagctg
tctaccagat
ccctcaaggg
accacagcac
accgcatcca
tggcccegac
cctaccccgg
agcacaccgg
gctccgacca
agacctgcca
ccgggaagac
cccggtecga

agctcgccect

cgcectgcete
cggggcggcece
atctctggga
cagcttcatc
gagcgccttce
cggcccectte
caacgccccc
cagcaccgtc
ccagttcccc
cgagcagcag
caccggctcc
gaccagccag
cgtcgeggcec
cggctacgag
cacccacggc
cctggtecge
ctgcaacaag
ggagaagccc
gctgaagcgg
gcggaagttc
gagcgagaag
cgagctggtg

gtga

secuencia de ARN
(HsWT1 GC)

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1554



atgcaggacc
ggcccegggt
gcgaagctgg
gcgtccggga
cccgeegtge
cagtgggccc
ggcccggecc
aagcaggagc
acggtgcact
ggcccgecce
tacctcccct
acgttcgacg
aaccactcct
tactccgtge
caggccctec
ctggagtgca
gggtccagct
tccgacaacc
gtgttccggg
agcgcgtcceg
cgctacttca
taccagtgcg
caccagcggc
agccgcteeg
cccttectect
cgccaccaca
<210>
<211>

<212>
<213>

12

ADN

<220>

2109

ccgccagcac
gcctgcagcea
gggccgcecga
gcgagcccca
ccagcctggg
ccgtgctcega
cgccceecge
cctecctgggg
tctccgggcea
ccccgagceca
cctgcctgga
ggaccccctce
tcaagcacga
cccegeecgt
tgctgcggac
tgacgtggaa
ccagcgtgaa
acacgacccc
ggatccagga
agacgagcga
agctcagcca
acttcaagga
gccacaccgg
accacctcaa
gccgctggec

acatgcacca

Artificial

ES 2 668 926 T3

ctgcgtgcceg
gcccgagcag
ggcctcegec
gcagatgggc
cggcgggggce
cttcgcecce
cccgccecce
cggcgccgag
gttcaccggg
ggcctccage
gagccagccg
ctacggccac
ggacccgatg
gtacgggtgc
cccctacage
ccagatgaac
gtggaccgag
catcctgtge
cgtccgecgg
gaagcggccc
cctgcagatg
ctgcgagcgce
cgtgaagccg
gacgcacacc
cagctgccag

gcggaacatg

gagcccgcect
cagggcgtcc
gagcggctcc
tccgacgtge
gggtgcgccce
cccggegceca
ccgccgeccc
ccccacgagg
accgcggggyg
gggcaggccece
gcgatccgcea
acccccagcec
gggcagcagg
cacaccccga
tccgacaacc
ctgggggcca
ggccagtcca
ggggcccagt
gtgcccggceg
ttcatgtgcg
cactcccgga
cggttcagcc
ttccagtgca
cggacccaca
aagaagttcg

accaagctgc

63

cccagcacac
gcgacccggg
agggccgceceg
gggacctgaa
tgccggtcte
gcgegtacgg
cccegecgcea
agcagtgcct
cctgccgceta
ggatgttccc
accagggcta
accacgccgc
gcagcctggg
cggacagctg
tctaccagat
ccctcaaggg
accacagcac
accgcatcca
tggcccegac
cctaccccgg
agcacaccgg
gctccgacca
agacctgcca
ccgggaagac
cccggtecga

agctcgccct

cctccggage
cgggatctgg
gagccgegge
cgcectgcete
cggggcggcece
gtccctggge
cagcttcatc
gagcgccttce
cggcccectte
caacgccccc
cagcaccgtc
ccagttcccc
cgagcagcag
caccggctcc
gaccagccag
cgtcgeggcec
cggctacgag
cacccacggc
cctggtecge
ctgcaacaag
ggagaagccc
gctgaagcgg
gcggaagttc
gagcgagaag
cgagctggtg

gtga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1554



<223>

para CEA

<400> 12
atggagtctc

acagcctcac
acgccgttca
catctttttg
ggatatgtaa
atatacccca
accctacacg
tacccggagce
gatgctgtgg
aacaatcaga
actctattca
gtgagtgcca
accatttccc
gcagcctcta
acccaagagc
gcccataact
gagccaccca
gtagccttaa
cagagcctcec
ctcagtgtca
gttgaccaca
tcccecteat
tctaacccac
gagctcttta
aactcagcca
cccaagccct

ttcacctgtg

(CEA

cctecggeccce
ttctaacctt
atgtcgcaga
gctacagctg
taggaactca
atgcatccct
tcataaagtc
tgcccaagcec
ccttcacctg
gcctceceggt
atgtcacaag
ggcgcagtga
ctctaaacac
acccacctgc
tctttatccc
cagacactgg
aacccttcat
cctgtgaacc
cggtcagtcc
caaggaatga
gcgacccagt
acacctatta
ctgcacagta
tctccaacat
gtggccacag
ccatctccag

aacctgaggc

ES 2 668 926 T3

Descripcidén de secuencia
(secuencia de inicio con base en el tipo silvestre)
(antigeno carcinoembridnico)

tccccacaga
ctggaacccg
ggggaaggag
gtacaaaggt
acaagctacc
gctgatccag
agatcttgtg
ctccatctcc
tgaacctgag
cagtcccagg
aaatgacaca
ttcagtcatc
atcttacaga
acagtactct
caacatcact
cctcaatagg
caccagcaac
tgagattcag
caggctgcag
tgtaggaccc
catcctgaat
ccgtccaggg
ttcttggetg
cactgagaag
caggactaca
caacaactcc

tcagaacaca

(véase Figura 12):

tggtgcatcc
cccaccactg
gtgcttctac
gaaagagtgg
ccagggcccg
aacatcatcc
aatgaagaag
agcaacaact
actcaggacg
ctgcagctgt
gcaagctaca
ctgaatgtcc
tcaggggaaa
tggtttgtca
gtgaataata
accacagtca
aactccaacc
aacacaacct
ctgtccaatg
tatgagtgtg
gtcctctatg
gtgaacctca
attgatggga
aacagcggac
gtcaagacaa
aaacccgtgg

acctacctgt
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cctggcagag
ccaagctcac
ttgtccacaa
atggcaaccg
catacagtgg
agaatgacac
caactggcca
ccaaacccgt
caacctacct
ccaatggcaa
aatgtgaaac
tctatggccce
atctgaacct
atgggacttt
gtggatccta
cgacgatcac
ccgtggagga
acctgtggtg
acaacaggac
gaatccagaa
gcccagacga
gcctctectg
acatccagca
tctatacctg
tcacagtctc

aggacaagga

ggtgggtaaa

Secuencia ARN
que codifica
HsCEACAMS) ;

gctcctgcetce
tattgaatcc
tctgccecag
tcaaattata
tcgagagata
aggattctac
gttccgggta
ggaggacaag
gtggtgggta
caggaccctc
ccagaaccca
ggatgccccc
ctcctgecac
ccagcaatcc
tacgtgccaa
agtctatgca
tgaggatgct
ggtaaataat
cctcactcta
caaattaagt
ccccaccatt
ccatgcagcc
acacacacaa
ccaggccaat
tgcggagctg
tgctgtggcece

tggtcagagc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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ctcccagtca gtcccaggct gcagctgtce aatggcaaca ggaccctcac tctattcaat 1680
gtcacaagaa atgacgcaag agcctatgta tgtggaatcc agaactcagt gagtgcaaac 1740
cgcagtgacc cagtcaccct ggatgtcctc tatgggccgg acacccccat catttcccce 1800
ccagactcgt cttacctttc gggagcgaac ctcaacctct cctgccactc ggcctctaac 1860
ccatccccge agtattcttg gecgtatcaat gggataccgce agcaacacac acaagttctce 1920
tttatcgcca aaatcacgcc aaataataac gggacctatg cctgttttgt ctctaacttg 1980
gctactggcc gcaataattc catagtcaag agcatcacag tctctgcatc tggaacttct 2040
cctggtctet cagctgggge cactgtcggce atcatgattg gagtgctggt tggggttget 2100
ctgatatag 2109
<210> 13
<211> 2109
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Descripcidén de secuencia (véase Figura 13): secuencia de ARN
estabilizada (GC) que codifica para CEA (CEACAM5 GC)
<400> 13
atggagagcc cgtcggcccce gccgcaccgg tggtgcatcce cctggcageg cctgctectg 60
accgcgagcc tgctgacgtt ctggaacccg ccgaccaccg ccaagctgac catcgagagc 120
accccgttca acgtggccga gggcaaggag gtcctgctcce tggtgcacaa cctgccccag 180
cacctgttcg ggtacagctg gtacaagggc gagcgggtgg acggcaaccg gcagatcatc 240
ggctacgtga tcggcaccca gcaggccacg ccgggcccgg cctacagcgg gcgggagatc 300
atctacccga acgccagcct gctgatccag aacatcatcc agaacgacac cggcttctac 360
accctccacg tgatcaagtc ggacctggtg aacgaggagg cgaccggcca gttccgggtce 420
tacccggage tgccgaagcc cagcatcagc agcaacaaca gcaagccggt ggaggacaag 480
gacgccgtgg ccttcacctg cgagccggag acccaggacg ccacgtacct gtggtgggtg 540
aacaaccaga gcctgccggt gtcgceccgegg ctgcagctca gcaacggcaa ccgcaccctg 600
accctgttca acgtgacccg gaacgacacc gccagctaca agtgcgagac ccagaacccg 660
gtcagcgcce ggcggagcga cagcgtgatc ctgaacgtgce tgtacggccc cgacgcgcecg 720
acgatctcgc cgctgaacac cagctaccgg agcggcgaga acctcaacct gagctgccac 780
gccgccagca acccgccgge ccagtacagce tggttcgtga acgggacctt ccagcagtceg 840
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acccaggagc
gcccacaaca
gagcccccga
gtggccctga
cagtcgctcc
ctgagcgtga
gtggaccaca
tcgccgaget
agcaacccgc
gagctcttca
aacagcgcga
ccgaagccgt
ttcacctgcg
ctgccggtga
gtgacccgga
cggagcgacc
ccggacagcet
ccgagccecge
ttcatcgccea
gcgaccggcc
cccggectga
ctcatctga

<210>
<211>

<212>
<213>

14
945
ADN

<220>
<223>

tgttcatccc
gcgacacggg
agccgttcat
cctgcgagcec
cggtgagccc
cgcggaacga
gcgacccggt
acacctacta
cggcccagta
tctcgaacat
gcggccacag
cgatcagcag
agcccgaggce
gcccgeggcet
acgacgcccg
cggtgaccct
cgtacctgag
agtactcgtg
agatcacccc

ggaacaacag

gcgccggcgce

Artificial

HsMAGE-A2B) .

<400> 14

(HsMAGE-A2
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gaacatcacc
cctgaaccgg
cacgagcaac
ggagatccag
ccgcctgeag
cgtcggecceg
gatcctgaac
ccggeecggyg
cagctggctg
caccgagaag
ccggacgacc
caacaacagc
ccagaacacc
gcagctctceg
ggcgtacgtc
ggacgtgctg
cggcgccaac
gcggatcaac
gaacaacaac

catcgtcaag

cacggtgggce

Descripcidén de secuencia
(secuencia de inicio con base en
para MAGE-A2

gtgaacaaca
accaccgtga
aacagcaacc
aacaccacct
ctgagcaacg
tacgagtgcg
gtgctgtacg
gtgaacctga
atcgacggca
aacagcggcc
gtgaagacca
aagccggtgg
acgtacctgt
aacggcaacc
tgcgggatcc
tacggcccgg
ctcaacctga
ggcatcccge
ggcacctacg
agcatcaccg

atcatgatcg

(véase Figura 14):
el tipo silvestre)
(familia de antigeno de melanoma A, 2)

gcggcagcta
ccaccatcac
cggtggagga
acctgtggtg
acaaccggac
gcatccagaa
gcccggacga
gcctgagcetg
acatccagca
tgtacacctg
tcaccgtcag
aggacaagga
ggtgggtgaa
gcaccctgac
agaacagcgt
acaccccgat
gctgccacag
agcagcacac
cctgcttegt
tgagcgccag

gcgtgctggt

cacctgccag
cgtctacgcc
cgaggacgcg
ggtgaacaac
cctgaccctg
cgagctcagce
cccgaccatce
ccacgccgcec
gcacacccag
ccaggccaac
cgccgagcetyg
cgcecgtggec
cggccagagce
cctgttcaac
gagcgccaac
catcagcccc
cgccagcaac
gcaggtgctg
gagcaacctg

cgggacctcg

gggcgtggcec

Secuencia ARN

atgcctcttg agcagaggag tcagcactgc aagcctgaag aaggccttga ggcccgagga
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900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2109

que codifica
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gaggccctgg
tcctcttcecta
cctccccaca
agacaatccg
ctggagtccg
ctcctcaagt
agaaattgcc
gtctttggca
tgcctgggcec
ctcctgataa
atctgggagg
catcccagga
gtgcccggcea
accagctatg
tacccacccc
<210>
<211>

<212>
<213>

15
945
ADN

<220>
<223>

<400> 15

atgcccctgg
gaggccctgg
agctccagca
ccgccccact

cggcagtceg
ctcgagagcg

ctcctgaagt
cgcaactgcc

gtgttcggga

gcctggtggg

ctctagtgga
gtcctcaggg
atgagggctc
agttccaagc
atcgagccag
aggacttctt
tcgaggtggt
tctcctacga
tcgtcctgge
agctgagtat
agctgctcat
gtgatcctge
tgaaagtcct

tgcatgaacg

Artificial

agcagcggag
gcctggtggg
cgctcgtcga
cccecccaggg

acgagggcag
agttccaggc

accgcgcgcg
aggacttctt

tcgaggtegt

(GC)
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tgcgcaggcet
agttaccctg
agcctccage
cagcaaccaa
agcaatcagt
ggagccggte
tccegtgatce
ggaagtggtc
tggcctgctg
cataatcgca
gttggaggtg
gcaagatctg
atgctacgag
gcaccataca

ggctttgaga

Descripcidén de secuencia
estabilizada

ccagcactgce
ggcgcaggece
ggtgaccctg
ggccagctcc

ctccaaccag
cgccatctec

ggagcccgtyg
cccegtgatce

ggaggtggtc

cctgctactg
ggggaggtgc
ttctcgacta
gaagaggagg
aggaagatgg
acaaaggcag
ttcagcaaag
cccatcagcec
ggcgacaatc
atagagggcg
tttgagggga
gtgcaggaaa
ttcectgtggg

ctaaagatcg

gagggagaag

(véase Figura 15):
que codifica para MAGE-A2

aagccggagg
cccgecacceg
ggcgaggtgce

ttcagcacca

gaggaggagg
cggaagatgg

accaaggccg
ttctccaagg

cccatctccc
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aggagcagca
ctgctgccga
ccatcaacta
ggccaagaat
ttgagttggt
aaatgctgga
cctccgagta
acttgtacat
aggtcatgcc
actgtgcccc
gggaggacag
actacctgga
gtccaagggc
gtggagaacc

agtga

agggcctcga
aggagcagca
ccgccgegga
ccatcaacta

gccccecgeat
tcgagctggt

agatgctgga
ccagcgagta

acctctacat

gaccgcttcet
ctcaccgagt
cactctttgg
gtttcccgac
tcattttctg
gagtgtcctc
cttgcagctg
ccttgtcacc
caagacaggc
tgaggagaaa
tgtcttecgcea
gtaccggcag
cctcattgaa

tcacatttcc

secuencia de ARN
(HsMAGE-A2B GC)

ggcccgceggyg

gaccgcctcec
ctcceccage
cacgctgtgg

gttcccggac
gcacttcctg

gagcgtcctce
cctgcagcetg

cctggtgacc

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

945

60

120

180

240

300
360

420

480

540



tgcctgggcec
ctcctgatca
atctgggagg
cacccccgcea
gtgcccggga
acgtcctacg
tacccgecge
<210>
<211>

<212>
<213>

16
945
ADN

<220>
<223>

para MAGE-A3

A3)

<400> 16
atgcctcttg

gaggccctgg
tcctettceta
cctccccaga
agccaatcct
ctggagtccg
ctcctcaagt
ggaaattggc
gtctttggca
tgcctgggcec
ctcctgataa
atctgggagg
gatcccaaga
gtccccggcea

accagctatg

tcagctacga
tcgtcctgge
agctcagcat
agctgctcat
gcgacccggce
tgaaggtcct

tgcacgagcg

Artificial

agcagaggag
gcctggtggg
ctctagttga
gtcctcaggg
atgaggactc
agttccaagc
atcgagccag
agtatttctt
tcgagctgat
tctcctacga
tcgtcctgge
agctgagtgt
agctgctcac
gtgatcctge

tgaaagtcct

(MAGE-A3
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cgggctgctg
catcatcgcc
gctggaggtg
gcaggacctg
ctgctacgag
gcaccacacc

ggccctgege

Descripcidén de secuencia
(secuencia de inicio con base en el tipo silvestre)
(familia de antigeno de melanoma A, 3)

tcagcactgc
tgcgcaggcet
agtcaccctg
agcctccage
cagcaaccaa
agcactcagt
ggagccggte
tcctgtgatce
ggaagtggac
tggcctgctg
cataatcgca
gttagaggtg
ccaacatttc
atgttatgaa

gcaccatatg

ggcgacaacc
atcgagggcg
ttcgagggcc
gtccaggaga
ttcctetggg

ctcaagatcg

gagggcgagg

(véase Figura 16):

aagcctgaag
cctgctactg
ggggaggtgc
ctccccacta
gaagaggagg
aggaaggtgg
acaaaggcag
ttcagcaaag
cccatcggcec
ggtgacaatc
agagagggcg
tttgagggga
gtgcaggaaa
ttcectgtggg

gtaaagatca
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aggtgatgcc
actgcgcgcec
gggaggactc
actacctgga
gccceccegege
ggggcgagcece

agtga

aaggccttga
aggagcagga
ctgctgccga
ccatgaacta
ggccaagcac
ccgagttggt
aaatgctggg
cttccagttc
acttgtacat
agatcatgcc
actgtgcccc
gggaagacag
actacctgga

gtccaagggc

gtggaggacc

gaagaccggg
cgaggagaag
cgtgttegec
gtaccggcag
cctgatcgag

ccacatcagc

Secuencia ARN
que codifica
MAGE-

ggcccgagga
ggctgcctcc
gtcaccagat
ccctctetgg
cttcecctgac
tcattttctg
gagtgtcgtc
cttgcagctg
ctttgccacc
caaggcaggc
tgaggagaaa
tatcttgggg
gtaccggcag
cctcgttgaa

tcacatttcc

600

660

720

780

840

900

945

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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tacccacccce tgcatgagtg ggttttgaga gagggggaag agtga 945

<210> 17

<211> 945

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcidén de secuencia (véase Figura 17): a secuencia de ARN
estabilizada (GC) que codifica para MAGE-A3 (MAGE-A3 GC)

<400> 17

atgcccctgg agcagcgctc gcagcactgc aagccggagg agggcctcga ggcccggggc 60

gaggccctgg gcctggtggg cgcgcaggcc ccggccaccg aggagcagga ggccgccagce 120

agcagcagca ccctggtgga ggtgaccctg ggcgaggtgc cggccgcgga gagcccggac 180

ccgceccccagt cgccgcaggg ggccagcagce ctgccgacca cgatgaacta cccgctctgg 240

agccagagct acgaggacag ctcgaaccag gaggaggagg gcccgagcac cttcccggac 300

ctggagagcg agttccaggc cgccctgagc cggaaggtgg ccgagctggt ccacttcctg 360

ctgctcaagt accgggcccg ggagcccgtg accaaggcgg agatgctggg cagcgtggtg 420

ggcaactggc agtacttctt cccggtgatc ttcagcaagg cctcgagcag cctgcagctg 480

gtgttcggca tcgagctgat ggaggtcgac ccgatcggcc acctgtacat cttcgccacc 540

tgcctcggge tgagctacga cggcctgctg ggcgacaacc agatcatgcc gaaggccggc 600

ctgctgatca tcgtgctcgc catcatcgcc cgggagggcg actgcgcgcc ggaggagaag 660

atctgggagg agctgagcgt gctggaggtg ttcgagggcc gcgaggacag catcctgggg 720

gacccgaaga agctgctgac ccagcacttc gtgcaggaga actacctcga gtaccggcag 780

gtgcccggcect cggacccggce ctgctacgag ttcctgtggg gcccgcecgggce cctggtcgag 840

accagctacg tgaaggtgct gcaccacatg gtgaagatca gcggcggccc gcacatcagc 900

tacccgeccgce tgcacgagtg ggtgctgcgg gagggcgagg agtga 945

<210> 18

<211> 429

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Descripcidén de secuencia (véase Figura 18): Secuencia ARN

(secuencia de inicio con base en el tipo silvestre)
para Survivin (repeticidédn IAP baculoviral que contiene 5,

BIRCS)

<400> 18

(Survivin
HsSurvivin (wt)) ;

69

que codifica



atgggtgccc
acattcaaga
gctggcttca
ttcaaggagc
tcgtceggtt
tttttgaaac
aagaaagaat
atggattga

<210>
<211>

<212>
<213>

19
429
ADN

<220>
<223>

<400> 19
atgggcgccc
accttcaaga
gccggcttea
ttcaaggagc
agcagcggct
ttcctgaage
aagaaggagt
atggactga
<210>
<211>

<212>
<213>

20
543
ADN

<220>
<223>

para NY-ESO-1

<400> 20

cgacgttgcc
actggccctt
tccactgcecece
tggaaggctg
gcgctttect
tggacagaga

ttgaggaaac

Artificial

Descripcidén de
estabilizada

ccaccctgcec
actggcecgtt
tccactgcecece
tggagggctg
gcgccttect

tggaccggga

tcgaggagac

Artificial

(GC)
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ccctgectgg
cttggagggc
cactgagaac
ggagccagat
ttctgtcaag
aagagccaag

tgcgaagaaa

gccggectgg
cctggagggce
caccgagaac
ggagccggac
gagcgtgaag
gcgggccaag

cgccaagaag

Descripcidén de secuencia
(secuencia de inicio con base en el tipo silvestre)
(Homo sapiens NY-ESO-1

secuencia
que codifica para Survivin

cagcccttte
tgcgcctgcea
gagccagact
gacgacccca
aagcagtttg
aacaaaattg

gtgcgccegtg

cagccgttec
tgcgcgtgcea
gagccggacc
gacgacccga
aagcagttcg
aacaagatcg

gtgcggcggg

(véase Figura 20):

tcaaggacca
cccecggagceg
tggcccagtyg
tagaggaaca
aagaattaac
caaaggaaac

ccatcgagca

(véase Figura 19):

tcaaggacca
cccecggagceg
tggcccagtyg
tcgaggagca
aggagctgac
cgaaggagac

ccatcgagca

(NY-ESO-1 (wt

ccgcatctet
gatggccgag
tttcttctge
taaaaagcat
ccttggtgaa
caacaataag

gctggctgcec

secuencia de
(HsSurvivin (GC)

ccgcatcteg
gatggccgag
cttcttetge
caagaagcac
gctcggggag
caacaacaag

gctggcegcec

Secuencia ARN
que codifica

))

atgcaggccg aaggccgggg cacagggggt tcgacgggceg atgctgatgg cccaggaggce

cctggcatte ctgatggccc agggggcaat gctggcggcec caggagaggc gggtgccacg

70

60

120

180

240

300

360

420

429

ARN

60
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180

240

300

360

420

429

60

120



ggcggcagag
ccgeggggte
agggggccgg
gaagcagagc
gtgcttctga
gaccaccgcc
tggatcacgc
taa

<210>
<211>

<212>
<213>

21

543
ADN
Arti
<220>
<223>
<400> 21

atgcaggccg
ccgggcatcce
ggcgggcggg
ccgcggggec
cgcggcccgyg
gaggccgagce
gtgctcctga
gaccaccggc
tggatcaccc
tga

<210>
<211>

<212>
<213>

22
3429
ADN
Arti

<220>
<223>

gtcceegggg
cgcatggegg
agagccgect
tggcccgeag
aggagttcac
aactgcagct

agtgctttct

ficial

agggccgegg
cggacggccc
gccecgegggyg
cgcacggcegg
agagccggcet
tggcceggeg
aggagttcac
agctgcagct

agtgcttcct

ficial

(GC)
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cgcaggggca

cgcggcttea
gcttgagttc
gagcctggcec
tgtgtcecgge
ctccatcage

gccegtgttt

Descripcidén de secuencia
estabilizada

caccggcggce
gggcgggaac
cgccggegcec
cgcecgecage
cctggagttce
gagcctggcec
ggtgagcggce
gtcgatcage

gccggtgttce

Descripcidén de secuencia
(secuencia de inicio con base en el tipo silvestre)

gcaagggcct
gggctgaatg
tacctcgccea
caggatgccc
aacatactga
tcctgtcetec

ttggctcage

(véase Figura 21):
que codifica para NY-ESO-1

tcgaccggceg
gcgggcggcece
gcccgggega
ggcctgaacyg
tacctggcca
caggacgccc
aacatcctga
agctgcctcc

ctggcccage

(véase Figura 22):

71

€ggggccggg
gatgctgcag
tgcctttege
caccgcttcec
ctatccgact
agcagctttc

ctccectecagg

acgccgacgg
cgggcgagge
gcggeceegg
ggtgctgcceg
tgccgttege
cgcegetgec
ccatccggcet
agcagctgag

cgcccagcgg

aggaggcgece
atgcggggcece
gacacccatg
cgtgccaggg
gactgctgca
cctgttgatg

gcagaggcgc

secuencia de ARN
(NY-ESO-1(GC) ) :

gccecggegge
cggcgccacc
cgggggcgece
gtgcggcgcee
gaccccgatg
cgtgccggge
gaccgccgceg
cctgctgatg

ccagcgccgg

Secuencia ARN
que codifica

180

240

300

360

420

480

540

543

60

120

180

240

300

360

420

480

540

543



para MAGE-C1

HsMAGEC1 (wt))

<400> 22
atgggggaca

agtcctcaga
tctcctgaga
gaggactcct
cagattcccc
agttctecctg
ggtgaggatg
ttgagtattt
tctgttctece
agttccecctg
cctgtgagcec
actcagagta
tcctectceca
gagggttttg
gtgagtcttt
tctectetec
agttccecctg
cctatgacct
gctcaaagta
ttctcctcecea
gagggttttc
ttgagtattt
tctectetec
agttccecctg
cctgtgagcet
tgtactcaaa

cctgaagggg

aggatatgcc
gttgtcctga
gcgacgacac
cggatcctct
agagttctcc
aggggaagga
tccagtctcec
tccagagttc
agattcctgt
agagtactca
gctccttcte
cttttgaggg
ctttactgag
cccagtctte
tccagagttc
agattcctgt
agagaactca
cctecttcete
cttttgaggg
ctttactgag
cccagtctcec
tacagagttc
agattcctgt
agagaactca
cctectecte
gtacttttga

agaataccca

(HsMAGEC1

ES 2 668 926 T3

tactgctggg
gggggaggac
cctgtatcct
ccagagacct
tgagggcgac
ctcecctgtet
tctgcagaat
ccctgagagt
gagcgccgcec
aagtcctttt
ctccacttta
ttttgcccag
tcttttecag
tctccagatt
ccctgagaga
gagctcctcc
cagtactttt
ctctacttta
ttttcceccag
tcttttecag
tctccagatt
tcctgagagt
gagctcctct
cagtactttt
ctcctccact
gggttttccc

ttctcctcte

atgccgagtc
tcccagtctce
ctccagagtc
cctgagggga
gacacccagt
cctctagaga
cctgcgagtt
actcaaagtc
tcctectceca
gagggttttc
ttgagtattt
tctectetec
agtttctctg
cctgtgagcec
actcagagta
tcctectceca
gagggttttc
ttgagtattt
tctectetec
agttccectg
cctatgacct
gctcaaagtg
ttctcctaca
gagggttttc
ttattgagtc
cagtctcctce

cagattgttc

72

ttctccagag
ctctccagat
ctcagagtcg
aggactccca
ctcctctccea
tttctcagag
ccttcecttcetce
cttttgaggg
ctttagtgag
cccagtctcece
tccagagttc
agattcctgt
agagaactca
cctecttcete
cttttgaggg
ctttattgag
cccagtctcet
tccagagttce
agattcctgg
agagaactca
cctecttcete
cttttgaggg
ctttattgag
cccagtctcece
ttttccagag
tccagattcc

caagtcttcc

(familia de antigeno de melanoma C,

ttcctctgag
tccccagagt
ttctgagggg
gtctcctcte
gaattctcag
ccctectgag
ctctgcttta
ttttcceccag
tattttccag
actccagatt
ccctgagaga
gagcccctcec
gagtactttt
ctccacttta
ttttcceccag
tcttttecag
tctccagatt
tcctgagagt
gagcccctcec
cagtactttt
ctctacttta
ttttcceccag
tcttttecag
tctccagatt
ttcccctgag

tcagagtcct

tgagtgggag

1)

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



gactccctgt
cctcactact
cctcagagcc
cagggggagg
ttccagtett
ccccagagtt
catagtcctc
agtgctcctg
ggagaggact
ctctctecte
cagagtcctg
gagagtcctc
tcecttettet
cctecctgagg
acttcatcga
agtctttcca
tccacttcat
tcctcagaca
gagcccttgt
ctcaaatatc
aggtacacgg
tttggcattt
gacctcacct
attcttattc
gatgtgctga
agggagctcc
aactcttctc
aagaggaaag

tcctcecttaca

ctcctcacta
ttcctcagag
ctcaggggga
actccatgtc
ctctccagag
tcccectgagag
agagccctcc
agggggagga
ccctgtette
tccactttcc
tgagtatctg
agagtcctcc
cctacacttt
ggcctgcecca
gtctttccca
agagttcccc
tgagcccatt
ccttgctaga
tcacttatac
aagtgaagca
gctactttcc
ccctgagaga
ctgaggggtg
tgagtatcat
gtggaatagg
tcactaaagt
ctcctegtta
tagtagagtt

aggatgcttt
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ctttcctceag
ccctectceag
ggactccctg
tcctctcetac
ccctgtgage
ttctcagagt
tgaggggatg
ttccetgtet
tctccatttt
tcagtttcct
ctcctectec
tgaggggect
agcgagtctt
gtctcctcte
gagttctcct
tgagagtcct
cagtgaagag
gagtgattcc
actggatgaa
gcctatcaca
tgtgatcttc
agtggaccct
tctgagtgat
cttcataaag
ggtgcgtgcet
ttgggtgcag
cgaattcctg
tttggccatg

gaaagatgtg

agccctectce
ggggaggact
tcteccteact
tttcctcaga
atctgctcct
cctecctgagg
cactcccaat
cctctccaaa
cctcagagtc
cctcaggggg
acttctttga
gctcagtctc
ctccaaagtt
cagagtcctg
gtgagctcct
ctccagagtc
tccagcagcec
ttgacagaca
aaggtggacg
aaggcagaga
aggaaagccc
gatgactcct
gagcagggca
ggcacctatg
gggagggagce
gaacattacc
tggggtccaa

ctaaagaata

gaagagagag
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agggggagga
ccctgtcetec
actttcctca
gtcctcttcea
cctccactcc
ggcctgtcca
ctcctctcecea
ttcctcagag
ctcctgagtyg
aggacttcca
gtcttcccca
ctctccagag
cccatgagag
tgagctecctt
tccectecte
ctgtgatctc
cagtagatga
gcgagtectt
agttggcgcg
tgctgacgaa
gtgagttcat
atgtctttgt
tgtcccagaa
cctctgagga
actttgectt
tagagtaccg
gagctcattc
ccgtccectat

cccaggcecat

ctccctatcet
tcactacttt
gagccctect
gggggaggaa
atccagtctt
gtctcctcte
gagtcctgag
tcctcttgag
ggaggactcc
gtcttctete
gagtttccct
acctgtcagce
tcctcagagt
cccctectec
cacttcatcg
cttctcctece
atatacaagt
gatagagagc
gtttcttcte
tgtcatcagce
agagatactt
aaacacatta
ccgcectectg
ggtcatctgg
tggggagcce
ggaggtgcce
agaagtcatt
tacctttcca

aattgacacc

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360
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acagatgatt cgactgccac agaaagtgca agctccagtg tcatgtcccc cagcttctcet

tctgagtga

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

23

3429
ADN
Arti
<220>
<223>
<400> 23

atgggcgaca
agcccccagt
tccececgaga
gaggacagct
cagatcccge
tccagceceg
ggcgaggacg
ctgagcatct
tcegtectec
agctcccceg
ccegtgtecc
acccagagca
agcagctcca
gagggcttcg
gtcagcctgt
agccccctec
tccagceceg
cccatgacgt
gcgcagtcca
ttctccagca

gagggcttcc

ctgtccatcc

ficial

aggacatgcc
cctgccecga
gcgacgacac
ccgaccegcet
agagctcccc
agggcaagga
tgcagtcccc
tccagtccag
agatcccggt
agagcaccca
ggagcttctc
ccttcgaggg
ccctectgag
cccagagctce
tccagtccag
agatcccggt
agcggaccca
ccagcttctce
ccttcgaggg
ccctectgag
cccagagccc

tccagagcetce

(GC)

Descripcidén de secuencia
estabilizada

caccgccggg
gggcgaggac
cctgtacccc
gcagcgcccc
cgagggggac
ctcecctgage
gctccagaac
cccecgagtec
gagcgccgcec
gtccccette
cagcacgctc
gttcgcccag
cctgttccag
cctccagatc
cccecgagcege
gtccagctcc
ctccaccttce
cagcaccctc
cttcccecag
cctgttccag
cctccagatc

ccccgagage

(véase Figura 23):
que codifica para MAGE-C1

atgccgagcc
agccagtccc
ctccagtccc
cccgagggcea
gacacgcaga
ccgctggaga
ccggccagcet
acccagagcc
tccagcagca
gagggcttcc
ctgtccatct
tcceegetge
tccttecageg
cccgtgagec
acccagtcca
agcagctcca
gagggcttcc
ctgtccatct
agccccctge
tccagcecceg
ccgatgacct

gcccagtceg

74

tgctccagtce
ccctgcagat
cgcagagccg
aggacagcca
gcccectceca
tctcccagag
ccttcttceag
ccttcgaggg
ccctggtgte
cccagagccc
tccagagctce
agatccccgt
agcggacgca
cgtccttceag
cgttcgaggg
ccctgctgag
cccagagcect
tccagagctce
agatccccgg
agcgcacgca
ccagcttctce

ccttcgaggg

secuencia de ARN
(HsMAGEC1 (GC) ,

cagctccgag
cccgcagagce
gtccgagggg
gtcccecgetg
gaacagccag
cccecccecgag
ctcecgegcetg
gttcccecag
catcttccag
gctgcagatc
cccecgagcege
gagcccctec
gtccaccttc
ctccaccctg
gttcccecag
cctcttecag
gctgcagatc
cccggagagce
gtcccecgage
ctccaccttce
cagcaccctg

gttccceccag

3420

3429

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



agccccctge
agcagccccg
cccgtgtceca
tgcacgcagt
cccgaggggyg
gacagcctgt
ccccactact
ccgcagtccc
cagggggagg
ttccagagct
ccgcagagcet
cactcceccge
agcgcccceg
ggggaggaca
ctgagccccce
cagtccccceg
gagtcccccc
tccttetteca
ccgcccgagg
acctccagct
tccctgagcea
tccacgagcec
tccagcgaca
gagcccctgt
ctgaagtacc
cgctacaccg
ttcgggatca
gacctcacca

atcctgatcc

agatcccggt
agcggaccca
gctccagctce
ccaccttcga
agaacaccca
cccecgeacta
tcccgcagag
cccagggcga
actccatgag
ccctgcagag
tcceccgagte
agagcccccc
agggcgagga
gcctctecag
tccacttccce
tgagcatctg
agagcccgcec
gctacaccct
gcceccgeccea
ccctcagceca
agagctcccc
tctcceegtt
ccctgctgga
tcacctacac
aggtgaagca
gctacttccc
gcctgeggga
gcgagggctg

tgtccatcat
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gtccagctcc
ctccaccttce
cagctccacc
gggcttccce
cagcccgctce
cttccecgeag
cccgccccag
ggacagcctg
cccectcetac
cccegtgtec
cagccagtcc
ggaggggatg
ctcccteage
cctgcacttce
ccagttccceg
ctccagctcc
cgaggggccg
ggcctcecte
gtcccecgetg
gtccagcccc
cgagagcccc
cagcgaggag
gtccgacagce
gctcgacgag
gcccatcacc
ggtgatcttc
ggtggacccc
cctgtccgac

cttcatcaag

ttcagctaca
gagggcttcc
ctcctgagcec
cagagcccgce
cagatcgtgce
agccccecge
ggggaggact
tcceegeact
ttcccceagt
atctgcagct
cccecccgagg
cactcccaga
ccgctgcaga
ccccagtcecce
ccccagggceg
acgagcctgt
gcgcagtccc
ctgcagagct
cagagccccg
gtgtccagct
ctgcagtccc
tccagctccce
ctcaccgact
aaggtggacg
aaggccgaga
cggaaggcgce
gacgactcct
gagcagggga

ggcacctacg

75

cgctgctcte
cccagagccc
tgttccagtc
tgcagatccc
cctcectgece
agggcgagga
ccctgagecc
acttccccca
cccegetgcea
ccagcacccc
gccecggtceca
gccccctgcea
tccececagte
cgcccgagtyg
aggacttcca
ccctccecca
ccctgcagceg
cccacgagag
tgtccagcectt
tccegtecag
ccgtgatcag
ccgtcgacga
ccgagagcect
agctggcccg
tgctgaccaa
gcgagttcat
acgtcttcgt
tgagccagaa

ccagcgagga

cctgttccag
gctgcagatc
cagccccgag
ccagtccccc
cgagtgggag
cagcctctcece
ccactacttc
gagcccgccc
gggcgaggag
ctccagcectce
gagccccectg
gtccccegag
cccgctggag
ggaggacagc
gtccagcctg
gagcttccceg
cccegtgage
cccgcagagce
cccctecage
cacctccagce
cttctccage
gtacaccagc
gatcgagagc
gttcctgctce
cgtcatctcc
cgagatcctc
gaacacgctg
ccgcectgcete

ggtcatctgg

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060



gacgtgctct
cgggagctgc
aacagctccc
aagcggaagg
tccagctaca
accgacgact
agcgagtga

<210>
<211>

<212>
<213>

24

ADN

<220>
<223>

1596

ccgggatcgg

tgaccaaggt
cgcccecggta
tggtggagtt
aggacgccct

ccacggccac

Artificial

(HsMAGEC1 (GC) ,

<400> 24
atgcagtccc

tgcagctcca
cccgagggcec
tcccagagcec
ctgcagatcc
cagtccccge
cagggcgagg
agcctgtccc
cagtcccccc
cagagctccc
agcccegtgt
tccagcecttcec
cagtccccceg
agctccecceg

accgactccg

gtggacgagc

cgctgcaggg
gcaccccctce
cggtccagag
ccctgcagtce
cccagtcccce
ccgagtggga
acttccagtc
tccecccagag
tgcagcgccec
acgagagccc
ccagcttccc
cgtccagcac
tgatcagctt
tcgacgagta
agagcctgat

tggcccggtt

(GC)
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cgtgcgggcece
ctgggtgcag
cgagttcctg
cctggcgatg
gaaggacgtg

cgagagcgceg

Descripcidén de secuencia
estabilizada

cgaggagttc
cagcctecceg
cccectgeac
ccccgagagce
gctggagggg
ggacagcctg
cagcctgcag
cttcccggag
cgtgagctcc
gcagagcccg
ctccagcacc
ctccagctcc
ctccagctcc
caccagctcc
cgagagcgag

cctgctectg

ggccgcgage
gagcactacc
tggggccccc
ctcaagaaca
gaggagcggg

tccagctceg

(véase Figura 24):
que codifica para un MAGE-C1 truncado

cagagctccc
cagagcttcc
tcceccgeaga
gcccccgagg
gaggacagcc
agccccctec
tccececegtga
tccecccaga
ttcttcaget
cccgagggcec
tccagctcecc
ctgagcaaga
acgagcctct
agcgacaccc
cccctgttea

aagtaccagg

76

acttcgectt
tcgagtaccg
gcgcccacag
cggtccccat
cccaggccat

tgatgagccc

tgcagagccc
ccgagtccag
gccceccecegga
gcgaggactc
tctccagect
acttccccca
gcatctgctc
gccecgeccga
acaccctggce
ccgcccagtce
tcagccagtc
gctcccecga
cccegtteag
tgctggagtc
cctacacgct

tgaagcagcc

cggggagccece
cgaggtgccc
cgaggtcatc
caccttccceg
catcgacacc

cagcttctec

secuencia de ARN

cgtgtccatc
ccagtccccc
ggggatgcac
cctcagcecceg
gcacttcccc
gttcccgecece
cagctccacg
ggggccggeg
ctccctectg
cccgctgeag
cagcccegtyg
gagcccectg
cgaggagtcc
cgacagcctc
cgacgagaag

catcaccaag

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3429

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



gccgagatge
aaggcgcgcg
gactcctacg
caggggatga
acctacgcca
cgcgagcact
cactacctcg
ggcccccgceg
aagaacacgg
gagcgggcecce
agctccgtga
<210>
<211>

<212>
<213>

25

ADN

<220>
<223>

para MAGE-C2

1122

tgaccaacgt
agttcatcga
tcttcgtgaa
gccagaaccg
gcgaggaggt
tcgecttegg
agtaccgcga
cccacagcga
tccccatcac
aggccatcat

tgagccccag

Artificial

2) HsMAGE-C2) ;

<400> 25
atgcctcceg

gagttagaag
tccgectett
ctgattcttg
gagagcattc
agctcctgcet
ggggaggata
ctagatgaaa
cctgtaacag
atactcaaga

ggccctgacc

ttccaggcgt
actgggtaga
ccactttgta
gtggtcctga
ccagtagtcc
gctcctettt
caggcacctg
aggtggccga
aggcagagat
gagcccgtga

acttctgtgt

(HsMAGE-C2
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catctceccge
gatcctcttce
cacgctggac
cctgcteatce
catctgggac
ggagcccegg
ggtgcccaac
ggtcatcaag
cttccegtec
cgacaccacc

cttctcecage

Descripcidén de secuencia
(secuencia de inicio con base en el tipo silvestre)
(familia de antigeno de melanoma C,

tccatteccge
tgcacagcat
cttagtattt
ggaggaggag
tccacagggt
ttcatggagc
tcagggcctg
gttagtggag
gctgatgatt
gttcatggag

gtttgcaaac

tacaccggct
gggatcagcc
ctcaccagcg
ctgatcctgt
gtgctctcceg
gagctgctga
agctccecge
cggaaggtgg
agctacaagg

gacgactcca

gagtga

(véase Figura 25):

aacgttgaca
cccacagatg
tccecectett
gtgccctctg
cctccacagg
tcattcagtg
ccagacagtg
ttcctgcetcec
gtcatcaagt
cttctttttg

acagtaggcc

77

acttccecggt
tgcgggaggt
agggctgcct
ccatcatctt
ggatcggcgt
ccaaggtctg
cccggtacga
tggagttcct
acgccctgaa

cggccaccga

acgactcccc
aggaagagga
ctttctceccac
gtgtgatacc
gtcctteccca
aggagtccag
agtcctettt
tcaaatacga
acaaagatta
gccttgecct

tcaccgatga

gatctteccgg
ggaccccgac
gtccgacgag
catcaagggc
gcgggccgge
ggtgcaggag
gttcctgtgg
ggcgatgctc
ggacgtggag

gagcgcgtec

Secuencia ARN
que codifica

gacctcagtt
ggaagcctcc
atcctcttct
aaatcttacc
gagtcctctg
cagccagaaa
cacatataca
agcagaggag
ctttectgtg
gatagaagtg

gggtagtgat

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1596

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



gatgagggca
ggcaactgtg
gggagggagce
ggacattacc
tggggtccaa
ctgaacaaca
gaagagagag
agcctcagtg
<210>
<211>

<212>
<213>

26

ADN

<220>
<223>

<400> 26
atgccceccgg
gagctggagg
tccgcgaget
ctgatcctcg
gagagcatcc
tccagctgcet
ggcgaggaca
ctggacgaga
cccgtcaccg
atcctgaagc
gggcccgacce
gacgagggca
ggcaactgcg
ggccgcgagce
ggccactacc

tggggccccec

1122

tgcccgagaa
cctctgagga
acttcgtcta
tggagtatcg
gagcccattc
ctgttcctag
tccaggccac

tcatgtccag

Artificial

tgcccggegt
actgggtcga
ccacgctcta
ggggccccga
cctccagcecec
gcagctecctt
ccggcacgtyg
aggtggccga
aggccgagat
gcgcceeggga
acttctgcgt
tgccggagaa
cctccgagga
acttcgtgta
tggagtaccg

gggcccacag

(GC)
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cagcctectg
ggtcatctgg
tggggagcct
ggaggtgccc
agaaagcatc
ttcctttecca
aattgatacc

caacgtctcc

Descripcidén de secuencia
estabilizada

cccettecgg
cgcccagcac
cctggtgtte
ggaggaggag
cccgcagggce
cagctggtcc
ccaggggctc
gctggtggag
gctcatgatc
gttcatggag
gttcgccaac

ctccectgetg

ggtgatctygg
cggggagccc
cgaggtgccg

cgagtccatc

attattattc
gaagtgctga
agggagctcc
cacagttctc
aagaagaaag
tcctggtaca
gcagatgatg

ttttctgagt

(véase Figura 26):
que codifica para MAGE-C2

aacgtggaca
ccgaccgacg
agcccctcecea
gtgcccteceg
ccgccccagg
agcttctcceg
ccggactcceg
ttcctectge
gtgatcaagt
ctgctctteg
acggtgggcce
atcatcatcc
gaggtgctga
cgggagctgce
cacagctccc

aagaagaagg
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tgagtgtgat
atgcagtagg
tcactaaagt
ctccatatta
tactagagtt
aggatgcttt

ccactgtcat

ga

acgacagccc
aggaggagga
gcttctccac
gggtcatccc
ggccctecca
aggagagctc
agagctcctt
tgaagtacga
acaaggacta
gcctggegcet
tcaccgacga
tcagcgtcat
acgccgtcgg
tcaccaaggt
cccegtacta

tcctecgagtt

cttcataaag
ggtatatgct
ttgggtgcag
tgaattcctg
tttagccaag
gaaagatgtg

ggccagtgaa

secuencia de ARN
(HsMAGE-C2 GC)

cacctcecgtg
ggaggccage
cagctccagce
gaacctgacc
gagccccectg
cagccagaag
cacctacacc
ggccgaggag
cttccecegtyg
gatcgaggtc
ggggagcgac
cttcatcaag
ggtgtacgcg
ctgggtgcag
cgagttcctg

cctggccaag

720

780

840

900

960

1020

1080

1122

60

120

180

240
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420
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600

660

720

780

840

900

960
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ctgaacaaca ccgtgcccag cagcttccce tcctggtaca aggacgccct caaggacgtce 1020

gaggagcgcg tgcaggccac gatcgacacc gcggacgacg ccaccgtgat ggccagcgag 1080

tccctgageg tcatgtccag caacgtgtcce ttcagcgagt ga 1122
<210> 27

<211> 13

<212> ARN

<213> Artificial

<220>
<223> Descripcidén de secuencia: secuencia de Koszak (véase descripcidnp.
36)

<400> 27

gccgccacca ugg 13
<210> 28

<211> 15

<212> ARN

<213> Artificial

<220>
<223> Descripcidén de secuencia: secuencia estabilizadora genérica (véase
descripcidén p. 36)

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

<223> /reemplazar="citocina"
/reemplazar="uracil"

<220>
<221> wvariacién
<222> (5)..(5)
<223> /reemplazar="citocina"
/reemplazar="uracil"
/reemplazar="guanosina"
/reemplazar="adenosina", o cualquier otro &cido nucleico

<220>

<221> wunidad de repeticidn
<222> (5)..(5)

<223> x = cualquier numero

<220>

<221> wvariacién

<222>  (9)..(9)

<223> /reemplazar="uracil"
/reemplazar="adonosina"

<220>
<221> wunidad de repeticidn
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
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(10) .. (10)
x = cualquier numero

variacién
(10) .. (10)
/reemplazar="pirimidina

variacidén
(13)..(13)

/reemplazar="citocina"
/reemplazar="uracil"

28

nccancccenn ucncc
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Reivindicaciones

1.

Composicion activa inmunoestimuladora que comprende cinco ARN monocistronicos cada
uno codificando un antigeno diferente seleccionado de

NY-ESO-1,

MAGE-C1,

MAGE-C2,

5T4,y

Survivina,

donde el ARN que codifica NY-ESO-1 comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID
No 21 o tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 21,

donde el ARN que codifica MAGE-C1 comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID
No 24 o tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 24,

donde el ARN que codifica MAGE-C2 comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID
No 26 o tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 26,

donde el ARN que codifica 5T4 comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID No 4 o
tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 4,

donde el ARN que codifica Survivina comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID No
19 o tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 19,

donde el contenido de G/C de las regiones codificadoras de dichos ARN esta aumentado en
comparacion con el contenido en G/C de las regiones codificadoras de los ARN de tipo
natural, no estando modificada la secuencia de aminoacidos codificada de dichos ARN en
comparacion con la secuencia de aminoacidos codificada de los ARN de tipo natural.

Composicion activa inmunoestimuladora segun la reivindicacion 1, donde cada uno de los
ARN que codifican NY-ESO-1, MAGEC1, MAGE-C2, 5T4 o Survivina tiene una longitud de
250 a 20.000 nucledtidos.

Composicion activa inmunoestimuladora segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2,
donde el al menos un ARN es un ARNm.

Composicion activa inmunoestimuladora segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que
comprende cinco ARN, donde los cinco ARN comprenden

— SEQID No 4 (5T4),

— SEQ D No 19 (Survivina),

— SEQID No 21 (NY-ESO-1),

— SEQID No 24 (MAGE-C1) o

SEQ ID No 26 (MAGE-C2)

o son idénticos en al menos un 95% a cualquiera de las SEQ ID No 4, SEQ ID No 19, SEQ
ID No 21, SEQ ID No 24 o SEQ ID No 26, respectivamente.

Composicion activa inmunoestimuladora segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
donde al menos un ARN estd complejado con uno o mas policationes.

Composicion activa inmunoestimuladora segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
donde al menos un ARN esta complejado con protamina u oligofectamina.

Composicion activa inmunoestimuladora segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
donde al menos un ARN esta complejado con protamina.

Composicion activa inmunoestimuladora segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
donde la composicion activa ademas comprende al menos un adyuvante, preferentemente
seleccionado del grupo de adyuvantes citados en la figura 35.

Vacuna que comprende una composicion activa inmunoestimuladora segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 8, donde la composicion activa inmunoestimuladora segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8 provoca una respuesta inmune adaptativa.
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Vacuna segun la reivindicacion 9, que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Uso de una composicion activa inmunoestimuladora segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8 o de al menos cinco ARN aislados cada uno codificando un antigeno diferente como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para la preparacion de una vacuna para el
tratamiento del cancer pulmonar de células no pequefas.

Uso de una composicion activa inmunoestimuladora o de al menos cinco ARN aislados cada
uno codificando un antigeno diferente segun la reivindicacion 11 para la preparacion de una
vacuna para el tratamiento de los tres subtipos principales de cancer pulmonar de células no
pequefias, incluyendo carcinoma pulmonar de células escamosas, adenocarcinoma y
carcinoma pulmonar de células grandes.

Uso de al menos cinco ARN aislados cada uno codificando un antigeno diferente segun las
reivindicaciones 11 o 12, donde los al menos cinco ARN se administran en paralelo o por
separado.

Kit que comprende cinco ARN, cada uno codificando un antigeno diferente seleccionado de
NY-ESO-1,

MAGE-C1,

MAGE-C2,

5T4,y

e Survivina,

donde el ARN que codifica NY-ESO-1 comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID
No 21 o tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 21,

donde el ARN que codifica MAGE-C1 comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID
No 24 o tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 24,

donde el ARN que codifica MAGE-C2 comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID
No 26 o tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 26,

donde el ARN que codifica 5T4 comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID No 4 o
tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 4,

donde el ARN que codifica Survivina comprende una secuencia de ARN segun la SEQ ID No
19 o tiene al menos una identidad del 80% con la SEQ ID No 19,

donde el contenido de G/C de las regiones codificadoras de dichos ARN esta aumentado en
comparacion con el contenido en G/C de las regiones codificadoras de los ARN de tipo
natural, no estando modificada la secuencia de aminoacidos codificada de dichos ARN en
comparacion con la secuencia de aminoacidos codificada de los ARN de tipo natural.

Kit segun la reivindicacion 14, donde los cinco ARN comprenden

— SEQID No 4 (5T4),

— SEQ D No 19 (Survivina),

— SEQID No 21 (NY-ESO-1),

- SEQID No 24 (MAGE-C1) o

— SEQID No 26 (MAGE-C2)

o son idénticos en al menos un 95% a cualquiera de las SEQ ID No 4, SEQ ID No 19, SEQ
ID No 21, SEQ ID No 24 o SEQ ID No 26.

Kit segun las reivindicaciones 14 o 15 para su uso en el tratamiento de cancer de pulmén de
células no pequefias.

Kit para su uso segun la reivindicacion 16, donde el cancer de pulmén de células no pequefias
incluye los tres subtipos principales de carcinoma pulmonar de células escamosas,
adenocarcinoma y carcinoma pulmonar de células grandes.

Kit para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16 o 17, donde el kit es un kit de
partes, cada parte conteniendo un ARN diferente para la administracion por separado.
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ATGACACCGGGCACCCAGTCTCCTTTCTTCCTGCTGCTGCTCCTCACAGTGCTTACAGTTGTTACAGGTTCTG
GTCATGCAAGCTCTACCCCAGGTGGAGAAAAGGAGACTTCGGCTACCCAGAGAAGTTCAGTGCCCAGCTCTAC
TGAGAAGAATGCTGTGAGTATGACCAGCAGCGTACTCTCCAGCCACAGCCCCGGTTCAGGCTCCTCCACCACT
CAGGGACAGGATGTCACTCTGGCCCCGGCCACGGAACCAGCTTCAGGTTCAGCTGCCACCTGGGGACAGGATG
TCACCTCGGTCCCAGTCACCAGGCCAGCCCTGGGCTCCACCACCCCGCCAGCCCACGATGTCACCTCAGCCCC
GGACAACAAGCCAGCCCCGGGCTCCACCGCCCCCCCAGCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGACACCAGGLCG
GCCCCGGGCTCCACCGCCCCCCCAGCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGACACCAGGCCGGCCCCGGGLTCCA
CCGCCCCCCCAGCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGACACCAGGCCGGCCCCGGGCTCCACCGCCCCCCCAGL
CCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGACACCAGGCCGGCCCCGGGCTCCACCGCCCCCCCAGCCCACGGTGTCACC
TCGGCCCCGGACACCAGGCCGGCCCCGGGCTCCACCGCCCCCCCAGCCCACGGTGTCACCTCGGCCCCGGALCA
ACAGGCCCGCCTTGGGCTCCACCGCCCCTCCAGTCCACAATGTCACCTCGGCCTCAGGCTCTGCATCAGGCTC
AGCTTCTACTCTGGTGCACAACGGCACCTCTGCCAGGGCTACCACAACCCCAGCCAGCAAGAGCACTCCATTC
TCAATTCCCAGCCACCACTCTGATACTCCTACCACCCTTGCCAGCCATAGCACCAAGACTGATGCCAGTAGCA
CTCACCATAGCTCGGTACCTCCTCTCACCTCCTCCAATCACAGCACTTCTCCCCAGTTGTCTACTGGGGTCTC
TTTCTTTTTCCTGTCTTTTCACATTTCAAACCTCCAGTTTAATTCCTCTCTGGAAGATCCCAGCACCGACTAC
TACCAAGAGCTGCAGAGAGACATTTCTGAAATGTTTTTGCAGATTTATAAACAAGGGGGTTTTCTGGGCCTCT
CCAATATTAAGTTCAGGCCAGGATCTGTGGTGGTACAATTGACTCTGGCCTTCCGAGAAGGTACCATCAATGT
CCACGACGTGGAGACACAGTTCAATCAGTATAAAACGGAAGCAGCCTCTCGATATAACCTGACGATCTCAGAC
GTCAGCGTGAGTGATGTGCCATTTCCTTTCTCTGCCCAGTCTGGGGCTGGGGTGCCAGGCTGGGGCATCGCGC
TGCTGGTGCTGGTCTGTGTTCTGGTTGCGCTGGCCATTGTCTATCTCATTGCCTTGGCTGTCTGTCAGTGCCG
CCGAAAGAACTACGGGCAGCTGGACATCTTTCCAGCCCGGGATACCTACCATCCTATGAGCGAGTACCCCACC
TACCACACCCATGGGCGCTATGTGCCCCCTAGCAGTACCGATCGTAGCCCCTATGAGAAGGTTTCTGCAGGTA
ACGGTGGCAGCAGCCTCTCTTACACAAACCCAGCAGTGGCAGCCGCTTCTGCCAACTTGTAG

FIG. 1
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ATGACCCCCGGCACCCAGAGCCCGTTCTTCCTGCTCCTGCTGCTCACGGTGCTGACCGTCGTGACCGGGTCCG
GCCACGCCAGCTCCACCCCCGGGGGCGAGAAGGAGACGAGCGCCACCCAGCGGTCCAGCGTGCCCTCCAGCAC
CGAGAAGAACGCGGTCTCCATGACCAGCTCCGTGCTGAGCTCCCACAGCCCCGGGTCCGGCAGCTCCACGACC
CAGGGCCAGGACGTGACCCTCGCCCCGGCCACCGAGCCCGCCAGCGGGTCCGCCGCGACGTGGGGCCAGGACG
TCACCAGCGTGCCCGTGACCCGCCCCGCCCTGGGGAGCACCACGCCGCCCGCCCACGACGTCACCTCCGCCCC
CGACAACAAGCCCGCGCCGGGCAGCACCGCCCCCCCCGCCCACGGGGTGACCTCCGCCCCCGACACGCGGCCG
GCCCCCGGCAGCACCGCGCCCCCCGCCCACGGCGTGACCTCCGCCCCGGACACCCGCCCCGCCCCCGGGAGCA
CGGCCCCGCCGGCGCACGGCGTCACCTCCGCCCCCGACACCCGGCCCGCCCCCGGGAGCACCGCCCCGCCCGE
CCACGGCGTGACGTCCGCGCCCGACACCCGCCCGGCCCCCGGCAGCACCGCCCCCCCCGCCCACGGGGTGACC
TCCGCCCCGGACACGCGGCCCGCGCCCGGCAGCACCGCCCCGCCGGCCCACGGGGTCACCTCCGCCCCCGACA
ACCGCCCCGCGCTGGGCAGCACCGCCCCCCCGGTGCACAACGTGACGTCCGCCAGCGGGTCCGCCAGCGGCTC
CGCCAGCACCCTCGTCCACAACGGCACCAGCGCGCGGGCCACCACCACGCCCGCCTCCAAGAGCACCCCCTTC
TCCATCCCCAGCCACCACTCCGACACCCCGACCACGCTGGCCAGCCACTCCACCAAGACCGACGCCAGCTCCA
CCCACCACAGCTCCGTGCCGCCGCTGACGAGCTCCAACCACAGCACCTCCCCCCAGCTCAGCACCGGGGTGTC
CTTCTTCTTCCTGAGCTTCCACATCAGCAACCTGCAGTTCAACTCCAGCCTCGAGGACCCGTCCACCGACTAC
TACCAGGAGCTGCAGCGCGACATCAGCGAGATGTTCCTGCAGATCTACAAGCAGGGCGGGTTCCTCGGCCTGT
CCAACATCAAGTTCCGGCCCGGGAGCGTCGTGGTGCAGCTGACGCTCGCGTTCCGCGAGGGCACCATCAACGT
CCACGACGTGGAGACCCAGTTCAACCAGTACAAGACCGAGGCCGCCTCCCGGTACAACCTGACGATCAGCGAC
GTCTCCGTGAGCGACGTGCCCTTCCCCTTCTCCGCCCAGAGCGGCGCCGGGGTCCCGGGCTGGGGGATCGCGE
TGCTCGTGCTGGTGTGCGTCCTGGTGGCCCTCGCCATCGTGTACCTGATCGCCCTGGCGGTCTGCCAGTGCCG
CCGGAAGAACTACGGCCAGCTCGACATCTTCCCCGCCCGCGACACCTACCACCCCATGTCCGAGTACCCGACC
TACCACACCCACGGGCGGTACGTGCCCCCCAGCTCCACGGACCGCAGCCCCTACGAGAAGGTGTCCGCCGGCA
ACGGCGGGAGCTCCCTGAGCTACACCAACCCGGCCGTCGCCGCGGCCAGCGCCAACCTGTGA

FIG. 2
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atgcctggggggtgctceccggggecccgecgecggggacgggcegtetgeggetggegegactagegetggtac
tcctgggectgggtcectectegtettcecteccacctecteggecatectecttetectecteggegecgttectgge
ttccgecegtgtcecegeccageccececgetgecggaccagtgeccegegetgtgegagtgetececgaggecagegege
acagtcaagtgcgttaaccgcaatctgaccgaggtgcccacggacctgeccgectacgtgegecaacctettec
ttaccggcaaccagctggccgtgetecctgecggegecttegececgecggecgecgetggeggagetggecge
gctcaacctcagcggcagceccgectggacgaggtgecgegegggegecttegageatetgeccagectgegecag
ctcgacctcagccacaacccactggeccgacctcagteecttegetttetecgggecagecaatgecagegtectegg
cccccagtececttgtggaactgatectgaaccacategtgeccectgaagatgageggcagaaccggagcett
cgagggcatggtggtggcggccctgectggegggecgtgecactgcaggggectecegecgettggagetggecage
aaccacttcctttacctgccgegggatgtgetggeccaactgeccagectcaggecacctggacttaagtaata
attcgctggtgagcctgacctacgtgtecttecgcaacctgacacatctagaaagecteccacctggaggacaa
tgccctcaaggtecttcacaatggcaccctggectgagttgcaaggtectaceccacattagggttttectggac
aacaatccctgggtctgcgactgccacatggcagacatggtgacctggectcaaggaaacagaggtagtgcagg
gcaaagaccggctcacctgtgcatatccggaaaaaatgaggaatcgggtcecctettggaactcaacagtgetga
cctggactgtgacccgattcttceccceccatecctgecaaacctettatgtettecctgggtattgttttageectyg
ataggcgctattttcectecctggttttgtatttgaaccgcaaggggataaaaaagtggatgcataacatcagag
atgcctgcagggatcacatggaagggtatcattacagatatgaaatcaatgcggaccccagattaacgaacct
cagttctaactcggatgtctga

FIG. 3

85



ES 2 668 926 T3

ATGCCCGGCGGGTGCAGCCGGGGCCCGGCCGCCGGGGACGGCCGCCTGCGGCTCGCGCGCCTGGCCCTGGTGC
TCCTGGGGTGGGTCTCCAGCTCCAGCCCCACCTCCAGCGCCTCCAGCTTCTCCAGCTCCGCCCCCTTCCTGGC
CAGCGCGGTGTCCGCCCAGCCCCCGCTCCCCGACCAGTGCCCCGCCCTGTGCGAGTGCAGCGAGGCCGCGCGG
ACCGTGAAGTGCGTCAACCGCAACCTGACGGAGGTGCCCACCGACCTCCCGGCCTACGTGCGGAACCTGTTCC
TGACCGGCAACCAGCTCGCCGTCCTGCCCGCCGGCGCCTTCGCGCGCCGGCCGCCCCTGGCCGAGCTCGCCGC
CCTGAACCTGTCCGGGAGCCGCCTCGACGAGGTGCGGGCCGGCGCGTTCGAGCACCTGCCGTCCCTGCGCCAG
CTCGACCTGAGCCACAACCCCCTGGCCGACCTCTCCCCCTTCGCCTTCAGCGGGAGCAACGCCTCCGTGAGCG
CCCCCTCCCCGCTGGTCGAGCTGATCCTCAACCACATCGTGCCCCCCGAGGACGAGCGGCAGAACCGCAGCTT
CGAGGGCATGGTGGTCGCGGCCCTGCTGGCCGGGCGGGCCCTCCAGGGCCTGCGCCGGCTGGAGCTCGCCTCC
AACCACTTCCTGTACCTGCCCCGCGACGTGCTCGCGCAGCTGCCGAGCCTGCGGCACCTCGACCTGTCCAACA
ACAGCCTGGTGTCCCTCACCTACGTCAGCTTCCGCAACCTGACGCACCTGGAGTCCCTCCACCTGGAGGACAA
CGCCCTGAAGGTGCTGCACAACGGCACCCTCGCCGAGCTGCAGGGGCTGCCCCACATCCGGGTGTTCCTCGAC
AACAACCCCTGGGTCTGCGACTGCCACATGGCCGACATGGTGACCTGGCTGAAGGAGACCGAGGTGGTCCAGG
GCAAGGACCGCCTGACGTGCGCGTACCCCGAGAAGATGCGGAACCGGGTGCTCCTGGAGCTGAACAGCGCCGA
CCTCGACTGCGACCCGATCCTGCCCCCCTCCCTGCAGACCAGCTACGTGTTCCTCGGGATCGTCCTGGCCCTG
ATCGGCGCCATCTTCCTCCTGGTGCTGTACCTCAACCGCAAGGGCATCAAGAAGTGGATGCACAACATCCGGG
ACGCCTGCCGCGACCACATGGAGGGGTACCACTACCGGTACGAGATCAACGCGGACCCCCGCCTGACCAACCT
GTCCAGCAACTCCGACGTCTGA

FIG. 4
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ATGGAGCTGGCGGCCTTGTGCCGCTGGGGGCTCCTCCTCGCCCTCTTGCCCCCCGGAGCCGCGAGCACCCAAG
TGTGCACCGGCACAGACATGAAGCTGCGGCTCCCTGCCAGTCCCGAGACCCACCTGGACATGCTCCGCCACCT
CTACCAGGGCTGCCAGGTGGTGCAGGGAAACCTGGAACTCACCTACCTGCCCACCAATGCCAGCCTGTCCTTC
CTGCAGGATATCCAGGAGGTGCAGGGCTACGTGCTCATCGCTCACAACCAAGTGAGGCAGGTCCCACTGCAGA
GGCTGCGGATTGTGCGAGGCACCCAGCTCTTTGAGGACAACTATGCCCTGGCCGTGCTAGACAATGGAGACCC
GCTGAACAATACCACCCCTGTCACAGGGGCCTCCCCAGGAGGCCTGCGGGAGCTGCAGCTTCGAAGCCTCACA
GAGATCTTGAAAGGAGGGGTCTTGATCCAGCGGAACCCCCAGCTCTGCTACCAGGACACGATTTTGTGGAAGG
ACATCTTCCACAAGAACAACCAGCTGGCTCTCACACTGATAGACACCAACCGCTCTCGGGCCTGCCACCCCTG
TTCTCCGATGTGTAAGGGCTCCCGCTGCTGGGGAGAGAGTTCTGAGGATTGTCAGAGCCTGACGCGCACTGTC
TGTGCCGGTGGCTGTGCCCGCTGCAAGGGGCCACTGCCCACTGACTGCTGCCATGAGCAGTGTGCTGCCGGCT
GCACGGGCCCCAAGCACTCTGACTGCCTGGCCTGCCTCCACTTCAACCACAGTGGCATCTGTGAGCTGCACTG
CCCAGCCCTGGTCACCTACAACACAGACACGTTTGAGTCCATGCCCAATCCCGAGGGCCGGTATACATTCGGC
GCCAGCTGTGTGACTGCCTGTCCCTACAACTACCTTTCTACGGACGTGGGATCCTGCACCCTCGTCTGCCCCC
TGCACAACCAAGAGGTGACAGCAGAGGATGGAACACAGCGGTGTGAGAAGTGCAGCAAGCCCTGTGCCCGAGT
GTGCTATGGTCTGGGCATGGAGCACTTGCGAGAGGTGAGGGCAGTTACCAGTGCCAATATCCAGGAGTTTGCT
GGCTGCAAGAAGATCTTTGGGAGCCTGGCATTTCTGCCGGAGAGCTTTGATGGGGACCCAGCCTCCAACACTG
CCCCGCTCCAGCCAGAGCAGCTCCAAGTGTTTGAGACTCTGGAAGAGATCACAGGTTACCTATACATCTCAGC
ATGGCCGGACAGCCTGCCTGACCTCAGCGTCTTCCAGAACCTGCAAGTAATCCGGGGACGAATTCTGCACAAT
GGCGCCTACTCGCTGACCCTGCAAGGGCTGGGCATCAGCTGGCTGGGGCTGCGCTCACTGAGGGAACTGGGCA
GTGGACTGGCCCTCATCCACCATAACACCCACCTCTGCTTCGTGCACACGGTGCCCTGGGACCAGCTCTTTCG
GAACCCGCACCAAGCTCTGCTCCACACTGCCAACCGGCCAGAGGACGAGTGTGTGGGCGAGGGCCTGGCCTGC
CACCAGCTGTGCGCCCGAGGGCACTGCTGGGGTCCAGGGCCCACCCAGTGTGTCAACTGCAGCCAGTTCCTTC
GGGGCCAGGAGTGCGTGGAGGAATGCCGAGTACTGCAGGGGCTCCCCAGGGAGTATGTGAATGCCAGGCACTG
TTTGCCGTGCCACCCTGAGTGTCAGCCCCAGAATGGCTCAGTGACCTGTTTTGGACCGGAGGCTGACCAGTGT
GTGGCCTGTGCCCACTATAAGGACCCTCCCTTCTGCGTGGCCCGCTGCCCCAGCGGTGTGAAACCTGACCTCT
CCTACATGCCCATCTGGAAGTTTCCAGATGAGGAGGGCGCATGCCAGCCTTGCCCCATCAACTGCACCCACTC
CTGTGTGGACCTGGATGACAAGGGCTGCCCCGCCGAGCAGAGAGCCAGCCCTCTGACGTCCATCATCTCTGCG
GTGGTTGGCATTCTGCTGGTCGTGGTCTTGGGGGTGGTCTTTGGGATCCTCATCAAGCGACGGCAGCAGAAGA
TCCGGAAGTACACGATGCGGAGACTGCTGCAGGAAACGGAGCTGGTGGAGCCGCTGACACCTAGCGGAGCGAT
GCCCAACCAGGCGCAGATGCGGATCCTGAAAGAGACGGAGCTGAGGAAGGTGAAGGTGCTTGGATCTGGCGCT
TTTGGCACAGTCTACAAGGGCATCTGGATCCCTGATGGGGAGAATGTGAAAATTCCAGTGGCCATCAAAGTGT
TGAGGGAAAACACATCCCCCAAAGCCAACAAAGAAATCTTAGACGAAGCATACGTGATGGCTGGTGTGGGCTC
CCCATATGTCTCCCGCCTTCTGGGCATCTGCCTGACATCCACGGTGCAGCTGGTGACACAGCTTATGCCCTAT
GGCTGCCTCTTAGACCATGTCCGGGAAAACCGCGGACGCCTGGGCTCCCAGGACCTGCTGAACTGGTGTATGC
AGATTGCCAAGGGGATGAGCTACCTGGAGGATGTGCGGCTCGTACACAGGGACTTGGCCGCTCGGAACGTGCT
GGTCAAGAGTCCCAACCATGTCAAAATTACAGACTTCGGGCTGGCTCGGCTGCTGGACATTGACGAGACAGAG
TACCATGCAGATGGGGGCAAGGTGCCCATCAAGTGGATGGCGCTGGAGTCCATTCTCCGCCGGCGGTTCACCC
ACCAGAGTGATGTGTGGAGTTATGGTGTGACTGTGTGGGAGCTGATGACTTTTGGGGCCAAACCTTACGATGG
GATCCCAGCCCGGGAGATCCCTGACCTGCTGGAAAAGGGGGAGCGGCTGCCCCAGCCCCCCATCTGCACCATT
GATGTCTACATGATCATGGTCAAATGTTGGATGATTGACTCTGAATGTCGGCCAAGATTCCGGGAGTTGGTGT
CTGAATTCTCCCGCATGGCCAGGGACCCCCAGCGCTTTGTGGTCATCCAGAATGAGGACTTGGGCCCAGCCAG
TCCCTTGGACAGCACCTTCTACCGCTCACTGCTGGAGGACGATGACATGGGGGACCTGGTGGATGCTGAGGAG
TATCTGGTACCCCAGCAGGGCTTCTTCTGTCCAGACCCTGCCCCGGGCGCTGGGGGCATGGTCCACCACAGGC
ACCGCAGCTCATCTACCAGGAGTGGCGGTGGGGACCTGACACTAGGGCTGGAGCCCTCTGAAGAGGAGGCCCC
CAGGTCTCCACTGGCACCCTCCGAAGGGGCTGGCTCCGATGTATTTGATGGTGACCTGGGAATGGGGGCAGCC
AAGGGGCTGCAAAGCCTCCCCACACATGACCCCAGCCCTCTACAGCGGTACAGTGAGGACCCCACAGTACCCC
TGCCCTCTGAGACTGATGGCTACGTTGCCCCCCTGACCTGCAGCCCCCAGCCTGAATATGTGAACCAGCCAGA
TGTTCGGCCCCAGCCCCCTTCGCCCCGAGAGGGCCCTCTGCCTGCTGCCCGACCTGCTGGTGCCACTCTGGAA
AGGCCCAAGACTCTCTCCCCAGGGAAGAATGGGGTCGTCAAAGACGTTTTTGCCTTTGGGGGTGCCGTGGAGA
ACCCCGAGTACTTGACACCCCAGGGAGGAGCTGCCCCTCAGCCCCACCCTCCTCCTGCCTTCAGCCCAGCCTT
CGACAACCTCTATTACTGGGACCAGGACCCACCAGAGCGGGGGGCTCCACCCAGCACCTTCAAAGGGACACCT
ACGGCAGAGAACCCAGAGTACCTGGGTCTGGACGTGCCAGTGTGA

FIG. 5
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ATGGAGCTGGCCGCCCTCTGCCGGTGGGGCCTGCTGCTCGCGCTGCTGCCCCCGGGGGCCGCCAGCACCCAGG
TGTGCACCGGCACGGACATGAAGCTCCGCCTGCCCGCCTCCCCCGAGACCCACCTGGACATGCTCCGGCACCT
GTACCAGGGGTGCCAGGTCGTGCAGGGCAACCTGGAGCTCACCTACCTGCCCACCAACGCCAGCCTGTCCTTC
CTCCAGGACATCCAGGAGGTGCAGGGGTACGTCCTGATCGCGCACAACCAGGTGCGCCAGGTGCCGCTGCAGC
GGCTCCGCATCGTCCGGGGCACGCAGCTGTTCGAGGACAACTACGCCCTGGCCGTGCTCGACAACGGCGACCC
CCTGAACAACACCACCCCCGTGACCGGGGCCAGCCCCGGCGGGCTGCGCGAGCTCCAGCTGCGGTCCCTGACG
GAGATCCTCAAGGGCGGGGTCCTGATCCAGCGCAACCCGCAGCTGTGCTACCAGGACACCATCCTCTGGAAGG
ACATCTTCCACAAGAACAACCAGCTGGCGCTGACCCTCATCGACACCAACCGGAGCCGCGCCTGCCACCCCTG
CTCCCCCATGTGCAAGGGCAGCCGGTGCTGGGGCGAGTCCAGCGAGGACTGCCAGTCCCTGACGCGCACCGTG
TGCGCCGGGGGCTGCGCCCGGTGCAAGGGGCCCCTGCCGACCGACTGCTGCCACGAGCAGTGCGCCGCGGGCT
GCACCGGCCCCAAGCACAGCGACTGCCTCGCCTGCCTGCACTTCAACCACTCCGGGATCTGCGAGCTGCACTG
CCCCGCCCTCGTGACGTACAACACCGACACCTTCGAGAGCATGCCCAACCCGGAGGGCCGCTACACCTTCGGG
GCCTCCTGCGTCACGGCCTGCCCCTACAACTACCTGAGCACCGACGTGGGCTCCTGCACCCTGGTGTGCCCCC
TCCACAACCAGGAGGTCACCGCGGAGGACGGGACGCAGCGGTGCGAGAAGTGCAGCAAGCCCTGCGCCCGCGT
GTGCTACGGCCTGGGCATGGAGCACCTGCGGGAGGTGCGCGCCGTCACCTCCGCCAACATCCAGGAGTTCGCC
GGGTGCAAGAAGATCTTCGGCAGCCTCGCGTTCCTGCCGGAGAGCTTCGACGGGGACCCCGCCTCCARCACCG
CCCCCCTGCAGCCCGAGCAGCTGCAGGTGTTCGAGACCCTCGAGGAGATCACGGGCTACCTGTACATCAGCGE
CTGGCCGGACTCCCTGCCCGACCTCAGCGTGTTCCAGAACCTGCAGGTCATCCGGGGGCGCATCCTGCACAAC
GGCGCCTACTCCCTCACCCTGCAGGGCCTGGGGATCAGCTGGCTCGGCCTGCGGTCCCTGCGGGAGCTCGGGA
GCGGCCTGGCGCTGATCCACCACAACACCCACCTCTGCTTCGTGCACACCGTGCCCTGGGACCAGCTGTTCCG
CAACCCCCACCAGGCCCTGCTCCACACGGCCAACCGGCCGGAGGACGAGTGCGTCGGGGAGGGCCTGGCCTGC
CACCAGCTGTGCGCGCGCGGCCACTGCTGGGGGCCCGGCCCCACCCAGTGCGTGAACTGCTCCCAGTTCCTCC
GGGGGCAGGAGTGCGTCGAGGAGTGCCGCGTGCTGCAGGGCCTGCCGCGGGAGTACGTGAACGCCCGCCACTG
CCTCCCCTGCCACCCCGAGTGCCAGCCCCAGAACGGCAGCGTCACCTGCTTCGGGCCGGAGGCCGACCAGTGC
GTGGCCTGCGCCCACTACAAGGACCCGCCCTTCTGCGTGGCGCGGTGCCCCTCCGGCGTCAAGCCGGACCTGA
GCTACATGCCCATCTGGAAGTTCCCCGACGAGGAGGGGGCCTGCCAGCCCTGCCCGATCAACTGCACCCACTC
CTGCGTGGACCTGGACGACAAGGGCTGCCCCGCCGAGCAGCGCGCCAGCCCCCTCACGTCCATCATCAGCGCC
GTGGTCGGGATCCTGCTGGTGGTGGTCCTCGGCGTGGTGTTCGGCATCCTGATCAAGCGGCGCCAGCAGAAGA
TCCGGAAGTACACCATGCGCCGGCTGCTCCAGGAGACCGAGCTGGTCGAGCCCCTGACCCCGTCCGGGGCGAT
GCCCAACCAGGCCCAGATGCGCATCCTCAAGGAGACCGAGCTGCGGAAGGTGAAGGTGCTGGGCAGCGGGGCC
TTCGGCACGGTCTACAAGGGGATCTGGATCCCCGACGGCGAGAACGTGAAGATCCCCGTGGCCATCAAGGTCC
TCCGCGAGAACACCTCCCCGAAGGCCAACAAGGAGATCCTGGACGAGGCGTACGTGATGGCCGGCGTGGGGAG
CCCCTACGTCAGCCGGCTGCTCGGCATCTGCCTGACCTCCACCGTGCAGCTGGTGACGCAGCTCATGCCCTAC
GGGTGCCTGCTGGACCACGTCCGCGAGAACCGGGGCCGGCTCGGGAGCCAGGACCTGCTGAACTGGTGCATGC
AGATCGCCAAGGGCATGTCCTACCTCGAGGACGTGCGCCTGGTGCACCGGGACCTGGCCGCGCGCAACGTCCT
CGTGAAGAGCCCCAACCACGTGAAGATCACCGACTTCGGCCTGGCCCGGCTGCTCGACATCGACGAGACCGAG
TACCACGCCGACGGGGGCAAGGTCCCGATCAAGTGGATGGCCCTGGAGTCCATCCTGCGCCGGCGCTTCACCC
ACCAGAGCGACGTGTGGTCCTACGGGGTGACGGTCTGGGAGCTCATGACCTTCGGCGCCAAGCCCTACGACGG
GATCCCCGCGCGGGAGATCCCGGACCTGCTGGAGAAGGGCGAGCGCCTCCCCCAGCCCCCCATCTGCACCATC
GACGTGTACATGATCATGGTGAAGTGCTGGATGATCGACAGCGAGTGCCGGCCGCGCTTCCGGGAGCTGGTCT
CCGAGTTCAGCCGCATGGCCCGGGACCCCCAGCGCTTCGTGGTGATCCAGAACGAGGACCTGGGCCCCGCCTC
CCCCCTCGACAGCACCTTCTACCGGTCCCTGCTGGAGGACGACGACATGGGGGACCTCGTCGACGCCGAGGAG
TACCTGGTGCCGCAGCAGGGCTTCTTCTGCCCCGACCCCGCCCCCGGGGCGGGCGGCATGGTGCACCACCGCC
ACCGGAGCTCCAGCACGCGCTCCGGGGGCGGGGACCTGACCCTCGGCCTGGAGCCGAGCGAGGAGGAGGCCCC
GCGGAGCCCCCTGGCCCCCTCCGAGGGGGCCGGCAGCGACGTCTTCGACGGCGACCTCGGGATGGGCGCCGCG
AAGGGGCTGCAGTCCCTGCCGACCCACGACCCCAGCCCCCTCCAGCGCTACTCCGAGGACCCCACCGTGCCGC
TGCCCAGCGAGACGGACGGCTACGTGGCCCCCCTGACCTGCTCCCCGCAGCCGGAGTACGTCAACCAGCCCGA
CGTGCGGCCCCAGCCCCCGAGCCCCCGGGAGGGGCCCCTCCCGGCCGCCCGCCCCGCGGGCGCCACCCTGGAG
CGGCCCAAGACCCTGTCCCCCGGCAAGAACGGGGTGGTCAAGGACGTGTTCGCCTTCGGCGGGGCCGTCGAGA
ACCCGGAGTACCTCACGCCCCAGGGCGGGGCCGCGCCCCAGCCCCACCCGCCCCCCGCCTTCAGCCCCGCCTT
CGACAACCTGTACTACTGGGACCAGGACCCGCCGGAGCGCGGCGCCCCCCCCTCCACCTTCARGGGCACCCCG
ACCGCCGAGAACCCCGAGTACCTGGGGCTCGACGTGCCCGTGTGA
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atgccgcgcegcetececgetgecgagecgtgegeteectgetgegecagecactacecgegaggtgetgecgetgg
ccacgttcgtgecggegectggggecccagggectggeggetggtgecagegeggggacccggeggetttecgege
gctggtggceccagtgectggtgtgegtgeecctgggacgcacggeccgeccceccgecgeccectectteecgecag
gtgtcctgectgaaggagectggtggeccgagtgetgcagaggectgtgecgagegeggegegaagaacgtgetgg
cctteggettegegetgetggacggggeccgegggggeccccccgaggecttecaccaccagegtgegeageta
cctgcccaacacggtgaccgacgcactgecgggggagecggggcgtgggggectgetgetgegecgegtgggegac
gacgtgctggttcacctgctggcacgctgegegetetttgtgetggtggectececagetgegectaccaggtgt
gcgggccgcecgcetgtaccagetecggegetgecactcaggeccggecccegecacacgctagtggaccecgaag
gcgtctgggatgcgaacgggcctggaaccatagegtcagggaggeccggggtececectgggectgecageeceg
ggtgcgaggaggcgcgggggcagtgccagecgaagtetgecgttgeccaagaggeccaggegtggegetgecc
ctgagccggagcggacgcccgttgggcaggggtectgggeccacccgggcaggacgegtggaccgagtgaceg
tggtttctgtgtggtgtcacctgeccagacccgecgaagaagecacctetttggagggtgegetetetggecacyg
cgccactcceccacccatceccgtgggecgeccagecaccacgecgggecccccatceccacatecgeggecaccacgtecct
gggacacgccttgtcceccecggtgtacgecgagaccaagcacttectectactectcaggegacaaggagecagcet
gcggccctecttectactcagetectectgaggeccagectgactggegetecggaggetegtggagaccatettt
ctgggttccaggccctggatgeccagggactcececgecaggttgeccecgectgeeccagegetactggecaaatge
ggcccectgtttetggagetgecttgggaaccacgegecagtgececctacggggtgetectcaagacgecactgecc
gctgcgagctgcggtcaccccagcagecggtgtetgtgeccgggagaagecccagggetetgtggeggeccec
gaggaggaggacacagacccccgtcecgectggtgecagetgetecgecagecacagecageccctggecaggtgtacyg
gcttcgtgegggectgectgegecggetggtgecceccaggectectggggectccaggcacaacgaacgecgcett
cctcaggaacaccaagaagttcatctcectggggaagcatgeccaagetectegetgcaggagectgacgtggaag
atgagcgtgcgggactgcgettggctgegcaggageccaggggttggetgtgttecggecgecagagecaccgte
tgcgtgaggagatcctggccaagttectgecactggetgatgagtgtgtacgtegtcgagetgetcaggtettt
cttttatgtcacggagaccacgtttcaaaagaacaggctctttttctaccggaagagtgtctggagcaagttyg
caaagcattggaatcagacagcacttgaagagggtgcagctgcgggagectgtecggaagcagaggtcaggcecage
atcgggaagccaggcccgecctgetgacgtccagactecgettecatecceccaagectgacgggetgeggecgat
tgtgaacatggactacgtcgtgggagccagaacgttccgcagagaaaagagggccgagegtectcacctegagg
gtgaaggcactgttcagcgtgctcaactacgagecgggecgecggecgecccggecteectgggegectetgtgetgg
gcctggacgatatccacagggectggcgcaccttegtgetgegtgtgegggeccaggaccegecgectgagcet
gtactttgtcaaggtggatgtgacgggcgcgtacgacaccatcccccaggacaggctcacggaggtcategec
agcatcatcaaaccccagaacacgtactgcegtgegtecggtatgecgtggteccagaaggecgeccatgggcacyg
tccgcaaggecttcaagagceccacgtetetaccttgacagacctceccageegtacatgegacagttegtggetea
cctgcaggagaccagcccgctgagggatgecgtegtcatecgagecagagetectecectgaatgaggecageagt
ggcctcttegacgtettectacgettcatgtgecaccacgecgtgegecatcaggggcaagtectacgtecagt
gccaggggatcccgcagggctceccatectecteccacgetgetetgecagectgtgetacggegacatggagaacaa
gctgtttgecggggattcggecgggacgggectgetectgegtttggtggatgatttettgttggtgacaccteac
ctcacccacgcgaaaaccttcectcaggaccctggtecgaggtgteccctgagtatggetgegtggtgaacttge
ggaagacagtggtgaacttccctgtagaagacgaggccctgggtggcacggettttgttcagatgecggecca
cggcctattcecetggtgeggectgetgetggatacceggaccctggaggtgcagagegactactceccagetat
gcccggacctcecatcagagceccagtctcaccttcaaccgeggcttcaaggectgggaggaacatgegtecgecaaac
tctttggggtettgeggectgaagtgtcacagectgtttectggatttgcaggtgaacagecteccagacggtgtyg
caccaacatctacaagatcctcecctgectgcaggegtacaggtttcacgecatgtgtgetgecagetecccattteat
cagcaagtttggaagaaccccacatttttectgegegtcatctectgacacggectcecectetgetactecatec
tgaaagccaagaacgcagggatgtcgctgggggceccaagggcgecgecggecctetgecctecgaggeegtgea
gtggctgtgccaccaagcattcctgectcaagetgactcgacaccgtgtcacctacgtgecactectggggtea
ctcaggacagcccagacgcagctgagtcggaagetcecccggggacgacgctgactgeectggaggecgecageca
acccggcactgccecctcagacttcaagaccatectggactga
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ATGCCCCGGGCCCCGCGCTGCCGGGCCGTGCGCAGCCTGCTCCGGTCCCACTACCGCGAGGTCCTGCCCCTGG
CGACCTTCGTGCGGCGCCTCGGCCCCCAGGGGTGGCGGCTGGTGCAGCGCGGCGACCCCGCCGCCTTCCGGGL
CCTGGTCGCCCAGTGCCTCGTGTGCGTGCCGTGGGACGCGCGCCCCCCGCCCGCCGCCCCGAGCTTCCGGCAG
GTCTCCTGCCTGAAGGAGCTGGTGGCCCGCGTGCTCCAGCGGCTGTGCGAGCGCGGGGCGAAGAACGTCCTGG
CCTTCGGCTTCGCCCTCCTGGACGGGGCCCGGGGCGGCCCCCCCGAGGCCTTCACCACGAGCGTGCGCTCCTA
CCTGCCCAACACCGTGACCGACGCGCTCCGGGGGAGCGGCGCCTGGGGGCTGCTGCTCCGCCGGGTCGGCGAC
GACGTGCTGGTGCACCTGCTCGCCCGCTGCGCCCTGTTCGTCCTGGTGGCCCCGTCCTGCGCGTACCAGGTGT
GCGGGCCCCCGCTCTACCAGCTGGGCGCCGCCACCCAGGCCCGGCCCCCGCCCCACGCCAGCGGCCCCCGGCG
CCGGCTGGGGTGCGAGCGCGCGTGGAACCACTCCGTCCGGGAGGCCGGCGTGCCCCTCGGGCTGCCGGCCCCC
GGCGCCCGCCGGCGCGGCGGGAGCGCCTCCCGGAGCCTGCCCCTCCCCAAGCGCCCGCGGCGCGGCGCGGCCC
CCGAGCCCGAGCGGACGCCCGTGGGGCAGGGCTCCTGGGCCCACCCGGGGCGCACCCGGGGCCCCAGCGACCG
CGGCTTCTGCGTCGTGTCCCCCGCCCGGCCGGCGGAGGAGGCCACCAGCCTGGAGGGGGCCCTGTCCGGCACC
CGCCACAGCCACCCCTCCGTGGGGCGGCAGCACCACGCCGGCCCCCCCAGCACGAGCCGCCCGCCCCGGCCCT
GGGACACCCCCTGCCCGCCCGTCTACGCCGAGACCAAGCACTTCCTCTACTCCAGCGGGGACAAGGAGCAGCT
GCGGCCCTCCTTCCTGCTCAGCTCCCTGCGCCCCAGCCTGACCGGCGCGCGGCGCCTCGTGGAGACGATCTTC
CTGGGCTCCCGGCCGTGGATGCCCGGGACCCCGCGCCGGCTGCCCCGCCTCCCGCAGCGGTACTGGCAGATGC
GCCCCCTGTTCCTGGAGCTCCTGGGCAACCACGCCCAGTGCCCCTACGGGGTCCTGCTGAAGACCCACTGCCC
CCTCCGGGCCGCCGTGACCCCGGCCGCGGGCGTGTGCGCCCGCGAGAAGCCCCAGGGGAGCGTCGCCGCCCCC
GAGGAGGAGGACACGGACCCCCGGCGCCTGGTGCAGCTGCTCCGGCAGCACTCCAGCCCGTGGCAGGTGTACG
GCTTCGTCCGCGCCTGCCTGCGGCGCCTGGTGCCCCCCGGCCTCTGGGGGTCCCGGCACAACGAGCGCCGGTT
CCTGCGCAACACCAAGAAGTTCATCAGCCTGGGCAAGCACGCGAAGCTCTCCCTGCAGGAGCTGACCTGGAAG
ATGAGCGTGCGGGACTGCGCCTGGCTCCGGCGCTCCCCGGGGGTCGGCTGCGTGCCCGCCGCCGAGCACCGGL
TGCGCGAGGAGATCCTGGCGAAGTTCCTCCACTGGCTGATGAGCGTGTACGTCGTGGAGCTGCTCCGGTCCTT
CTTCTACGTGACCGAGACGACCTTCCAGAAGAACCGCCTGTTCTTCTACCGGAAGAGCGTCTGGTCCAAGCTG
CAGAGCATCGGCATCCGCCAGCACCTCAAGCGGGTGCAGCTGCGCGAGCTGAGCGAGGCCGAGGTGCGGCAGC
ACCGCGAGGCCCGGCCCGCCCTCCTGACCTCCCGCCTGCGGTTCATCCCCAAGCCGGACGGGCTCCGCCCCAT
CGTCAACATGGACTACGTGGTGGGCGCCCGGACCTTCCGCCGGGAGAAGCGCGCGGAGCGGCTGACGAGCCGG
GTCAAGGCCCTGTTCTCCGTGCTCAACTACGAGCGCGCCCGGCGCCCCGGGCTGCTGGGCGCCAGCGTGCTCG
GGCTGGACGACATCCACCGGGCCTGGCGCACCTTCGTCCTGCGGGTGCGCGCGCAGGACCCCCCGCCCGAGCT
CTACTTCGTGAAGGTCGACGTGACCGGCGCCTACGACACCATCCCCCAGGACCGGCTGACGGAGGTGATCGCC
TCCATCATCAAGCCCCAGAACACCTACTGCGTCCGCCGGTACGCCGTGGTGCAGAAGGCCGCGCACGGCCACG
TCCGCAAGGCCTTCAAGAGCCACGTGTCCACCCTGACCGACCTCCAGCCGTACATGCGGCAGTTCGTGGCCCA
CCTGCAGGAGACGAGCCCCCTGCGCGACGCCGTCGTGATCGAGCAGTCCAGCTCCCTCAACGAGGCGAGCTCC
GGGCTGTTCGACGTGTTCCTGCGGTTCATGTGCCACCACGCCGTCCGCATCCGGGGCAAGAGCTACGTGCAGT
GCCAGGGGATCCCCCAGGGCTCCATCCTCAGCACCCTGCTGTGCTCCCTCTGCTACGGGGACATGGAGAACAA
GCTGTTCGCCGGCATCCGCCGGGACGGCCTGCTCCTGCGCCTGGTGGACGACTTCCTCCTGGTCACCCCGCAC
CTGACCCACGCCAAGACGTTCCTCCGGACCCTGGTGCGCGGGGTGCCGGAGTACGGCTGCGTCGTGAACCTGC
GGAAGACCGTGGTCAACTTCCCCGTGGAGGACGAGGCCCTCGGGGGCACCGCGTTCGTGCAGATGCCCGCCCA
CGGGCTGTTCCCCTGGTGCGGCCTGCTCCTGGACACCCGGACGCTGGAGGTCCAGAGCGACTACAGCTCCTAC
GCCCGCACCAGCATCCGGGCCTCCCTCACCTTCAACCGCGGCTTCAAGGCCGGGCGGAACATGCGCCGGAAGC
TGTTCGGCGTGCTGCGCCTCAAGTGCCACAGCCTGTTCCTGGACCTCCAGGTCAACTCCCTGCAGACCGTGTG
CACGAACATCTACAAGATCCTGCTCCTGCAGGCGTACCGGTTCCACGCCTGCGTGCTGCAGCTCCCGTTCCAC
CAGCAGGTCTGGAAGAACCCCACCTTCTTCCTGCGCGTGATCAGCGACACCGCCTCCCTGTGCTACAGCATCC
TCAAGGCCAAGAACGCCGGGATGTCCCTGGGCGCGAAGGGGGCCGCCGGCCCCCTGCCCAGCGAGGCCGTGCA
GTGGCTCTGCCACCAGGCCTTCCTGCTGAAGCTCACCCGGCACCGCGTCACGTACGTGCCGCTGCTGGGCTCC
CTCCGGACCGCGCAGACCCAGCTGAGCCGCAAGCTGCCCGGGACCACGCTCACCGCCCTGGAGGCCGCCGCGA
ACCCCGCCCTGCCCTCCGACTTCAAGACCATCCTCGACTGA
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ctgcaggacccggctteccacgtgtgtceccggagecggegtectcagecacacgetecegetecgggectgggtgec
tacagcagccagagcagcagggagtccgggaccecgggeggecatctgggecaagttaggegecgecgaggecag
cgctgaacgtcteccagggccggaggagecgeggggegteccgggtectgageecgecagcaaatgggetecgacgtyg
cgggacctgaacgcgctgcectgeccgecgtececteectgggtggeggeggeggetgtgecctgectgtgageg
gcgcggcgcagtgggegecggtgetggactttgegececcecgggegetteggettacgggtegttgggeggecc
cgcgceccgcecaccggcetecgecgecacceccgecgecgecgectecactecttecatcaaacaggagecgagetgg
ggcggcgcggagcecgcacgaggagcagtgectgagegecttcecactgteccactttteceggecagttecactggea
cagccggagcectgtegetacgggecctteggtectecteecgeccagecaggegtecatceggecaggecaggat
gtttcctaacgcgecectacctgeccagetgectegagagecageccgetattegecaatcagggttacagecacyg
gtcaccttcgacgggacgcccagctacggtcacacgeccectegecaccatgeggegecagtteccccaaccacteat
tcaagcatgaggatcccatgggccagcagggctegetgggtgagcagecagtacteggtgecgecceecggteta
tggctgccacacccccaccgacagctgcaccggcagecaggcetttgetgectgaggacgecctacagecagtgac
aatttataccaaatgacatcccagcttgaatgcatgacctggaatcagatgaacttaggagccaccttaaagg
gagttgctgctgggagctccagctcagtgaaatggacagaagggcagagcaaccacagcacagggtacgagag
cgataaccacacaacgcccatcctctgecggageccaatacagaatacacacgcacggtgtcecttcagaggeatt
caggatgtgcgacgtgtgcctggagtagecccegactcecttgtacggtecggecatctgagaccagtgagaaacgcec
ccttcatgtgtgecttacccaggctgcaataagagatattttaagectgteccacttacagatgcacagcaggaa
gcacactggtgagaaaccataccagtgtgacttcaaggactgtgaacgaaggttttcectegttcagaccagetce
aaaagacaccaaaggagacatacaggtgtgaaaccattccagtgtaaaacttgtcagcgaaagttctcceggt
ccgaccacctgaagacccacaccaggactcatacaggtaaaacaagtgaaaagcccttcagetgteggtggec
aagttgtcagaaaaagtttgcccggtcagatgaattagtccgeccatcacaacatgcatcagagaaacatgacc
aaactccagctggcgetttga
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ATGCAGGACCCCGCCAGCACCTGCGTGCCGGAGCCCGCCTCCCAGCACACCCTCCGGAGCGGCCCCGGGTGCC
TGCAGCAGCCCGAGCAGCAGGGCGTCCGCGACCCGGGCGGGATCTGGGCGAAGCTGGGGGCCGCCGAGGCCTC
CGCCGAGCGGCTCCAGGGCCGCCGGAGCCGCGGCGCGTCCGGGAGCGAGCCCCAGCAGATGGGCTCCGACGTG
CGGGACCTGAACGCCCTGCTCCCCGCCGTGCCCAGCCTGGGCGGCGGGGGCGGGTGCGCCCTGCCGGTCTCCG
GGGCGGCCCAGTGGGCCCCCGTGCTCGACTTCGCTCCTCCAGGAGCTAGCGCTTACGGATCTCTGGGAGGACC
TGCTCCTCCACCCGCTCCGCCACCTCCTCCACCACCTCCACCTCACAGCTTCATCAAGCAGGAGCCCTCCTGG
GGCGGCGCCGAGCCCCACGAGGAGCAGTGCCTGAGCGCCTTCACGGTGCACTTCTCCGGGCAGTTCACCGGGA
CCGCGGGGGCCTGCCGCTACGGCCCCTTCGGCCCGCCCCCCCCGAGCCAGGCCTCCAGCGGGCAGGCCCGGAT
GTTCCCCAACGCCCCCTACCTCCCCTCCTGCCTGGAGAGCCAGCCGGCGATCCGCAACCAGGGCTACAGCACC
GTCACGTTCGACGGGACCCCCTCCTACGGCCACACCCCCAGCCACCACGCCGCCCAGTTCCCCAACCACTCCT
TCAAGCACGAGGACCCGATGGGGCAGCAGGGCAGCCTGGGCGAGCAGCAGTACTCCGTGCCCCCGCCCGTGTA
CGGGTGCCACACCCCGACGGACAGCTGCACCGGCTCCCAGGCCCTCCTGCTGCGGACCCCCTACAGCTCCGAC
AACCTCTACCAGATGACCAGCCAGCTGGAGTGCATGACGTGGAACCAGATGAACCTGGGGGCCACCCTCAAGG
GCGTCGCGGCCGGGTCCAGCTCCAGCGTGAAGTGGACCGAGGGCCAGTCCAACCACAGCACCGGCTACGAGTC
CGACAACCACACGACCCCCATCCTGTGCGGGGCCCAGTACCGCATCCACACCCACGGCGTGTTCCGGGGGATC
CAGGACGTCCGCCGGGTGCCCGGCGTGGCCCCGACCCTGGTCCGCAGCGCGTCCGAGACGAGCGAGAAGCGGC
CCTTCATGTGCGCCTACCCCGGCTGCAACAAGCGCTACTTCAAGCTCAGCCACCTGCAGATGCACTCCCGGAA
GCACACCGGGGAGAAGCCCTACCAGTGCGACTTCAAGGACTGCGAGCGCCGGTTCAGCCGCTCCGACCAGCTG
AAGCGGCACCAGCGGCGCCACACCGGCGTGAAGCCGTTCCAGTGCAAGACCTGCCAGCGGAAGTTCAGCCGCT
CCGACCACCTCAAGACGCACACCCGGACCCACACCGGGAAGACGAGCGAGAAGCCCTTCTCCTGCCGCTGGCC
CAGCTGCCAGAAGAAGTTCGCCCGGTCCGACGAGCTGGTGCGCCACCACAACATGCACCAGCGGAACATGACC
AAGCTGCAGCTCGCCCTGTGA

FIG.10 A

GCG CCC CCG GGC GCT TCG GCT TAC GGG TCG TTG GGC GGC CCC
GCG CCG CCA CCG GCT CCG CCG CCA CCC CCG CCG CcCG ccG ccT

FIG.10 B

GCC CCC CCC GGC GCC AGC GCG TAC GGG TCC CTG GGC GGC CCG
Ala Pro Pro Gly Ala Ser Ala Tyr Gly Ser Leu Gly Gly Pro

GCC CCG CCC CCC GCC CCG CCC CcCc CcCcG ccG ccc cce ccG ceca
Ala Pro Pro Pro Ala Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro

FIG.10C

GCT CCT CCA GGA GCT AGC GCT TAC GGA TCT CTG GGA GGA CCT
Ala Pro Pro Gly Ala Ser Ala Tyr Gly Ser Leu Gly Gly Pro

GCT CCT CCA CCC GCT CCG CCA CCT CCT CCA CCAa CCT ccaAa ccT
Ala Pro Pro Pro Ala Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro
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ATGCAGGACCCCGCCAGCACCTGCGTGCCGGAGCCCGCCTCCCAGCACACCCTCCGGAGCGGCCCCGGGTGCC
TGCAGCAGCCCGAGCAGCAGGGCGTCCGCGACCCGGGCGGGATCTGGGCGAAGCTGGGGGCCGCCGAGGCCTC
CGCCGAGCGGCTCCAGGGCCGCCGGAGCCGCGGCGCGTCCGGGAGCGAGCCCCAGCAGATGGGCTCCGACGTG
CGGGACCTGAACGCCCTGCTCCCCGCCGTGCCCAGCCTGGGCGGCGGGGGCGGGTGCGCCCTGCCGGTCTCCG
GGGCGGCCCAGTGGGCCCCCGTGCTCGACTTCGCCCCCCCCGGCGCCAGCGCGTACGGGTCCCTGGGCGGCCC
GGCCCCGCCCCCCGCCCCGCCCCCCCCGCCGCCCCCCCCGCCGCACAGCTTCATCAAGCAGGAGCCCTCCTGG
GGCGGCGCCGAGCCCCACGAGGAGCAGTGCCTGAGCGCCTTCACGGTGCACTTCTCCGGGCAGTTCACCGGGA
CCGCGGGGGCCTGCCGCTACGGCCCCTTCGGCCCGCCCCCCCCGAGCCAGGCCTCCAGCGGGCAGGCCCGGAT
GTTCCCCAACGCCCCCTACCTCCCCTCCTGCCTGGAGAGCCAGCCGGCGATCCGCAACCAGGGCTACAGCACC
GTCACGTTCGACGGGACCCCCTCCTACGGCCACACCCCCAGCCACCACGCCGCCCAGTTCCCCAACCACTCCT
TCAAGCACGAGGACCCGATGGGGCAGCAGGGCAGCCTGGGCGAGCAGCAGTACTCCGTGCCCCCGCCCGTGTA
CGGGTGCCACACCCCGACGGACAGCTGCACCGGCTCCCAGGCCCTCCTGCTGCGGACCCCCTACAGCTCCGAC
AACCTCTACCAGATGACCAGCCAGCTGGAGTGCATGACGTGGAACCAGATGAACCTGGGGGCCACCCTCAAGG
GCGTCGCGGCCGGGTCCAGCTCCAGCGTGAAGTGGACCGAGGGCCAGTCCAACCACAGCACCGGCTACGAGTC
CGACAACCACACGACCCCCATCCTGTGCGGGGCCCAGTACCGCATCCACACCCACGGCGTGTTCCGGGGGATC
CAGGACGTCCGCCGGGTGCCCGGCGTGGCCCCGACCCTGGTCCGCAGCGCGTCCGAGACGAGCGAGAAGCGGC
CCTTCATGTGCGCCTACCCCGGCTGCAACAAGCGCTACTTCAAGCTCAGCCACCTGCAGATGCACTCCCGGAA
GCACACCGGGGAGAAGCCCTACCAGTGCGACTTCAAGGACTGCGAGCGCCGGTTCAGCCGCTCCGACCAGCTG
AAGCGGCACCAGCGGCGCCACACCGGCGTGAAGCCGTTCCAGTGCAAGACCTGCCAGCGGAAGTTCAGCCGCT
CCGACCACCTCAAGACGCACACCCGGACCCACACCGGGAAGACGAGCGAGAAGCCCTTCTCCTGCCGCTGGCC
CAGCTGCCAGAAGAAGTTCGCCCGGTCCGACGAGCTGGTGCGCCACCACAACATGCACCAGCGGAACATGACC
AAGCTGCAGCTCGCCCTGTGA
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ATGGAGTCTCCCTCGGCCCCTCCCCACAGATGGTGCATCCCCTGGCAGAGGCTCCTGCTCACAGCCTCACTTC
TAACCTTCTGGAACCCGCCCACCACTGCCAAGCTCACTATTGAATCCACGCCGTTCAATGTCGCAGAGGGGAA
GGAGGTGCTTCTACTTGTCCACAATCTGCCCCAGCATCTTTTTGGCTACAGCTGGTACAAAGGTGAAAGAGTG
GATGGCAACCGTCAAATTATAGGATATGTAATAGGAACTCAACAAGCTACCCCAGGGCCCGCATACAGTGGTC
GAGAGATAATATACCCCAATGCATCCCTGCTGATCCAGAACATCATCCAGAATGACACAGGATTCTACACCCT
ACACGTCATAAAGTCAGATCTTGTGAATGAAGAAGCAACTGGCCAGTTCCGGGTATACCCGGAGCTGCCCAAG
CCCTCCATCTCCAGCAACAACTCCAAACCCGTGGAGGACAAGGATGCTGTGGCCTTCACCTGTGAACCTGAGA
CTCAGGACGCAACCTACCTGTGGTGGGTAAACAATCAGAGCCTCCCGGTCAGTCCCAGGCTGCAGCTGTCCAA
TGGCAACAGGACCCTCACTCTATTCAATGTCACAAGAAATGACACAGCAAGCTACAAATGTGAAACCCAGAAC
CCAGTGAGTGCCAGGCGCAGTGATTCAGTCATCCTGAATGTCCTCTATGGCCCGGATGCCCCCACCATTTCCC
CTCTAAACACATCTTACAGATCAGGGGAAAATCTGAACCTCTCCTGCCACGCAGCCTCTAACCCACCTGCACA
GTACTCTTGGTTTGTCAATGGGACTTTCCAGCAATCCACCCAAGAGCTCTTTATCCCCAACATCACTGTGAAT
AATAGTGGATCCTATACGTGCCAAGCCCATAACTCAGACACTGGCCTCAATAGGACCACAGTCACGACGATCA
CAGTCTATGCAGAGCCACCCAAACCCTTCATCACCAGCAACAACTCCAACCCCGTGGAGGATGAGGATGCTGT
AGCCTTAACCTGTGAACCTGAGATTCAGAACACAACCTACCTGTGGTGGGTAAATAATCAGAGCCTCCCGGTC
AGTCCCAGGCTGCAGCTGTCCAATGACAACAGGACCCTCACTCTACTCAGTGTCACAAGGAATGATGTAGGAC
CCTATGAGTGTGGAATCCAGAACAAATTAAGTGTTGACCACAGCGACCCAGTCATCCTGAATGTCCTCTATGG
CCCAGACGACCCCACCATTTCCCCCTCATACACCTATTACCGTCCAGGGGTGAACCTCAGCCTCTCCTGCCAT
GCAGCCTCTAACCCACCTGCACAGTATTCTTGGCTGATTGATGGGAACATCCAGCAACACACACAAGAGCTCT
TTATCTCCAACATCACTGAGAAGAACAGCGGACTCTATACCTGCCAGGCCAATAACTCAGCCAGTGGCCACAG
CAGGACTACAGTCAAGACAATCACAGTCTCTGCGGAGCTGCCCAAGCCCTCCATCTCCAGCAACAACTCCAAA
CCCGTGGAGGACAAGGATGCTGTGGCCTTCACCTGTGAACCTGAGGCTCAGAACACAACCTACCTGTGGTGGG
TAAATGGTCAGAGCCTCCCAGTCAGTCCCAGGCTGCAGCTGTCCAATGGCAACAGGACCCTCACTCTATTCAA
TGTCACAAGAAATGACGCAAGAGCCTATGTATGTGGAATCCAGAACTCAGTGAGTGCAAACCGCAGTGACCCA
GTCACCCTGGATGTCCTCTATGGGCCGGACACCCCCATCATTTCCCCCCCAGACTCGTCTTACCTTTCGGGAG
CGAACCTCAACCTCTCCTGCCACTCGGCCTCTAACCCATCCCCGCAGTATTCTTGGCGTATCAATGGGATACC
GCAGCAACACACACAAGTTCTCTTTATCGCCAAAATCACGCCAAATAATAACGGGACCTATGCCTGTTTTGTC
TCTAACTTGGCTACTGGCCGCAATAATTCCATAGTCAAGAGCATCACAGTCTCTGCATCTGGAACTTCTCCTG
GTCTCTCAGCTGGGGCCACTGTCGGCATCATGATTGGAGTGCTGGTTGGGGTTGCTCTGATATAG

FIG. 12
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ATGGAGAGCCCGTCGGCCCCGCCGCACCGGTGGTGCATCCCCTGGCAGCGCCTGCTCCTGACCGCGAGCCTGC
TGACGTTCTGGAACCCGCCGACCACCGCCAAGCTGACCATCGAGAGCACCCCGTTCAACGTGGCCGAGGGCAA
GGAGGTCCTGCTCCTGGTGCACAACCTGCCCCAGCACCTGTTCGGGTACAGCTGGTACAAGGGCGAGCGGGTG
GACGGCAACCGGCAGATCATCGGCTACGTGATCGGCACCCAGCAGGCCACGCCGGGCCCGGCCTACAGCGGGE
GGGAGATCATCTACCCGAACGCCAGCCTGCTGATCCAGAACATCATCCAGAACGACACCGGCTTCTACACCCT
CCACGTGATCAAGTCGGACCTGGTGAACGAGGAGGCGACCGGCCAGTTCCGGGTCTACCCGGAGCTGCCGAAG
CCCAGCATCAGCAGCAACAACAGCAAGCCGGTGGAGGACAAGGACGCCGTGGCCTTCACCTGCGAGCCGGAGA
CCCAGGACGCCACGTACCTGTGGTGGGTGAACAACCAGAGCCTGCCGGTGTCGCCGCGGCTGCAGCTCAGCAR
CGGCAACCGCACCCTGACCCTGTTCAACGTGACCCGGAACGACACCGCCAGCTACAAGTGCGAGACCCAGAAC
CCGGTCAGCGCCCGGCGGAGCGACAGCGTGATCCTGAACGTGCTGTACGGCCCCGACGCGCCGACGATCTCGC
CGCTGAACACCAGCTACCGGAGCGGCGAGAACCTCAACCTGAGCTGCCACGCCGCCAGCAACCCGCCGGCCCA
GTACAGCTGGTTCGTGAACGGGACCTTCCAGCAGTCGACCCAGGAGCTGTTCATCCCGAACATCACCGTGAAC
AACAGCGGCAGCTACACCTGCCAGGCCCACAACAGCGACACGGGCCTGAACCGGACCACCGTGACCACCATCA
CCGTCTACGCCGAGCCCCCGAAGCCGTTCATCACGAGCAACAACAGCAACCCGGTGGAGGACGAGGACGCGGT
GGCCCTGACCTGCGAGCCGGAGATCCAGAACACCACCTACCTGTGGTGGGTGAACAACCAGTCGCTCCCGGTG
AGCCCCCGCCTGCAGCTGAGCAACGACAACCGGACCCTGACCCTGCTGAGCGTGACGCGGAACGACGTCGGCC
CGTACGAGTGCGGCATCCAGAACGAGCTCAGCGTGGACCACAGCGACCCGGTGATCCTGAACGTGCTGTACGG
CCCGGACGACCCGACCATCTCGCCGAGCTACACCTACTACCGGCCCGGGGTGAACCTGAGCCTGAGCTGCCAC
GCCGCCAGCAACCCGCCGGCCCAGTACAGCTGGCTGATCGACGGCAACATCCAGCAGCACACCCAGGAGCTCT
TCATCTCGAACATCACCGAGAAGAACAGCGGCCTGTACACCTGCCAGGCCAACAACAGCGCGAGCGGCCACAG
CCGGACGACCGTGAAGACCATCACCGTCAGCGCCGAGCTGCCGAAGCCGTCGATCAGCAGCAACAACAGCAAG
CCGGTGGAGGACAAGGACGCCGTGGCCTTCACCTGCGAGCCCGAGGCCCAGAACACCACGTACCTGTGGTGGG
TGAACGGCCAGAGCCTGCCGGTGAGCCCGCGGCTGCAGCTCTCGAACGGCAACCGCACCCTGACCCTGTTCAR
CGTGACCCGGAACGACGCCCGGGCGTACGTCTGCGGGATCCAGAACAGCGTGAGCGCCAACCGGAGCGACCCG
GTGACCCTGGACGTGCTGTACGGCCCGGACACCCCGATCATCAGCCCCCCGGACAGCTCGTACCTGAGCGGCG
CCAACCTCAACCTGAGCTGCCACAGCGCCAGCAACCCGAGCCCGCAGTACTCGTGGCGGATCAACGGCATCCC
GCAGCAGCACACGCAGGTGCTGTTCATCGCCAAGATCACCCCGAACAACAACGGCACCTACGCCTGCTTCGTG
AGCAACCTGGCGACCGGCCGGAACAACAGCATCGTCAAGAGCATCACCGTGAGCGCCAGCGGGACCTCGCCCG
GCCTGAGCGCCGGCGCCACGGTGGGCATCATGATCGGCGTGCTGGTGGGCGTGGCCCTCATCTGA |

FIG. 13

95



ES 2 668 926 T3

ATGCCTCTTGAGCAGAGGAGTCAGCACTGCAAGCCTGAAGAAGGCCTTGAGGCCCGAGGAGAGGCCCTGGGLC
TGGTGGGTGCGCAGGCTCCTGCTACTGAGGAGCAGCAGACCGCTTCTTCCTCTTCTACTCTAGTGGAAGTTAC
CCTGGGGGAGGTGCCTGCTGCCGACTCACCGAGTCCTCCCCACAGTCCTCAGGGAGCCTCCAGCTTCTCGACT
ACCATCAACTACACTCTTTGGAGACAATCCGATGAGGGCTCCAGCAACCAAGAAGAGGAGGGGCCAAGAATGT
TTCCCGACCTGGAGTCCGAGTTCCAAGCAGCAATCAGTAGGAAGATGGTTGAGTTGGTTCATTTTCTGCTCCT
CAAGTATCGAGCCAGGGAGCCGGTCACAAAGGCAGAAATGCTGGAGAGTGTCCTCAGAAATTGCCAGGACTTC
TTTCCCGTGATCTTCAGCAAAGCCTCCGAGTACTTGCAGCTGGTCTTTGGCATCGAGGTGGTGGAAGTGGTCC
CCATCAGCCACTTGTACATCCTTGTCACCTGCCTGGGCCTCTCCTACGATGGCCTGCTGGGCGACAATCAGGT
CATGCCCAAGACAGGCCTCCTGATAATCGTCCTGGCCATAATCGCAATAGAGGGCGACTGTGCCCCTGAGGAG
AAAATCTGGGAGGAGCTGAGTATGTTGGAGGTGTTTGAGGGGAGGGAGGACAGTGTCTTCGCACATCCCAGGA
AGCTGCTCATGCAAGATCTGGTGCAGGAAAACTACCTGGAGTACCGGCAGGTGCCCGGCAGTGATCCTGCATG
CTACGAGTTCCTGTGGGGTCCAAGGGCCCTCATTGAAACCAGCTATGTGAAAGTCCTGCACCATACACTARAAG
ATCGGTGGAGAACCTCACATTTCCTACCCACCCCTGCATGAACGGGCTTTGAGAGAGGGAGAAGAGTGA

FIG. 14

ATGCCCCTGGAGCAGCGGAGCCAGCACTGCAAGCCGGAGGAGGGCCTCGAGGCCCGCGGGGAGGCCCTGGGCT
TGGTGGGGGCGCAGGCCCCCGCCACCGAGGAGCAGCAGACCGCCTCCAGCTCCAGCACGCTCGTCGAGGTGAC
CCTGGGCGAGGTGCCCGCCGCGGACTCCCCCAGCCCGCCCCACTCCCCCCAGGGGGCCAGCTCCTTCAGCACC
ACCATCAACTACACGCTGTGGCGGCAGTCCGACGAGGGCAGCTCCAACCAGGAGGAGGAGGGCCCCCGCATGT
TCCCGGACCTCGAGAGCGAGTTCCAGGCCGCCATCTCCCGGAAGATGGTCGAGCTGGTGCACTTCCTGCTCCT
GAAGTACCGCGCGCGGGAGCCCGTGACCAAGGCCGAGATGCTGGAGAGCGTCCTCCGCAACTGCCAGGACTTC
TTCCCCGTGATCTTCTCCAAGGCCAGCGAGTACCTGCAGCTGGTGTTCGGGATCGAGGTCGTGGAGGTGGTCC
CCATCTCCCACCTCTACATCCTGGTGACCTGCCTGGGCCTCAGCTACGACGGGCTGCTGGGCGACAACCAGGT
GATGCCGAAGACCGGGCTCCTGATCATCGTCCTGGCCATCATCGCCATCGAGGGCGACTGCGCGCCCGAGGAG
AAGATCTGGGAGGAGCTCAGCATGCTGGAGGTGTTCGAGGGCCGGGAGGACTCCGTGTTCGCCCACCCCCGCA
AGCTGCTCATGCAGGACCTGGTCCAGGAGAACTACCTGGAGTACCGGCAGGTGCCCGGGAGCGACCCGGCCTG
CTACGAGTTCCTCTGGGGCCCCCGCGCCCTGATCGAGACGTCCTACGTGAAGGTCCTGCACCACACCCTCAAG
ATCGGGGGCGAGCCCCACATCAGCTACCCGCCGCTGCACGAGCGGGCCCTGCGCGAGGGCGAGGAGTGA

FIG. 15
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atgcctcttgagcagaggagtcagcactgcaagcectgaagaaggecttgaggeccgaggagaggecctgggec
tggtgggtgcgcaggctcecctgectactgaggagcaggaggctgectectectettetactectagttgaagtcac
cctgggggaggtgcecctgcectgeccgagtcaccagatecectecccagagtectcagggagecteccagectececeact
accatgaactaccctctctggagccaatcctatgaggactccagcaaccaagaagaggaggggccaagcacct
tccctgacctggagtccgagttccaagcagecactcagtaggaaggtggecgagttggttecattttetgetect
caagtatcgagccagggagccggtcacaaaggcagaaatgctggggagtgtecgteggaaattggcagtattte
tttcctgtgatcttcagcaaagectteccagttecttgecagetggtetttggecatcgagetgatggaagtggacce
ccatcggccacttgtacatctttgeccacctgectgggectectectacgatggectgetgggtgacaatcagat
catgcccaaggcaggcctcectgataatcecgtectggecataatcgcaagagagggegactgtgeccctgaggag
aaaatctgggaggagctgagtgtgttagaggtgtttgaggggagggaagacagtatcttgggggatcccaaga
agctgctcacccaacatttcgtgcaggaaaactacctggagtaccggcaggtceccceccggcagtgatectgeatg
ttatgaattcctgtggggtccaagggcectegttgaaaccagectatgtgaaagtectgcaccatatggtaaag
atcagtggaggacctcacatttcctacccacccctgecatgagtgggttttgagagagggggaagagtga

FIG. 16

ATGCCCCTGGAGCAGCGCTCGCAGCACTGCAAGCCGGAGGAGGGCCTCGAGGCCCGGGGCGAGGCCCTGGGLC
TGGTGGGCGCGCAGGCCCCGGCCACCGAGGAGCAGGAGGCCGCCAGCAGCAGCAGCACCCTGGTGGAGGTGAC
CCTGGGCGAGGTGCCGGCCGCGGAGAGCCCGGACCCGCCCCAGTCGCCGCAGGGGGCCAGCAGCCTGCCGACC
ACGATGAACTACCCGCTCTGGAGCCAGAGCTACGAGGACAGCTCGAACCAGGAGGAGGAGGGCCCGAGCACCT
TCCCGGACCTGGAGAGCGAGTTCCAGGCCGCCCTGAGCCGGAAGGTGGCCGAGCTGGTCCACTTCCTGCTGCT
CAAGTACCGGGCCCGGGAGCCCGTGACCAAGGCGGAGATGCTGGGCAGCGTGGTGGGCAACTGGCAGTACTTC
TTCCCGGTGATCTTCAGCAAGGCCTCGAGCAGCCTGCAGCTGGTGTTCGGCATCGAGCTGATGGAGGTCGACC
CGATCGGCCACCTGTACATCTTCGCCACCTGCCTCGGGCTGAGCTACGACGGCCTGCTGGGCGACAACCAGAT
CATGCCGAAGGCCGGCCTGCTGATCATCGTGCTCGCCATCATCGCCCGGGAGGGCGACTGCGCGCCGGAGGAG
AAGATCTGGGAGGAGCTGAGCGTGCTGGAGGTGTTCGAGGGCCGCGAGGACAGCATCCTGGGGGACCCGAAGA
AGCTGCTGACCCAGCACTTCGTGCAGGAGAACTACCTCGAGTACCGGCAGGTGCCCGGCTCGGACCCGGCLCTG
CTACGAGTTCCTGTGGGGCCCGCGGGCCCTGGTCGAGACCAGCTACGTGAAGGTGCTGCACCACATGGTGAAG
ATCAGCGGCGGCCCGCACATCAGCTACCCGCCGCTGCACGAGTGGGTGCTGCGGGAGGGCGAGGAGTGA

FIG. 17
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ATGGGTGCCCCGACGTTGCCCCCTGCCTGGCAGCCCTTTCTCAAGGACCACCGCATCTCTACATTCAAGAACT
GGCCCTTCTTGGAGGGCTGCGCCTGCACCCCGGAGCGGATGGCCGAGGCTGGCTTCATCCACTGCCCCACTGA
GAACGAGCCAGACTTGGCCCAGTGTTTCTTCTGCTTCAAGGAGCTGGAAGGCTGGGAGCCAGATGACGACCCC
ATAGAGGAACATAAAAAGCATTCGTCCGGTTGCGCTTTCCTTTCTGTCAAGAAGCAGTTTGAAGAATTAACCC
TTGGTGAATTTTTGAAACTGGACAGAGAAAGAGCCAAGAACAAAATTGCAAAGGAAACCAACAATAAGAAGAA
AGAATTTGAGGAAACTGCGAAGAAAGTGCGCCGTGCCATCGAGCAGCTGGCTGCCATGGATTGA

FIG. 18

ATGGGCGCCCCCACCCTGCCGCCGGCCTGGCAGCCGTTCCTCAAGGACCACCGCATCTCGACCTTCARGAACTG
GCCGTTCCTGGAGGGCTGCGCGTGCACCCCGGAGCGGATGGCCGAGGCCGGCTTCATCCACTGCCCCACCGAGA
ACGAGCCGGACCTGGCCCAGTGCTTCTTCTGCTTCAAGGAGCTGGAGGGCTGGGAGCCGGACGACGACCCGATC
GAGGAGCACAAGAAGCACAGCAGCGGCTGCGCCTTCCTGAGCGTGAAGAAGCAGTTCGAGGAGCTGACGCTCGG
GGAGTTCCTGAAGCTGGACCGGGAGCGGGCCAAGAACAAGATCGCGAAGGAGACCAACAACAAGAAGAAGGAGT
TCGAGGAGACCGCCAAGAAGGTGCGGCGGGCCATCGAGCAGCTGGCCGCCATGGACTGA

FIG. 19

ATGCAGGCCGAAGGCCGGGGCACAGGGGGTTCGACGGGCGATGCTGATGGCCCAGGAGGCCCTGGCATTCCTG
ATGGCCCAGGGGGCAATGCTGGCGGCCCAGGAGAGGCGGGTGCCACGGGCGGCAGAGGTCCCCGGGGCGCAGG
GGCAGCAAGGGCCTCGGGGCCGGGAGGAGGCGCCCCGCGGGGTCCGCATGGCGGCGCGGCTTCAGGGCTGAAT
GGATGCTGCAGATGCGGGGCCAGGGGGCCGGAGAGCCGCCTGCTTGAGTTCTACCTCGCCATGCCTTTCGCGA
CACCCATGGAAGCAGAGCTGGCCCGCAGGAGCCTGGCCCAGGATGCCCCACCGCTTCCCGTGCCAGGGGTGCT
TCTGAAGGAGTTCACTGTGTCCGGCAACATACTGACTATCCGACTGACTGCTGCAGACCACCGCCAACTGCAG
CTCTCCATCAGCTCCTGTCTCCAGCAGCTTTCCCTGTTGATGTGGATCACGCAGTGCTTTCTGCCCGTGTTTT
TGGCTCAGCCTCCCTCAGGGCAGAGGCGCTAA

FIG. 20
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ATGCAGGCCGAGGGCCGCGGCACCGGCGGCTCGACCGGCGACGCCGACGGGCCCGGCGGCCCGGGCATCCCGG
ACGGCCCGGGCGGGAACGCGGGCGGCCCGGGCGAGGCCGGCGCCACCGGCGGGCGGGGCCCGCGGGGCGCCGG
CGCCGCCCGGGCGAGCGGCCCCGGCGGEGGCGCCCCGCGGGGCCCGCACGGCGGCGCCGCCAGCGGCCTGAAC
GGGTGCTGCCGGTGCGGCGCCCGCGGCCCGGAGAGCCGGCTCCTGGAGTTCTACCTGGCCATGCCGTTCGCGA
CCCCGATGGAGGCCGAGCTGGCCCGGCGGAGCCTGGCCCAGGACGCCCCGCCGCTGCCCGTGCCGGGCGTGCT
CCTGAAGGAGTTCACGGTGAGCGGCAACATCCTGACCATCCGGCTGACCGCCGCGGACCACCGGCAGCTGCAG
CTGTCGATCAGCAGCTGCCTCCAGCAGCTGAGCCTGCTGATGTGGATCACCCAGTGCTTCCTGCCGGTGTTCC
TGGCCCAGCCGCCCAGCGGCCAGCGCCGGTGA

FIG. 21
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ATGGGGGACAAGGATATGCCTACTGCTGGGATGCCGAGTCTTCTCCAGAGTTCCTCTGAGAGTCCTCAGAGTT
GTCCTGAGGGGGAGGACTCCCAGTCTCCTCTCCAGATTCCCCAGAGTTCTCCTGAGAGCGACGACACCCTGTA
TCCTCTCCAGAGTCCTCAGAGTCGTTCTGAGGGGGAGGACTCCTCGGATCCTCTCCAGAGACCTCCTGAGGGG
AAGGACTCCCAGTCTCCTCTCCAGATTCCCCAGAGTTCTCCTGAGGGCGACGACACCCAGTCTCCTCTCCAGA
ATTCTCAGAGTTCTCCTGAGGGGAAGGACTCCCTGTCTCCTCTAGAGATTTCTCAGAGCCCTCCTGAGGGTGA
GGATGTCCAGTCTCCTCTGCAGAATCCTGCGAGTTCCTTCTTCTCCTCTGCTTTATTGAGTATTTTCCAGAGT
TCCCCTGAGAGTACTCAAAGTCCTTTTGAGGGTTTTCCCCAGTCTGTTCTCCAGATTCCTGTGAGCGCCGCCT
CCTCCTCCACTTTAGTGAGTATTTTCCAGAGTTCCCCTGAGAGTACTCAAAGTCCTTTTGAGGGTTTTCCCCA
GTCTCCACTCCAGATTCCTGTGAGCCGCTCCTTCTCCTCCACTTTATTGAGTATTTTCCAGAGTTCCCCTGAG
AGAACTCAGAGTACTTTTGAGGGTTTTGCCCAGTCTCCTCTCCAGATTCCTGTGAGCCCCTCCTCCTCCTCCA
CTTTACTGAGTCTTTTCCAGAGTTTCTCTGAGAGAACTCAGAGTACTTTTGAGGGTTTTGCCCAGTCTTCTCT
CCAGATTCCTGTGAGCCCCTCCTTCTCCTCCACTTTAGTGAGTCTTTTCCAGAGTTCCCCTGAGAGAACTCAG
AGTACTTTTGAGGGTTTTCCCCAGTCTCCTCTCCAGATTCCTGTGAGCTCCTCCTCCTCCTCCACTTTATTGA
GTCTTTTCCAGAGTTCCCCTGAGAGAACTCACAGTACTTTTGAGGGTTTTCCCCAGTCTCTTCTCCAGATTCC
TATGACCTCCTCCTTCTCCTCTACTTTATTGAGTATTTTCCAGAGTTCTCCTGAGAGTGCTCAAAGTACTTTT
GAGGGTTTTCCCCAGTCTCCTCTCCAGATTCCTGGGAGCCCCTCCTTCTCCTCCACTTTACTGAGTCTTTTCC
AGAGTTCCCCTGAGAGAACTCACAGTACTTTTGAGGGTTTTCCCCAGTCTCCTCTCCAGATTCCTATGACCTC
CTCCTTCTCCTCTACTTTATTGAGTATTTTACAGAGTTCTCCTGAGAGTGCTCAAAGTGCTTTTGAGGGTTTT
CCCCAGTCTCCTCTCCAGATTCCTGTGAGCTCCTCTTTCTCCTACACTTTATTGAGTCTTTTCCAGAGTTCCC
CTGAGAGAACTCACAGTACTTTTGAGGGTTTTCCCCAGTCTCCTCTCCAGATTCCTGTGAGCTCCTCCTCCTC
CTCCTCCACTTTATTGAGTCTTTTCCAGAGTTCCCCTGAGTGTACTCAAAGTACTTTTGAGGGTTTTCCCCAG
TCTCCTCTCCAGATTCCTCAGAGTCCTCCTGAAGGGGAGAATACCCATTCTCCTCTCCAGATTGTTCCAAGTC
TTCCTGAGTGGGAGGACTCCCTGTCTCCTCACTACTTTCCTCAGAGCCCTCCTCAGGGGGAGGACTCCCTATC
TCCTCACTACTTTCCTCAGAGCCCTCCTCAGGGGGAGGACTCCCTGTCTCCTCACTACTTTCCTCAGAGCCCT
CAGGGGGAGGACTCCCTGTCTCCTCACTACTTTCCTCAGAGCCCTCCTCAGGGGGAGGACTCCATGTCTCCTC
TCTACTTTCCTCAGAGTCCTCTTCAGGGGGAGGAATTCCAGTCTTCTCTCCAGAGCCCTGTGAGCATCTGCTC
CTCCTCCACTCCATCCAGTCTTCCCCAGAGTTTCCCTGAGAGTTCTCAGAGTCCTCCTGAGGGGCCTGTCCAG
TCTCCTCTCCATAGTCCTCAGAGCCCTCCTGAGGGGATGCACTCCCAATCTCCTCTCCAGAGTCCTGAGAGTG
CTCCTGAGGGGGAGGATTCCCTGTCTCCTCTCCAAATTCCTCAGAGTCCTCTTGAGGGAGAGGACTCCCTGTC
TTCTCTCCATTTTCCTCAGAGTCCTCCTGAGTGGGAGGACTCCCTCTCTCCTCTCCACTTTCCTCAGTTTCCT
CCTCAGGGGGAGGACTTCCAGTCTTCTCTCCAGAGTCCTGTGAGTATCTGCTCCTCCTCCACTTCTTTGAGTC
TTCCCCAGAGTTTCCCTGAGAGTCCTCAGAGTCCTCCTGAGGGGCCTGCTCAGTCTCCTCTCCAGAGACCTGT
CAGCTCCTTCTTCTCCTACACTTTAGCGAGTCTTCTCCAAAGTTCCCATGAGAGTCCTCAGAGTCCTCCTGAG
GGGCCTGCCCAGTCTCCTCTCCAGAGTCCTGTGAGCTCCTTCCCCTCCTCCACTTCATCGAGTCTTTCCCAGA
GTTCTCCTGTGAGCTCCTTCCCCTCCTCCACTTCATCGAGTCTTTCCAAGAGTTCCCCTGAGAGTCCTCTCCA
GAGTCCTGTGATCTCCTTCTCCTCCTCCACTTCATTGAGCCCATTCAGTGAAGAGTCCAGCAGCCCAGTAGAT
GAATATACAAGTTCCTCAGACACCTTGCTAGAGAGTGATTCCTTGACAGACAGCGAGTCCTTGATAGAGAGCG
AGCCCTTGTTCACTTATACACTGGATGAAAAGGTGGACGAGTTGGCGCGGTTTCTTCTCCTCAAATATCAAGT
GAAGCAGCCTATCACAAAGGCAGAGATGCTGACGAATGTCATCAGCAGGTACACGGGCTACTTTCCTGTGATC
TTCAGGAAAGCCCGTGAGTTCATAGAGATACTTTTTGGCATTTCCCTGAGAGAAGTGGACCCTGATGACTCCT
ATGTCTTTGTAAACACATTAGACCTCACCTCTGAGGGGTGTCTGAGTGATGAGCAGGGCATGTCCCAGAACCG
CCTCCTGATTCTTATTCTGAGTATCATCTTCATAAAGGGCACCTATGCCTCTGAGGAGGTCATCTGGGATGTG
CTGAGTGGAATAGGGGTGCGTGCTGGGAGGGAGCACTTTGCCTTTGGGGAGCCCAGGGAGCTCCTCACTARAAG
TTTGGGTGCAGGAACATTACCTAGAGTACCGGGAGGTGCCCAACTCTTCTCCTCCTCGTTACGAATTCCTGTG
GGGTCCAAGAGCTCATTCAGAAGTCATTAAGAGGAAAGTAGTAGAGTTTTTGGCCATGCTAAAGAATACCGTC
CCTATTACCTTTCCATCCTCTTACAAGGATGCTTTGAAAGATGTGGAAGAGAGAGCCCAGGCCATAATTGACA
CCACAGATGATTCGACTGCCACAGAAAGTGCAAGCTCCAGTGTCATGTCCCCCAGCTTCTCTTCTGAGTGA

FIG. 22
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ATGGGCGACAAGGACATGCCCACCGCCGGGATGCCGAGCCTGCTCCAGTCCAGCTCCGAGAGCCCCCAGTCCT
GCCCCGAGGGCGAGGACAGCCAGTCCCCCCTGCAGATCCCGCAGAGCTCCCCCGAGAGCGACGACACCCTGTA
CCCCCTCCAGTCCCCGCAGAGCCGGTCCGAGGGGGAGGACAGCTCCGACCCGCTGCAGCGCCCCCCCGAGGGC
AAGGACAGCCAGTCCCCGCTGCAGATCCCGCAGAGCTCCCCCGAGGGGGACGACACGCAGAGCCCCCTCCAGA
ACAGCCAGTCCAGCCCCGAGGGCAAGGACTCCCTGAGCCCGCTGGAGATCTCCCAGAGCCCCCCCGAGGGCGA
GGACGTGCAGTCCCCGCTCCAGAACCCGGCCAGCTCCTTCTTCAGCTCCGCGCTGCTGAGCATCTTCCAGTCC
AGCCCCGAGTCCACCCAGAGCCCCTTCGAGGGGTTCCCCCAGTCCGTCCTCCAGATCCCGGTGAGCGCCGCCT
CCAGCAGCACCCTGGTGTCCATCTTCCAGAGCTCCCCCGAGAGCACCCAGTCCCCCTTCGAGGGCTTCCCCCA
GAGCCCGCTGCAGATCCCCGTGTCCCGGAGCTTCTCCAGCACGCTCCTGTCCATCTTCCAGAGCTCCCCCGAG
CGCACCCAGAGCACCTTCGAGGGGTTCGCCCAGTCCCCGCTGCAGATCCCCGTGAGCCCCTCCAGCAGCTCCA
CCCTCCTGAGCCTGTTCCAGTCCTTCAGCGAGCGGACGCAGTCCACCTTCGAGGGCTTCGCCCAGAGCTCCCT
CCAGATCCCCGTGAGCCCGTCCTTCAGCTCCACCCTGGTCAGCCTGTTCCAGTCCAGCCCCGAGCGCACCCAG
TCCACGTTCGAGGGGTTCCCCCAGAGCCCCCTCCAGATCCCGGTGTCCAGCTCCAGCAGCTCCACCCTGCTGA
GCCTCTTCCAGTCCAGCCCCGAGCGGACCCACTCCACCTTCGAGGGCTTCCCCCAGAGCCTGCTGCAGATCCC
CATGACGTCCAGCTTCTCCAGCACCCTCCTGTCCATCTTCCAGAGCTCCCCGGAGAGCGCGCAGTCCACCTTC
GAGGGCTTCCCCCAGAGCCCCCTGCAGATCCCCGGGTCCCCGAGCTTCTCCAGCACCCTCCTGAGCCTGTTCC
AGTCCAGCCCCGAGCGCACGCACTCCACCTTCGAGGGCTTCCCCCAGAGCCCCCTCCAGATCCCGATGACCTC
CAGCTTCTCCAGCACCCTGCTGTCCATCCTCCAGAGCTCCCCCGAGAGCGCCCAGTCCGCCTTCGAGGGGTTC
CCCCAGAGCCCCCTGCAGATCCCGGTGTCCAGCTCCTTCAGCTACACGCTGCTCTCCCTGTTCCAGAGCAGCC
CCGAGCGGACCCACTCCACCTTCGAGGGCTTCCCCCAGAGCCCGCTGCAGATCCCCGTGTCCAGCTCCAGCTC
CAGCTCCACCCTCCTGAGCCTGTTCCAGTCCAGCCCCGAGTGCACGCAGTCCACCTTCGAGGGCTTCCCCCAG
AGCCCGCTGCAGATCCCCCAGTCCCCCCCCGAGGGGGAGAACACCCACAGCCCGCTCCAGATCGTGCCCTCCC
TGCCCGAGTGGGAGGACAGCCTGTCCCCGCACTACTTCCCGCAGAGCCCCCCGCAGGGCGAGGACAGCCTCTC
CCCCCACTACTTCCCGCAGAGCCCGCCCCAGGGGGAGGACTCCCTGAGCCCCCACTACTTCCCGCAGTCCCCC
CAGGGCGAGGACAGCCTGTCCCCGCACTACTTCCCCCAGAGCCCGCCCCAGGGGGAGGACTCCATGAGCCCCC
TCTACTTCCCCCAGTCCCCGCTGCAGGGCGAGGAGTTCCAGAGCTCCCTGCAGAGCCCCGTGTCCATCTGCAG
CTCCAGCACCCCCTCCAGCCTCCCGCAGAGCTTCCCCGAGTCCAGCCAGTCCCCCCCCGAGGGCCCGGTCCAG
AGCCCCCTGCACTCCCCGCAGAGCCCCCCGGAGGGGATGCACTCCCAGAGCCCCCTGCAGTCCCCCGAGAGCG
CCCCCGAGGGCGAGGACTCCCTCAGCCCGCTGCAGATCCCCCAGTCCCCGCTGGAGGGGGAGGACAGCCTCTC
CAGCCTGCACTTCCCCCAGTCCCCGCCCGAGTGGGAGGACAGCCTGAGCCCCCTCCACTTCCCCCAGTTCCCG
CCCCAGGGCGAGGACTTCCAGTCCAGCCTGCAGTCCCCCGTGAGCATCTGCTCCAGCTCCACGAGCCTGTCCC
TCCCCCAGAGCTTCCCGGAGTCCCCCCAGAGCCCGCCCGAGGGGCCGGCGCAGTCCCCCCTGCAGCGCCCCGT
GAGCTCCTTCTTCAGCTACACCCTGGCCTCCCTCCTGCAGAGCTCCCACGAGAGCCCGCAGAGCCCGCCCGAG
GGCCCCGCCCAGTCCCCGCTGCAGAGCCCCGTGTCCAGCTTCCCCTCCAGCACCTCCAGCTCCCTCAGCCAGT
CCAGCCCCGTGTCCAGCTTCCCGTCCAGCACCTCCAGCTCCCTGAGCAAGAGCTCCCCCGAGAGCCCCCTGCA
GTCCCCCGTGATCAGCTTCTCCAGCTCCACGAGCCTCTCCCCGTTCAGCGAGGAGTCCAGCTCCCCCGTCGAC
GAGTACACCAGCTCCAGCGACACCCTGCTGGAGTCCGAEégCETEACCGACTCCGAGAGCCTGATCGAGAGCG
AGCCCCTGTTCACCTACACGCTCGACGAGAAGGTGGACGAGCTGGCCCGGTTCCTGCTCCTGAAGTACCAGGT
GAAGCAGCCCATCACCAAGGCCGAGATGCTGACCAACGTCATCEECEGETACACCGGCTACTTCCCGGTGATC
TTCCGGAAGGCGCGCGAGTTCATCGAGATCCTCTTCGGGATCAGCCTGCGGGAGGTGGACCCCGACGACTCCT
ACGTCTTCGTGAACACGCTGGACCTCACCAGCGAGGGCTGCCTGTCCGACGAGCAGGGGATGAGCCAGAACCG
CCTGCTCATCCTGATCCTGTCCATCATCTTCATCAAGGGCACCTACGCCAGCGAGGAGGTCATCTGGGACGTG
CTCTCCGGGATCGGCGTGCGGGCCGGCCGCGAGCACTTCGCCTTCGGGGAGCCCCGGGAGCTGCTGACCAAGG
TCTGGGTGCAGGAGCACTACCTCGAGTACCGCGAGGTGCCCAACAGCTCCCCGCCCCGGTACGAGTTCCTGTG
GGGCCCCCGCGCCCACAGCGAGGTCATCAAGCGGAAGGTGGTGGAGTTCCTGGCGATGCTCAAGAACACGGTC
CCCATCACCTTCCCGTCCAGCTACAAGGACGCCCTGAAGGACGTGGAGGAGCGGGCCCAGGCCATCATCGACA
CCACCGACGACTCCACGGCCACCGAGAGCGCGTCCAGCTCCGTGATGAGCCCCAGCTTCTCCAGCGAGTGA
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ATGCAGTCCCCGCTGCAGGGCGAGGAGTTCCAGAGCTCCCTGCAGAGCCCCGTGTCCATCTGCAGCTCCAGCA
CCCCCTCCAGCCTCCCGCAGAGCTTCCCCGAGTCCAGCCAGTCCCCCCCCGAGGGCCCGGTCCAGAGCCCCCT
GCACTCCCCGCAGAGCCCCCCGGAGGGGATGCACTCCCAGAGCCCCCTGCAGTCCCCCGAGAGCGCCCCCGAG
GGCGAGGACTCCCTCAGCCCGCTGCAGATCCCCCAGTCCCCGCTGGAGGGGGAGGACAGCCTCTCCAGCCTGC
ACTTCCCCCAGTCCCCGCCCGAGTGGGAGGACAGCCTGAGCCCCCTCCACTTCCCCCAGTTCCCGCCCCAGGG
CGAGGACTTCCAGTCCAGCCTGCAGTCCCCCGTGAGCATCTGCTCCAGCTCCACGAGCCTGTCCCTCCCCCAG
AGCTTCCCGGAGTCCCCCCAGAGCCCGCCCGAGGGGCCGGCGCAGTCCCCCCTGCAGCGCCCCGTGAGCTCCT
TCTTCAGCTACACCCTGGCCTCCCTCCTGCAGAGCTCCCACGAGAGCCCGCAGAGCCCGCCCGAGGGCCCCGE
CCAGTCCCCGCTGCAGAGCCCCGTGTCCAGCTTCCCCTCCAGCACCTCCAGCTCCCTCAGCCAGTCCAGCCCC
GTGTCCAGCTTCCCGTCCAGCACCTCCAGCTCCCTGAGCARGAGCTCCCCCGAGAGCCCCCTGCAGTCCCCCG
TGATCAGCTTCTCCAGCTCCACGAGCCTCTCCCCGTTCAGCGAGGAGTCCAGCTCCCCCGTCGACGAGTACAC
CAGCTCCAGCGACACCCTGCTGGAGTCCGACAGCCTCACCGACTCCGAGAGCCTGATCGAGAGCGAGCCCCTG
TTCACCTACACGCTCGACGAGAAGGTGGACGAGCTGGCCCGGTTCCTGCTCCTGAAGTACCAGGTGAAGCAGC
CCATCACCAAGGCCGAGATGCTGACCAACGTCATCTCCCGCTACACCGGCTACTTCCCGGTGATCTTCCGGAR
GGCGCGCGAGTTCATCGAGATCCTCTTCGGGATCAGCCTGCGGGAGGTGGACCCCGACGACTCCTACGTCTTC
GTGAACACGCTGGACCTCACCAGCGAGGGCTGCCTGTCCGACGAGCAGGGGATGAGCCAGAACCGCCTGCTCA
TCCTGATCCTGTCCATCATCTTCATCAAGGGCACCTACGCCAGCGAGGAGGTCATCTGGGACGTGCTCTCCGG
GATCGGCGTGCGGGCCGGCCGCGAGCACTTCGCCTTCGGGGAGCCCCGGGAGCTGCTGACCAAGGTCTGGGTG
CAGGAGCACTACCTCGAGTACCGCGAGGTGCCCAACAGCTCCCCGCCCCGGTACGAGTTCCTGTGGGGCCCCC
GCGCCCACAGCGAGGTCATCAAGCGGAAGGTGGTGGAGTTCCTGGCGATGCTCAAGAACACGGTCCCCATCAC
CTTCCCGTCCAGCTACAAGGACGCCCTGAAGGACGTGGAGGAGCGGGCCCAGGCCATCATCGACACCACCGAC
GACTCCACGGCCACCGAGAGCGCGTCCAGCTCCGTGATGAGCCCCAGCTTCTCCAGCGAGTGA

FIG. 24
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ATGCCTCCCGTTCCAGGCGTTCCATTCCGCAACGTTGACAACGACTCCCCGACCTCAGTTGAGTTAGAAGACT
GGGTAGATGCACAGCATCCCACAGATGAGGAAGAGGAGGAAGCCTCCTCCGCCTCTTCCACTTTGTACTTAGT
ATTTTCCCCCTCTTCTTTCTCCACATCCTCTTCTCTGATTCTTGGTGGTCCTGAGGAGGAGGAGGTGCCCTCT
GGTGTGATACCAAATCTTACCGAGAGCATTCCCAGTAGTCCTCCACAGGGTCCTCCACAGGGTCCTTCCCAGA
GTCCTCTGAGCTCCTGCTGCTCCTCTTTTTCATGGAGCTCATTCAGTGAGGAGTCCAGCAGCCAGAAAGGGGA
GGATACAGGCACCTGTCAGGGCCTGCCAGACAGTGAGTCCTCTTTCACATATACACTAGATGAAAAGGTGGCC
GAGTTAGTGGAGTTCCTGCTCCTCAAATACGAAGCAGAGGAGCCTGTAACAGAGGCAGAGATGCTGATGATTG
TCATCAAGTACAAAGATTACTTTCCTGTGATACTCAAGAGAGCCCGTGAGTTCATGGAGCTTCTTTTTGGCCT
TGCCCTGATAGAAGTGGGCCCTGACCACTTCTGTGTGTTTGCAAACACAGTAGGCCTCACCGATGAGGGTAGT
GATGATGAGGGCATGCCCGAGAACAGCCTCCTGATTATTATTCTGAGTGTGATCTTCATAAAGGGCAACTGTG
CCTCTGAGGAGGTCATCTGGGAAGTGCTGAATGCAGTAGGGGTATATGCTGGGAGGGAGCACTTCGTCTATGG
GGAGCCTAGGGAGCTCCTCACTAAAGTTTGGGTGCAGGGACATTACCTGGAGTATCGGGAGGTGCCCCACAGT
TCTCCTCCATATTATGAATTCCTGTGGGGTCCAAGAGCCCATTCAGAAAGCATCAAGAAGAAAGTACTAGAGT
TTTTAGCCAAGCTGAACAACACTGTTCCTAGTTCCTTTCCATCCTGGTACAAGGATGCTTTGAAAGATGTGGA
AGAGAGAGTCCAGGCCACAATTGATACCGCAGATGATGCCACTGTCATGGCCAGTGAAAGCCTCAGTGTCATG
TCCAGCAACGTCTCCTTTTCTGAGTGA

FIG. 25

ATGCCCCCGGTGCCCGGCGTCCCCTTCCGGAACGTGGACAACGACAGCCCCACCTCCGTGGAGCTGGAGGACT
GGGTCGACGCCCAGCACCCGACCGACGAGGAGGAGGAGGAGGCCAGCTCCGCGAGCTCCACGCTCTACCTGGT
GTTCAGCCCCTCCAGCTTCTCCACCAGCTCCAGCCTGATCCTCGGGGGCCCCGAGGAGGAGGAGGTGCCCTCC
GGGGTCATCCCGAACCTGACCGAGAGCATCCCCTCCAGCCCCCCGCAGGGCCCGCCCCAGGGGCCCTCCCAGA
GCCCCCTGTCCAGCTGCTGCAGCTCCTTCAGCTGGTCCAGCTTCTCCGAGGAGAGCTCCAGCCAGAAGGGCGA
GGACACCGGCACGTGCCAGGGGCTCCCGGACTCCGAGAGCTCCTTCACCTACACCCTGGACGAGAAGGTGGCC
GAGCTGGTGGAGTTCCTCCTGCTGAAGTACGAGGCCGAGGAGCCCGTCACCGAGGCCGAGATGCTCATGATCG
TGATCAAGTACAAGGACTACTTCCCCGTGATCCTGAAGCGCGCCCGGGAGTTCATGGAGCTGCTCTTCGGCCT
GGCGCTGATCGAGGTCGGGCCCGACCACTTCTGCGTGTTCGCCAACACGGTGGGCCTCACCGACGAGGGGAGC
GACGACGAGGGCATGCCGGAGAACTCCCTGCTGATCATCATCCTCAGCGTCATCTTCATCAAGGGCAACTGCG
CCTCCGAGGAGGTGATCTGGGAGGTGCTGAACGCCGTCGGGGTGTACGCGGGCCGCGAGCACTTCGTGTACGG
GGAGCCCCGGGAGCTGCTCACCAAGGTCTGGGTGCAGGGCCACTACCTGGAGTACCGCGAGGTGCCGCACAGC
TCCCCCCCGTACTACGAGTTCCTGTGGGGCCCCCGGGCCCACAGCGAGTCCATCAAGAAGAAGGTCCTCGAGT
TCCTGGCCAAGCTGAACAACACCGTGCCCAGCAGCTTCCCCTCCTGGTACAAGGACGCCCTCAAGGACGTCGA
GGAGCGCGTGCAGGCCACGATCGACACCGCGGACGACGCCACCGTGATGGCCAGCGAGTCCCTGAGCGTCATG
TCCAGCAACGTGTCCTTCAGCGAGTGA

FIG. 26
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Compuestos catidnicos o policatidnicos, comprendiendo péptidos o proteinas
cationicos o policationicos, incluyendo

Protamina, nucleolina, espermina o espermidina, poli-L-lisina (PLL), poliarginina,
polipéptidos basicos, péptidos de penetracion celular (CPP), incluyendo péptidos de
union a VIH, Tat, VIH-Tat 1 (VIH), péptidos derivados de Tat, penetratina, péptidos
derivados de VP22 o analogos, HSV VP22 (Herpes simplex), MAP, KALA o dominios
de transduccion de proteinas (PTD, PpT620, péptidos ricos en prolina, péptidos ricos
en arginina, péptidos ricos en lisina, péptidos MPG, Pep-1, L-oligdbmeros, péptidos de
calcitonina, péptidos derivados de Antennapedia (en particular de Drosophila
antennapedia), pAntp, plsl, FGH, lactoderrina, transportano, buiforina-2, Bac715-24,
SynB, SynB(1), pVEC, péptidos derivados de hCT. SAP, protamina, espermina,
espermidina o histonas

polisacaridos catidnicos, incluyendo
quitosano

polimeros catidnicos, incluyendo polietilenimina (PEI)

Lipidos catidnicos, incluyendo DOTMA: cloruro de [1 -(2,3-sioleiloxi)propil)]-N,N,N-
trimetilamonio, DMRIE, di-C14-amidina, DOTIM, SAINT, DC-Choi, BGTC, CTAP,
DOPC, DODAP, DOPE: Dioleil fosfatidiletanolamina, DOSPA, DODAB, DOIC, DMEPC,
DOGS: Dioctadecilamidoglicilespermina, DIMRI: Bromuro de dimiristooxipropil-dimetil-
hidroxietil-amonio, DOTAP: dioleoiloxi-3- (trimetilamonio)-propano, DC-6-14: cloruro de
0,0O-ditetradecanoil-N-(a- trimetilamonioacetil)dietanolamina, CLIP1: cloruro de rac-
[(2,3-dioctadeciloxipropil)-(2-hidroxietil)]-dimetilamonio, CLIP6: rac-[2(2,3-
dihexadeciloxipropil-oximetiloxi)etilJtrimetilamonio, CLIP9: rac-[2(2,3-
dihexadeciloxipropil-oxisucciniloxijetil-trimetilamonio, oligofectamina

polimeros catidnicos o policationicos, incluyendo

poliaminoacidos modificados, incluyendo polimeros de -aminoacidos o poliamidas
inversas, polietilenos modificados, incluyendo PVP (bromuro de poli(N-etil-4-
vinilpiridinio)), acrilatos modificados, incluyendo pDMAEMA (metilacrilato de
polidimetilaminoetilo))

amidoaminas modificadas, incluyendo pAMAM (poli(amidoamina))

polibetaaminoéster (PBAE) modificado, incluyendo
polimeros de diamina con extremo modificado con 1,4-butanodiol diacrilato-co-5-amino-
1-pentanol

Dendrimeros, incluyendo dendrimeros de polipropilamina o dendrimeros a base de
pAMAM

poliimina(s), incluyendo PEI: poli(etilenimina), poli(propilenimina),

polialilamina

polimeros a base de estructuras de azucar, incluyendo
polimeros a base de ciclodextrina, polimeros a base de dextrano, quitosano,

polimeros a base de estructuras silano,
como copolimeros de PMOXA-PDMS,

Fig. 35

112




ES 2 668 926 T3

polimeros en bloque que consisten en una combinacion de uno o mas bloques
cationicos seleccionados de un polimero cationico como se menciona arriba y uno o
mas bloques hidrdfilos o hidréfobos (por ejemplo polietilenglicol)

proteinas o péptidos catidénicos o policationicos seleccionados de las siguientes
proteinas o péptidos que tienen la siguiente formula general (1):
(Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x, donde |+ m+n+o+x=8-15,y I, m,nu o,
independientemente entre si, pueden ser un niumero seleccionado de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9,10, 11,12, 13, 14 o0 15, siempre y cuando el contenido total de Arg, Lys, His y
Orn represente al menos un 50% de todos los aminoacidos del oligopéptido; y Xaa
puede ser cualquier aminoacido seleccionado de aminoacidos nativos (= que ocurren
naturalmente) o no nativos excepto Arg, Lys, His u Orn; y x puede ser cualquier nimero
seleccionado de 0, 1, 2, 3 0 4, siempre y cuando el contenido total de Xaa no exceda el
50% de todos los aminoacidos del oligopéptido

acidos nucleicos que tienen la formula (I1): GXnGn, donde: G es guanosina, uracilo o un
analogo de guanosina o uracilo; X es guanosina, uracilo, adenosina, timidina, citosina o
un analogo de los nucleoétidos antes mencionados; | es un entero de 1 a 40, en el que
cuando | = 1 G es guanosina o un analogo de la misma, cuando | > 1 al menos el 50%
de los nucledétidos son guanosina o un analogo de la misma; m es un entero y es al
menos 3; donde cuando m = 3 X es uracilo o un analogo del mismo, cuando m > 3
existen al menos 3 uracilos sucesivos o analogos de uracilo; n es un entero de 1 a 40,
donde n = 1 G guanosina o un analogo de la misma, cuando n > 1 al menos el 50% de
los nucleétidos son guanosina o analogos de la misma

acidos nucleicos que tienen la formula (Ill): CXmCn, donde: C es citosina, uracilo o un
analogo de citosina o uracilo; X es guanosina, uracilo, adenosina, timidina, citosina o
un analogo de los nucle6tidos mencionados; | es un entero de 1 a 40, donde cuando | =
1 C es citosina o un analogo de la misma, cuando | > 1 al menos el 50% de los
nucledtidos son citosina o un analogo de la misma; m es un entero y es al menos 3;
donde cuando m = 3 X es uracilo o un analogo del mismo, cuando m > 3 existen al
menos 3 uracilos sucesivos 0 analogos de uracilo; n es un entero de 1 a 40, donde
cuando n = 1 C es citosina o un analogo de la misma, cuando n > 1 al menos el 50%
de los nucleétidos son citosina o un analogo de la misma

Fig. 35, continuacién
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