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DESCRIPCION

Acido nucleico que comprende o codifica para un tallo-bucle de histona y una secuencia poli(a) o una sefial de
poliadenilacion para incrementar la expresion de un antigeno tumoral codificado

La presente invencion se refiere a un kit o kit de partes que comprende una pluralidad de secuencias de acido nucleico,
comprendiendo o codificando en cada caso para una region codificante, codificando al menos un péptido o proteina
comprendido en un antigeno tumoral o un fragmento, variante o derivado del mismo, al menos un tallo-bucle de histona,
una secuencia poli(A) y una secuencia poli(c). Ademas, la presente invencién proporciona composiciones y composiciones
farmacéuticas que comprenden dichas secuencias de acido nucleico. La invencién proporciona ademas el uso del kit o kit
de partes o de la composicion para incrementar la expresion de dicho péptido o proteina codificados in vitro. También se
refiere a dichos kits o kits de partes, dichas composiciones o composiciones farmacéuticas para su uso como
medicamento, por ejemplo para su uso en el tratamiento de enfermedades cancerosas o tumorales. La presente invencion
describe ademas un método in vitro para aumentar la expresién de un péptido o proteina codificados que emplea el kit o
el kit de partes o la composicion de la invencion. Ademas, la invencion se refiere a acidos nucleicos especificos y a
composiciones farmacéuticas que los contienen, por ejemplo para su uso en el tratamiento de enfermedades cancerosas
o tumorales.

Aparte de las enfermedades cardiovasculares e infecciosas, la aparicion de tumores y enfermedades cancerosas es una
de las causas mas frecuentes de muerte en la sociedad moderna y lleva asociada en la mayoria de casos costes
considerables en términos de terapia y medidas de rehabilitacion subsecuentes. El tratamiento de tumores y
enfermedades cancerosas depende en gran medida por ejemplo del tipo de tumor que se presenta, de la edad, la
distribucién de células cancerosas en el paciente a tratar, etc. La terapia para el cancer se lleva a cabo convencionalmente
hoy en dia empleando una terapia de radiacién o quimioterapia, ademas de operaciones invasivas. Sin embargo, tales
terapias convencionales suponen tipicamente un extraordinario estrés para el sistema inmunitario y, en ciertos casos, se
pueden utilizar sélo en un grado limitado. Ademas, la mayoria de estas terapias convencionales requieren intervalos largos
entre los tratamientos individuales para permitir la regeneracion del sistema inmunitario.

Por tanto, en los ultimos afios se han investigado estrategias complementarias a tales “tratamientos convencionales” para
evitar o reducir al menos el impacto en el sistema inmunitario de tales tratamientos. Un tratamiento complementario en
particular incluye procedimientos terapéuticos génicos o vacunacion genética, que ya se ha descubierto que es en gran
medida prometedora para el tratamiento o para soportar tales terapias convencionales.

La terapia génica y la vacunacion genética son métodos de medicina molecular que ya se han probado en la terapia y
prevencion de enfermedades y generalmente tienen un efecto considerable en la practica médica diaria, en particular en
el tratamiento de las enfermedades mencionadas anteriormente. Ambos métodos, la terapia génica y la vacunacion
genética, se basan en introducir acidos nucleicos en las células o el tejido del paciente y el procesamiento subsecuente
de la informaciéon codificada por el acido nucleico que se ha introducido en las células o tejido, es decir la expresién
(proteina) de los polipéptidos deseados.

En los procedimientos de terapia génica tipicamente se utiliza ADN, aunque el ARN también es conocido en desarrollos
recientes. De manera importante, en todos estos procedimientos de terapia génica el ARNm funciona como mensajero
para la informacion de secuencia de la proteina codificada, independientemente si se utiliza ADN, ARN viral o ARNm.

En general, el ARN se considera una molécula inestable: las ARNasas son ubicuas y notoriamente dificiles de inactivar.
Adicionalmente, el ARN también es quimicamente mas labil que el ADN. Asi, es tal vez sorprendente que el “estado por
defecto” de un ARNm en una célula eucariética se caracterice por una estabilidad relativa y se requieren sefiales
especificas para acelerar la degradacion de los ARNm individuales. La razén principal de este descubrimiento parece ser
la degradacion del ARNm dentro de las células, catalizada casi exclusivamente por las exonucleasas. Sin embargo, los
extremos de los ARNm eucarioticos estan protegidos frente a estas enzimas por estructuras terminales especificas y sus
proteinas asociadas: una m7GpppN CAP en el extremo 5’ y tipicamente una secuencia poli(A) en el extremo 3'. La
eliminacion de estas dos modificaciones terminales se considera asi frontera de la velocidad de degradacion del ARNm.
Aunque se ha caracterizado un elemento estabilizador en la 3' UTR del ARNm de alfa-globina, las secuencias de ARN
que afectan al recambio de los ARNm eucaridticos actdan tipicamente como un promotor de la degradacion, usualmente
al acelerar la desadenilacion (revisado por Meyer, S., C. Temme, et al. (2004), Crit Rev Biochem Mol Biol 39(4): 197-216.).

Como se menciona anteriormente, normalmente los extremos 5’ de los ARNm eucaridticos estan modificados post-
transcripcionalmente para llevar una estructura CAP metilada, por ejemplo m7GpppN. Ademas de las funciones de corte
y empalme, estabilizacion y transporte del ARN, la estructura CAP aumenta significativamente el reclutamiento de la
subunidad ribosémica 40S al extremo 5’ del ARNm durante el inicio de la traduccion. La ultima funcién requiere el
reconocimiento de la estructura CAP por el complejo de factor de inicio eucariético elF4F. La secuencia poli(A) estimula
ademas la traduccién a través del reclutamiento incrementado de subunidades 40S a los ARNm, un efecto que requiere
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la intervencién de la proteina de unién a poli(A) (PABP). La PABP, a su vez, se demostro recientemente que interactia
fisicamente con el elF4G, que es parte del complejo elF4F unido a CAP. Asi, se postulé un modelo de bucle cerrado del
inicio de la traduccion en los ARNm poliadenilados con caperuza (Michel, Y. M., D. Poncet, et al. (2000), J Biol Chem
275(41): 32268-76.).

Casi todos los ARNm eucariéticos terminan con tal secuencia poli(A) que se agrega a su extremo 3' por la maquinaria de
escision/poliadenilacién ubicua. La presencia de una secuencia poli(A) en el extremo 3' es una de las caracteristicas mas
reconocibles de los ARNm eucariéticos. Después de la escision, la mayoria de los pre-ARNm, con excepcion de los
transcritos de histona dependientes de replicacion, adquieren una cola poliadenilada. En este contexto, el procesamiento
del extremo 3’ es un proceso co-transcripcional nuclear que promueve el transporte de los ARNm del nicleo al citoplasma
y afecta a la estabilidad y la traduccion de los ARNm. La formacién de este extremo 3’ ocurre en una reaccién de dos
etapas dirigida por la maquinaria de escision/poliadenilacion y depende de la presencia de dos elementos de secuencia
en los precursores de ARNm (pre-ARNm): un hexanucleétido altamente conservado AAUAAA (sefial de poliadenilacion)
y una secuencia rica en G/U en direccion 3'. En una primera etapa, los pre-ARNm se escinden entre estos dos elementos.
En una segunda etapa estrechamente acoplada a la primera etapa el extremo 3' recientemente formado se extiende por
la adicion de una secuencia poli(A) que consiste en 200-250 adenilatos, que afecta subsecuentemente en todos los
aspectos del metabolismo del ARNm, incluyendo exportacion, estabilidad y traduccién del ARNm (Dominski, Z. y W. F.
Marzluff (2007), Gene 396(2): 373-90.).

La Unica excepcion conocida de esta regla son los ARNm de histona dependientes de replicacion que terminan con un
tallo-bucle de histona en lugar de una secuencia poli(A). Secuencias tallo-bucle de histona ilustrativas se describen en
Lopez et al. (Davila Lopez, M. y Samuelsson, T. (2008), RNA (Nueva York, N.Y.), 14(1), 1-10. doi:10.1261/rna.782308).

El tallo-bucle de histona de los pre-ARNm es seguido tipicamente por una secuencia rica en purina, conocida como
elemento en 3' de histona (HDE). Estos pre-ARNm se procesan en el nicleo por una escisiéon endonucleolitica individual
de aproximadamente 5 nucledtidos en 3' del tallo-bucle, catalizada por U7 snRNP a través del emparejamiento de bases
del U7 snRNA con el HDE. La secuencia 3' UTR que comprende la estructura tallo-bucle de histona y el elemento en 3'
de histona (HDE) (sitio de unién del U7 snRNP) se denominaran usualmente sefial de procesamiento 3’ de histona (véase
por ejemplo Chodchoy, N., N. B. Pandey, et al. (1991). Mol Cell Biol 11(1): 497-509.).

Debido al requisito de empaquetar el ADN recién sintetizado en la cromatina, la sintesis de la histona se regula de acuerdo
con el ciclo celular. La sintesis incrementada de las proteinas de histona durante la fase S se logra por la activacion
transcripcional de los genes de histona, asi como la regulacién post-transcripcional de los niveles de ARNm de histona.
Se podria demostrar que el tallo-bucle de histona es esencial para todas las etapas post-transcripcionales de la regulacion
de la expresién de histonas. En necesario para procesar de manera eficiente la exportacion del ARNm en el citoplasma,
la carga en los polirribosomas y la regulacion de la estabilidad del ARNm.

En el contexto anterior, se identificd una proteina de 32 kDa, asociada al tallo-bucle de histona en el extremo 3’ de los
mensajes de histona tanto en el ndcleo como en el citoplasma. El nivel de expresion de esta proteina de union de tallo-
bucle (SLBP) esta regulada por el ciclo celular y es maximo durante la fase S, cuando se incrementan los niveles de
ARNm de histona. ElI SLBP es necesario para el procesamiento eficiente del extremo 3’ del pre-ARNm de histona por el
U7 snRNP. Después de la terminacién del procesamiento, la SLBP permanece asociada al tallo-bucle en el extremo de
los ARNm de histona maduros y estimula su traduccion en las proteinas de histona en el citoplasma (Dominski, Z. y W.
F. Marzluff (2007), Gene 396(2): 373-90). De forma interesante, el dominio de unién a ARN de la SLBP se conserva en
todos los metazoarios y protozoarios (Davila Lépez, M., y Samuelsson, T. (2008), RNA (Nueva York, N.Y.), 14(1), 1-10.
doi:10.1261/rna.782308) y se podria demostrar que su unién a la secuencia de tallo-bucle de histona es dependiente de
la estructura del tallo-bucle y que el sitio de unién minimo contiene al menos 3 nucleétidos 5’ y 2 nucleétidos 3’ del tallo-
bucle (Pandey, N. B., et al. (1994), Molecular and Cellular Biology, 14(3), 1709-1720 y Williams, A. S., y Marzluff, W. F.,
(1995), Nucleic Acids Research, 23(4), 654-662.).

Aunque los genes de histona se clasifican generalmente como “dependientes de la replicacion”, provocando que el ARNm
termine en un tallo-bucle de histona o como “tipo de reemplazo”, provocando que el ARNm lleve una cola poli(A) en su
lugar, se han identificado en casos muy raros ARNm de origen natural que contienen tanto un tallo-bucle de histona como
un poli(A) u oligo(A) 3’ del mismo. Sanchez et al. examinaron el efecto de las colas oligo(A) de origen natural adjuntas al
3’ del tallo-bucle de histona del ARNm de histona durante la ovogénesis de Xenopus utilizando luciferasa como proteina
informadora y encontraron que la cola oligo(A) es una parte activa del mecanismo de represion de la traduccién que
silencia el ARNm de histona durante la ovogénesis y su eliminacién es parte del mecanismo que activa la traduccién de
los ARNm de histona (Sanchez, R. y W. F. Marzluff (2004), Mol Cell Biol 24(6): 2513-25).

Ademas, los requisitos para la regulacién de las histonas dependientes de la replicacion en el nivel del procesamiento del
pre-ARNm y la estabilidad del ARNm se han investigado utilizando constructos artificiales que codifican la proteina
marcadora alfa-Globina, teniendo ventaja el hecho de que el gen de globina contiene intrones a diferencia de los genes
de histona, sin intrones. Para este propésito, se generaron constructos donde la secuencia codificadora de alfa-globina
se siguié por una sefial de tallo-bucle de histona (tallo-bucle de histona seguido por el elemento en 3' de histona) y una
sefial de poliadenilaciéon (Whitelaw, E., et al. (1986). Nucleic Acids Research, 14(17), 7059-7070.; Pandey, N. B., y
Marzluff, W. F. (1987). Molecular and Cellular Biology, 7(12), 4557-4559.; Pandey, N. B., et al. (1990). Nucleic Acids
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Research, 18(11), 3161-3170).

En otro procedimiento, Lischer et al. investigaron la regulacién dependiente del ciclo celular de un gen H4 de histona
recombinante. Se generaron constructos donde la secuencia codificadora de H4 se siguio por una sefial de tallo-bucle de
histona y una sefal de poliadenilacién, las dos sefiales de procesamiento separadas incidentalmente por una secuencia
codificadora de galactoquinasa (Lischer, B. et al. (1985). Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82(13), 4389-4393).

Ademas, Stauber et al. identificaron la secuencia minima requerida para conferir regulacién por el ciclo celular de los
niveles de ARNm de histona H4. Para estas investigaciones, se utilizaron constructos que comprendian una secuencia
codificadora del marcador de seleccion fosforibosil-transferasa de Xantina:guanina (GPT) que precede una sefial de tallo-
bucle de histona seguido por una sefial de poliadenilacién (Stauber, C. et al. (1986). EMBO J, 5(12), 3297-3303).

Examinando el procesamiento del pre-ARNm de histona, Wagner et al. identificaron los factores requeridos para la
escision de los pre-ARNm de histona utilizando un constructo reporter, colocando EGFP entre una sefial de tallo-bucle de
histona y una sefial de poliadenilacion de forma que la EGFP s6lo se expresaba en caso de que se alterara el
procesamiento del pre-mRNA de histona (Wagner, E. J. et al. (2007). Mol Cell 28(4), 692-9).

Debe observarse que la traduccion del ARNm poliadenilado requiere usualmente que la secuencia 3’ poli(A) esté proxima
ala 5' CAP. Esto es mediado a través de la interaccion proteina-proteina entre la proteina de union a poli(A) y el factor de
inicio eucariético elF4G. Con respecto a los ARNm de histona dependientes de la replicacion, se ha descubierto un
mecanismo andlogo. En este contexto, Gallie et al. demuestran que el tallo-bucle de histona es funcionalmente similar a
una secuencia poli(A) en que mejora la eficiencia de la traduccién y es co-dependiente de una 5-CAP con el fin de
establecer un nivel de traduccion eficiente. Mostraron que el tallo-bucle de histona es suficiente y necesario para
incrementar la traduccion de un ARNm reporter en células de ovario de hamster Chino transfectadas, pero se debe colocar
en el extremo 3’ con el fin de funcionar 6ptimamente. Por tanto, de manera similar a la cola poli(A) en los otros ARNm, el
extremo 3' de estos ARNm de histona parece ser esencial para la traduccioén in vivo y es funcionalmente analogo a una
cola poli(A) (Gallie, D. R., Lewis, N. J., y Marzluff, W. F. (1996), Nucleic Acids Research, 24(10), 1954-1962).

Adicionalmente, se podria demostrar que la SLBP se une al ARNm de histona citoplasmico y se requiere para su
traduccion. Aunque la SLBP no interactia directamente con elF4G, el dominio requerido para la traduccidon del ARNm de
histona interactia con la proteina recientemente identificada SLIP1. En una etapa adicional, la SLIP1 interactia con el
elF4G y permite hacer circular el ARNm de histona y soportar la traduccién eficiente del ARNm de histona por un
mecanismo similar a la traduccién de los ARNm poliadenilados.

Como se menciona anteriormente, los procedimientos de terapia génica utilizan normalmente ADN para transferir la
informacioén codificadora en la célula, que luego se transcribe en el ARNm, llevando los elementos de origen natural de
un ARNm, particularmente la estructura 5-CAP y la secuencia 3' poli(A) para asegurar la expresiéon de la proteina
terapéutica o antigénica codificada.

Sin embargo, en muchos casos los sistemas de expresién basados en la introduccion de tales acidos nucleicos en la
célula o tejido del paciente y la expresién subsecuente de los polipéptidos deseados codificados por estos acidos nucleicos
no muestran el nivel deseado o incluso requerido de expresién que pueda permitir una terapia eficiente,
independientemente de si se utiliza ADN o ARN.

En la técnica anterior, hasta ahora se han hecho diferentes intentos para incrementar el rendimiento de la expresién de
una proteina codificada, en particular empleando sistemas de expresion mejorados in vitro y/o in vivo. Los métodos para
incrementar la expresion descritos generalmente en la técnica previa se basan convencionalmente en el uso de vectores
0 casetes de expresion que contienen promotores especificos y elementos de regulacién correspondientes. Ya que estos
vectores o casetes de expresion se limitan tipicamente a los sistemas celulares particulares, estos sistemas de expresion
tienen que ser adaptados para el uso en diferentes sistemas celulares. Tales vectores o casetes de expresion adaptados
luego se transfectan normalmente en las células y se tratan tipicamente en dependencia de la linea celular especifica.
Por tanto, se da preferencia principalmente a aquellas moléculas de acidos nucleicos que son capaces de expresar las
proteinas codificadas en una célula diana por los sistemas inherentes en la célula, independiente de los promotores y los
elementos de regulacion que son especificos para los tipos de células particulares. En este contexto, se puede distinguir
entre elementos estabilizadores de ARNm y elementos que incrementan la eficiencia de traduccion del ARNm.

ARNmM que se optimizan en su secuencia codificadora y que son generalmente adecuados para un propésito se describen
en la solicitud WO 02/098443 (CureVac GmbH). Por ejemplo, la WO 02/098443 describe un ARNm que se estabiliza en
forma general y se optimiza para la traduccion en sus regiones codificadoras. La WO 02/098443 describe ademas un
método para determinar las modificaciones de secuencia. La WO 02/098443 también describe posibilidades de sustituir
los nucleodtidos de adenina y uracilo en las secuencias de ARNm con el fin de incrementar el contenido de guanina/citosina
(G/C) de las secuencias. De acuerdo con la WO 02/098443, tales sustituciones y adaptaciones para incrementar el
contenido de G/C se pueden utilizar para las aplicaciones terapéuticas génicas, pero también para las vacunas genéticas
en el tratamiento de cancer o enfermedades infecciosas. En este contexto, la WO 02/098443 menciona en general
secuencias como una secuencia base para tales modificaciones, donde el ARNm modificado codifica al menos un péptido
o polipéptido bioldgicamente activo que se traduce en el paciente a tratar, por ejemplo, ya sea nada en absoluto o
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inadecuadamente o con defectos. Alternativamente, la WO 02/098443 propone un ARNm que codifica antigenos, por
ejemplo antigenos tumorales o virales, como una secuencia base para tales modificaciones.

En un procedimiento adicional para incrementar la expresién de una proteina codificada, la solicitud WO 2007/036366
describe el efecto positivo de secuencias poli(A) largas (particularmente mas largas de 120 pb) y la combinacion de al
menos dos regiones no traducidas 3’ del gen de beta-globina en la estabilidad del ARNm y la actividad de traduccion.

La WO 2011/069529 Al (CureVac GmbH) describe combinaciones especificas de acidos nucleicos que codifican
antigenos tumorales, incluyendo NY-ESO-1, 5T4, survivina, MAGE-C1 y MAGE-C2. Russel et al. ensefian que la beta-
globina, la alfa-globina y las histonas tienen elementos dentro de la 3-UTR que son capaces de estabilizar un ARN.
Ninguno de los documentos sugiere combinar secuencias poli(A) y tallos-bucle de histona para aumentar la expresion de
antigenos tumorales codificados gracias a su efecto sinérgico.

Sin embargo, aunque todos estos Ultimos documentos de la técnica previa ya tratan de proporcionar herramientas muy
eficientes para los procedimientos de terapia génica y una estabilidad del ARNm y una actividad de traduccién ademas
mejoradas, aun persiste el problema de una estabilidad generalmente mas baja de aplicaciones basadas en ARN frente
a las vacunas de ADN y procedimientos terapéuticos génicos basados en ADN. Por consiguiente, existe aln una
necesidad en la técnica de herramientas mejoradas para los procedimientos de terapia génica y la vacunacion genética o
como una terapia complementaria a tratamientos convencionales como se plantea anteriormente que permita una mejor
provisién de proteinas codificadas in vivo, por ejemplo mediante una estabilidad del ARNm y/o actividad de traduccion
mejoradas, preferentemente para la terapia y la vacunacion genética.

Ademas, a pesar de todos los progresos en la técnica, la expresién eficiente del péptido o proteina codificada en los
sistemas sin células, células u organismos (expresién recombinante) es alin un problema dificil.

Por tanto, el objetivo que subyace a la presente invencidon es proporcionar métodos adicionales y/o alternativos para
incrementar la expresion de una proteina codificada, preferentemente mediante la estabilizacion adicional del ARNm y/o
un incremento de la eficiencia de la traduccién de tal ARNm con respecto a tales acidos nucleicos conocidos de la técnica
anterior, para su uso en la vacunacién genética en el tratamiento terapéutico o profilactico de enfermedades cancerosas
o tumorales.

Este objetivo se resuelve por el contenido de las reivindicaciones adjuntas. Particularmente, de acuerdo con un primer
aspecto, el objetivo subyacente de la presente invencion se resuelve mediante un kit o kit de partes que comprende:

A) un acido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la region codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral NY-ESO-1 o un fragmento del mismo;

B) un acido nucleico que comprende o codifica para una regién codificante, donde la region codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral 5T4 o un fragmento del mismo;

C) un acido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la region codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral survinina o un fragmento del mismo;

D) un acido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la region codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral MAGE-C1 o un fragmento del mismo;

E) un &cido nucleico que comprende o codifica para una regién codificante, donde la region codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral MAGE-C2 o un fragmento del mismo;

donde el fragmento de NY-ESO-1, 5T4, survinina, MAGE-C1 o MAGE-C2 tiene una longitud de al menos seis residuos
aminoacidos; donde cada secuencia de acido nucleico A, B, C, D o E, en la direcciéon 5’ a 3', comprende o codifica para

i) a) la region codificante
b) al menos un tallo-bucle de histona, y

¢) una secuencia poli(A);

i) a) la region codificadora
b) una secuencia poli(A); y
¢) al menos un tallo-bucle de histona;
donde el al menos un tallo-bucle de histona en i) o ii) se selecciona de las férmulas (1) o (Il) como se definen aqui;

donde
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tallo 1 y tallo 2 son capaces de un emparejamiento de bases uno con el otro
forman una secuencia inversa complementaria, pudiendo suceder el apareamiento de bases entre tallo 1 y tallo 2 o

forman parcialmente una secuencia inversa complementaria, pudiendo suceder un apareamiento de bases incompleto
entretallolytallo2y

donde cada acido nucleico A, B, C, D o E comprende o codifica ademas para una secuencia poli(C) que comprende al
menos 10 nucledtidos citidina.

Dicho kit o kit de partes preferentemente es adecuado para aumentar la expresién de dichos péptidos o proteinas
codificados.

Secuencias tallo-bucle diferentes a aquellas secuencias tallo-bucle de histona (derivadas de genes de histona, en
particular genes de histona de las familias H1, H2A, H2B, H3 y H4) también son conocidas en la técnica.

En este contexto, es particularmente preferente que los acidos nucleicos como se definen aqui, en particular aquellos del
kit o kit de partes de la invencion segun el primer aspecto de la presente invencién, se produzcan al menos en parte
mediante sintesis de ADN o ARN o sean acidos nucleicos aislados.

La presente invencion se basa en el sorprendente descubrimiento de los presentes inventores de que la combinacion de
una secuencia poli(A) y al menos un tallo-bucle de histona, incluso aunque ambos representen mecanismos alternativos
en la naturaleza, actda sinérgicamente, ya que esta combinacién incrementa la expresion proteica muchas veces por
encima del nivel observado con cualquiera de los elementos individuales. El efecto sinérgico de la combinacién de poli(A)
y al menos un tallo-bucle de histona se observa independientemente del orden de la poli(A) y el tallo-bucle de histona y
de la longitud de la secuencia poli(A).

Por tanto, las secuencias de acidos nucleicos como se definen aqui, en particular aquellas del kit o kit de partes de la
invencion, comprenden o codifican, entre otras, para a) una region de codificacion, que codifica al menos un péptido o
proteina que comprende un antigeno tumoral o un fragmento, variante o derivado del mismo; b) al menos un tallo-bucle
de histona y c) una secuencia poli(A) o una secuencia de poliadenilacion; preferentemente para incrementar el nivel de
expresion de dicho péptido o proteina codificada. En algunas realizaciones puede ser preferible que la proteina codificada
no sea una proteina histona, en particular no una proteina de histona de la familia de histonas H4, H3, H2A y/o H2B o un
fragmento, variante o derivado de las mismas que retiene la funcion tipo histona, es decir formar un nucleosoma. Ademas,
la proteina codificada tipicamente no corresponde a una proteina ligadora de histonas de la familia de las histonas H1.
Las moléculas de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellas del kit o del kit de partes de la invencion,
tipicamente no contienen ninguna sefial reguladora (5' y/o, particularmente, 3' de un gen de histona de ratén, en particular
no de un gen de histona de ratén H2A y, ademas, con mayor referencia, no del gen de histona de ratén H2A614. En
particular, no contienen un tallo-bucle de histona y/o una sefial de procesamiento de tallo-bucle de un gen de histona de
raton, en particular no del gen de histona de raton H2A vy, preferiblemente, no del gen de histona de ratén H2A614.

Igualmente, los acidos nucleicos como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencion,
tipicamente no proporcionan una proteina reporter (por ejemplo luciferasa, GFP, EGFP, B-galactosidasa, particularmente
EGFP galactoquinasa (galK) y/o una proteina marcadora o de seleccién (por ejemplo alfa-globina, galactoquinasa y
xantina:guanina fosforibosil transferasa (GPT)) o una proteina reporter bacteriana, por ejemplo cloranfenicol acetil
transferasa (CAT) u otras proteinas bacterianas de resistencia a los antibidticos, por ejemplo derivadas del neogen
bacteriano en su elemento (a).

Una proteina reporter, marcadora o de seleccidn se entiende tipicamente que no es un antigeno tumoral de acuerdo con
la invencién. Una proteina reporter, marcadora o de selecciébn o su gen subyacente se utiliza cominmente como
herramienta de investigacion en bacterias, cultivos celulares, animales o plantas. Confieren a los organismos (de manera
preferente heter6logamente) que las expresan una propiedad facilmente identificable que se puede medir o que puede
permitir la seleccién. Especificamente, las proteinas marcadoras o de seleccion tienen una funcién seleccionable.
Tipicamente, tales proteinas de seleccion, marcadoras o reporter no son de origen natural en humanos u otros mamiferos,
sino que derivan de otros organismos, en particular de bacterias o plantas. Por consiguiente, las proteinas con funcion de
seleccion, marcadora o reporter que se originan de especies diferentes a los mamiferos, en particular diferentes a los
humanos, se excluyen preferentemente de ser entendidas como proteinas con la propiedad de actuar como “antigeno
tumoral” de acuerdo con la presente invencion. En particular, una proteina de seleccion, marcadora o reporter permite
identificar células transformadas mediante ensayos in vitro, basados por ejemplo en técnicas de fluorescencia u otras
técnicas espectroscopicas, y de resistencia a los antibiéticos. Asi, los genes de seleccion, informadores o reporter que
proporcionan tales propiedades a las células transformadas tipicamente no se entiende que sean proteinas que actian
como un antigeno tumoral de acuerdo con la invencion in vivo.
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En cualquier caso, las proteinas reporter, marcadoras o de seleccion no ejercen usualmente ninguna de las propiedades
antigénicas tumorales y, por tanto, no ejercen un efecto inmunolégico que permite terapéuticamente tratar enfermedades
tumorales. Si cualquier proteina reporter, marcadora o de seleccién individual no obstante lo debe hacer (ademas de su
funcién reporter, de seleccion o marcadora), tal proteina reporter, marcadora o de seleccidon preferentemente no se
entiende como un “antigeno tumoral” dentro del significado de la presente invencion.

Por el contrario, una proteina o péptido que actia como un antigeno tumoral (en particular excluyendo genes de histona
de las familias H1, H2A, H2B, H3 y H4) de acuerdo con la presente invenciéon no muestra tipicamente una funcién de
seleccién, marcadora o reporter. Si cualquier “antigeno tumoral” no obstante lo debe hacer (ademas de su funcién
antigénica tumoral), tal antigeno tumoral preferentemente no se entiende como una “proteina de selecciéon, marcadora o
reporter” dentro del significado de la presente invencion.

Con total preferencia se entiende que una proteina que actia como antigeno tumoral de acuerdo con la invencion deriva
de mamiferos, en particular de humanos, en particular de tumores de mamifero, y no se califica como proteina de
seleccion, marcadora o reporter. En particular, tales antigenos tumorales se derivan de tumores de mamiferos, en
particular de humanos. Se entiende que estas proteinas antigénicas tumorales son antigénicas, ya que se proponen para
tratar al sujeto al desencadenar la respuesta inmunitaria del sujeto, de manera que se habilita su sistema inmunitario para
combatir las células tumorales por las respuestas inmunes TH1 y/o TH2. Por consiguiente, tales proteinas tumorales
antigénicas son tipicamente proteinas de mamifero, en particular humanas, que caracterizan el tipo de cancer del sujeto.

Por consiguiente, se prefiere que la regién codificadora (a) que codifica al menos un péptido o proteina sea heterdloga a
al menos (b) el al menos un tallo-bucle de histona. En otras palabras, “heter6logo” en el contexto de la presente invencion
significa que la al menos una secuencia de tallo-bucle no se presenta naturalmente como una secuencia (reguladora) (por
ejemplo en la 3’ UTR) del gen especifico que codifica la proteina o péptido (antigénico tumoral) del elemento (a) del acido
nucleico como se define aqui, en particular aquel del kit o kit de partes de la invencién. Por consiguiente, el tallo-bucle
(histona) de cada uno de dichos acidos nucleicos se deriva preferentemente de la 3'UTR de un gen diferente al que
comprende la region codificadora del elemento (a) del acido nucleico inventivo. Por ejemplo, la regiéon codificadora del
elemento (a) no codificara una proteina de histona o un fragmento, variante o derivado de la misma (que retiene la funcion
de una proteina de histona) si los acidos nucleicos son heterdlogos, pero codificara cualquier otro péptido o secuencia
(de la misma u otra especie) que ejerce una funcion biolégica, preferentemente una funcion antigénica tumoral, diferente
a la funcién (similar) a histona, por ejemplo codificara una proteina que ejerce una funcién antigénica tumoral, por ejemplo
en términos de una vacunacion frente a tumores de mamifero, en particular humanos que desencadenan en consecuencia
una reaccion inmunolégica frente a las células tumorales del sujeto, que expresa de manera preferente el antigeno tumoral
codificado por el &cido nucleico inventivo.

En este contexto, los acidos nucleicos como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencion,
comprenden o codifican en la direccion 5’ a 3’ para:

a) una regién codificadora que codifica al menos un péptido o proteina que comprende un antigeno tumoral o un
fragmento, variante o derivado del mismo;

b) al menos un tallo-bucle de histona, opcionalmente sin un elemento en 3' aguas abajo de histona (HDE) respecto al
tallo-bucle de histona

c¢) una secuencia poli(A) o una sefial de poliadenilacion.

El término “elemento aguas abajo de histona (HDE)” se refiere a una cadena de polinucleédtidos rica en purina de
aproximadamente 15 a 20 nucle6tidos en 3’ respecto al tallo-bucle de histona de origen natural, que representa el sito de
union para el U7 snARN implicado en el procesamiento del pre-ARNm de histona en el ARNm de histona maduro. Por
ejemplo, en los erizos de mar el HDE es CAAGAAAGA (Dominski, Z. y W. F. Marzluff (2007), Gene 396(2): 373-90).

Ademas, es preferible que los acidos nucleicos como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la
invencion, no comprendan un intrén.

Alternativamente, las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de
la invencion, comprenden o codifican de 5’ a 3’ para:

a) una regién codificadora que codifica preferentemente al menos un péptido o proteina que comprende un antigeno
tumoral o un fragmento, variante o derivado del mismo;

¢) una secuencia poli(A); y
b) al menos un tallo-bucle de histona.

Las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién,
comprenden cualquier acido nucleico adecuado, por ejemplo seleccionado de cualquier ADN (de hebra individual o doble
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hebra), preferentemente aunque sin que se limite al mismo por ejemplo ADN genémico, ADN de plasmido, moléculas de
ADN de hebra individual, moléculas de ADN de doble hebra, o se puede seleccionar por ejemplo de cualquier ANP (acido
nucleico peptidico) o se puede seleccionar por ejemplo de cualquier ARN (de hebra individual o doble hebra),
preferentemente un ARN mensajero (ARNm); etc. Dichas secuencias de acido nucleico también pueden comprender un
ARN viral (ARNv). Sin embargo, dichas secuencias de acido nucleico pueden no ser un ARN viral o puede no contener
un ARN viral. Mas especificamente, las secuencias de acido nucleico pueden no contener elementos de secuencia virales,
por ejemplo potenciadores o promotores virales (por ejemplo ningun promotor viral inactivado o elementos de secuencia,
mas especificamente no inactivado por estrategias de reemplazo), u otros elementos de secuencia virales o elementos
de acidos nucleicos virales o retrovirales. Mas especificamente, dichas secuencias de acido nucleico pueden no ser un
vector retroviral o viral o un vector retroviral o viral modificado.

En cualquier caso, las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de
la invencién, pueden o no contener una secuencia potenciadora y/o promotora, que se puede modificar o no o que se
pueda activar o no. El potenciador y/o promotor puede ser expresable en plantas o no expresable y/o expresable en
eucariotas 0 no expresable y/o expresable en procariotas o0 no expresable. Las secuencias de acido nucleico como se
definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién, pueden contener o no una secuencia que codifica
un ribosoma (auto-corte y empalme).

En realizaciones especificas, las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit
de partes de la invencion, pueden ser o pueden comprender un ARN de auto replicacion (replicon).

De manera preferente, las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes
de la invencién, son un ADN de plasmido o un ARN, particularmente un ARNm.

En realizaciones particulares del primer aspecto de la presente invencion, los acidos nucleicos como se definen aqui, en
particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién, son secuencias de acido nucleico comprendidas en acidos
nucleicos adecuados para la transcripcion in vitro, particularmente en un vector de transcripcion in vitro apropiado (por
ejemplo un plasmido o una secuencia de acido nucleico lineal que comprende promotores especificos para la transcripcion
in vitro, tales como los promotores T3, T7 0 Sp6).

En realizaciones preferidas particulares adicionales del primer aspecto de la presente invencion, los acidos nucleicos
como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencidn, estan comprendidos en acidos nucleicos
adecuados para la transcripcion y/o traduccién en un sistema de expresion (por ejemplo en un vector o plasmido de
expresion), particularmente un sistema de expresion procariético (por ejemplo bacterias como E. coli) o eucariético (por
ejemplo células de mamiferos como células CHO, células de levadura o células de insecto u organismos enteros como
plantas o animales).

El término “sistema de expresidn” significa un sistema (cultivo celular u organismos enteros) que es adecuado para la
produccion de péptidos, proteinas o ARN, particularmente ARNm (expresién recombinante).

Las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién de
acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién, comprenden o codifican al menos un tallo-bucle de histona como
se define aqui. En el contexto de la presente invencion, tal tallo-bucle de histona en general (independientemente de si
es un tallo-bucle de histona o no) se deriva tipicamente de genes de histona y comprende un emparejamiento de bases
intramolecular de dos secuencias complementarias total o parcialmente inversas vecinas, que forman asi un tallo-bucle.
Un tallo-bucle puede presentarse en el ADN de hebra individual 0 mas cominmente en el ARN. La estructura también es
conocida como horquilla o bucle de horquilla y usualmente consiste en un tallo y un bucle (terminal) dentro de una
secuencia consecutiva donde el tallo esta formado por dos secuencias complementarias completa o parcialmente inversas
vecinas separadas por una secuencia corta a modo de espaciador, que construye el bucle de la estructura del tallo-bucle.
Las dos secuencias complementarias completa o parcialmente inversas vecinas se pueden definir por ejemplo por los
elementos tallo-bucle tallo 1 y tallo 2. El tallo-bucle se forma cuando estas dos secuencias complementarias completa o
parcialmente inversas vecinas, por ejemplo elementos de tallo-bucle tallo 1 y tallo 2, forman pares bases entre si,
conduciendo a una cadena de secuencia de acido nucleico de doble hebra que comprende un bucle no emparejado en
su extremo terminal, formado por la secuencia corta situada entre los elementos de tallo-bucle tallo 1 y tallo 2 en la
secuencia consecutiva. El bucle no emparejado representa asi tipicamente una regién del acido nucleico que no es capaz
de emparejamiento por bases con cualquiera de estos elementos de tallo-bucle. La estructura en forma de paleta
resultante es un bloque de construccién clave de muchas estructuras secundarias de ARN. La formacién de una estructura
de tallo-bucle es asi dependiente de la estabilidad de las regiones del tallo y bucle resultantes, donde el primer pre-
requisito es tipicamente la presencia de una secuencia que se puede plegar sobre si misma de nuevo para formar una
hebra doble emparejada. La estabilidad de los elementos de tallo-bucle emparejados se determina por la longitud, el
nimero de emparejamientos erréneos o protuberancias que contienen (un nimero pequefio de emparejamientos erréneos
es tipicamente tolerable, especialmente en una cadena de doble hebra larga) y la composicion de bases de la region
emparejada. En el contexto de la presente descripcién, una longitud de bucle de 3 a 15 bases es concebible, mientras
gue una longitud de bucle preferente es 3-10 bases, de manera mas preferente 3 a 8, 3a 7, 3 a 6 o incluso de manera
mas preferente 4 a 5 bases, y de manera especialmente preferente 4 bases. Aqui se describe que la secuencia de tallo
gue forma la estructura de doble hebra tiene tipicamente una longitud de entre 5 a 10 bases, preferentemente entre 5 a 8
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bases.

En el contexto de la presente invencion, un tallo-bucle de histona se deriva tipicamente de genes de histona (por ejemplo
genes de las familias de histona H1, H2A, H2B, H3, H4) y comprende un emparejamiento de bases intramolecular de dos
secuencias completa o parcialmente complementarias inversas vecinas que forman asi un tallo-bucle. Tipicamente, un
tallo-bucle de UTR 3' de histona es un elemento de ARN implicado en el transporte nucleocitoplasmico de los ARNm de
histona y en la regulacion de la estabilidad y de la eficiencia de traduccién en el citoplasma. Los ARNm de los genes de
histona de metazoarios carecen de poliadenilacion y esta presente una cola poli-A en lugar del procesamiento del extremo
3’ en un sitio entre este tallo-bucle altamente conservado y una region rica en purina de aproximadamente 20 nucleétidos
en 3' (el elemento aguas abajo de histona o HDE). El tallo-bucle de histona se une por una proteina de unién de tallo-
bucle de 31 kDa (SLBP — también llamada proteina de unién de horquilla de histona, o HBP). Tales estructuras de tallo-
bucle de histona son empleadas por la presente invencion preferentemente en combinaciéon con otros elementos y
estructuras de secuencia que no se presentan naturalmente (lo que significa en organismos/ células vivas no
transformadas) en genes de histona, pero que se combinan — de acuerdo con la invencion — para proporcionar un acido
nucleico heterélogo, artificial. Por consiguiente, la presente invencién se basa particularmente en el descubrimiento de
gue una combinacion artificial (no nativa) de una estructura de tallo-bucle de histona con otros elementos de secuencia
heter6logos que no se presentan en los genes de histona o los genes de histona de metazoarios y se aislan de las
regiones de secuencia operacionales y/o reguladoras (que afectan la transcripcidon y/o traduccién) de los genes que
codifican proteinas diferentes a las histonas proporcionan efectos ventajosos. Por consiguiente, un aspecto de la invencién
proporciona la combinacion de una estructura de tallo-bucle de histona con una secuencia poli(A) (3' terminal de una
region codificante), que no se presenta en los genes de histona de metazoarios, en los acidos nucleicos como se definen
aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién. De acuerdo con otro aspecto preferente de la invencién,
se proporciona una combinacion de una estructura de tallo-bucle de histona con una regién codificadora que codifica una
proteina antigénica tumoral, que preferentemente no se presenta en los genes de histona de metazoarios (la region
codificadora y la secuencia de tallo-bucle de histona son heter6logos) como se definen aqui, en particular aquellos del kit
o kit de partes de la invencién. Se prefiere que tales proteinas antigénicas tumorales sean de un mamifero, de manera
preferente humano, que sufre una enfermedad tumoral. En una realizacion preferida adicional, todos los elementos (a),
(b) y (c) de los acidos nucleicos como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencion, son
heterélogos entre si y se combinan artificialmente de tres fuentes diferentes, por ejemplo (a) la region codificadora de
proteina antigénica tumoral de un gen humano, (b) el tallo-bucle de histona de la regién no traducida de un gen de histona
de metazoario, por ejemplo mamifero no humano o humano y (c) la secuencia poli(A) de por ejemplo una regiéon no
traducida de un gen diferente al gen de histona y diferente de la region no traducida de la regién codificadora de antigeno
tumoral de acuerdo con el elemento (a) de tal &cido nucleico.

Por tanto, un tallo-bucle de histona es una estructura de tallo-bucle como se describe aqui, que muestra/retiene la
propiedad de union a su socio de unién natural, la proteina de unién de tallo-bucle (SLBP — también llamada la proteina
de unién de horquilla de histona, o HBP).

De acuerdo con la presente invencién, la secuencia de tallo-bucle de histona de acuerdo con el componente (b) de la
reivindicacion 1 puede no derivar de una proteina de histona de ratén. Mas especificamente, la secuencia de tallo-bucle
de histona puede no derivar del gen de histona de ratén H2A614. También, el acido nucleico de la invencion puede no
contener una secuencia de tallo-bucle de histona de ratén ni tampoco contener un gen de histona de ratén H2A614.
Ademas, las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la
invencion, puede no contener una sefial de procesamiento de tallo-bucle, mas especificamente una sefal de
procesamiento de histona de ratén, y mucho mas especificamente puede no contener una sefial de procesamiento de
tallo-bucle de ratén H2kA614, aun si la secuencia de acido nucleico inventiva puede contener al menos un gen de histona
de mamifero. Sin embargo, el al menos un gen de histona de mamifero puede no tener la Seq. ID No. 7 de WO 01/12824.

De acuerdo con el primer aspecto inventivo, las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos
del kit o kit de partes de la invencion, comprenden o codifican al menos una secuencia tallo-bucle de histona, de manera
preferente de acuerdo con al menos una de las siguientes formulas (1) o (II):

férmula (1) (secuencia tallo-bucle sin elementos frontera de tallo):

[No,GNj ] {No-4(ljrff INo.oJ [N55CNoo]

tallo 1 bucle tallo 2

férmula (1) (secuencia de tallo-bucle con elementos frontera de tallo):
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N1-6 [N0-2GN3-5] [N0—4(U/T) NO—4] [NS-SCN0-2] N1-6
N ~ Y S W
elemento frontera tallo 1 bucle tallo 2 elemento frontera
tallo 1 tallo 2

donde:

los elementos frontera Ni-s de tallo 1 o tallo 2 es una secuencia consecutiva de 1 a 6, de manera preferente de 2 a 6, de
manera mas preferente de 2 a 5, ain de manera mas preferente de 3 a 5, de manera mucho mas preferentede 4a505
N, donde cada N se selecciona independientemente de un nucleétido seleccionado de A, U, T, G y C, o un analogo de
nucleétido del mismo;

tallo 1 [No-2GNs-s] es una complementariedad inversa o complementariedad parcialmente inversa con el elemento tallo 2,
y s una secuencia consecutiva de entre 5 a 7 nucleétidos; donde No-2 es una secuencia consecutiva de 0 a 2, de manera
preferente de 0 a 1, de manera mas preferente de 1 N, en donde cada N se selecciona independientemente de un
nucleodtido seleccionado de A, U, T, Gy C o un analogo de nucledtido del mismo; donde Ns.s €s una secuencia consecutiva
de 3 a 5, de manera preferente de 4 a 5, de manera mas preferente de 4 N, en donde cada N se selecciona
independientemente de otro de un nucleétido seleccionado de A, U, T, G y C o un analogo de nucleétido del mismo, y
donde G es guanosina o un analogo de la misma, y se puede reemplazar opcionalmente por una citidina o un analogo de
la misma, con la condicién de que su citidina de nucle6tido complementaria en el tallo 2 se reemplace por guanosina,;

la secuencia de bucle [No-4(U/T)No-4] se sitla entre los elementos tallo 1 y tallo 2, y es una secuencia consecutiva de 3 a
5 nucledtidos, de manera mas preferente de 4 nucleédtidos; donde cada No4 es independientemente una secuencia
consecutiva de 0 a 4, de manera preferente de 1 a 3, de manera mas preferente de 1 a 2 N, en donde cada N se selecciona
independientemente de otro de un nucleétido seleccionado de A, U, T, G y C o un analogo de nucleétido del mismo; y
donde U/T representa uridina, u opcionalmente timidina;

tallo 2 [N3-sCNo-2] es complementariedad inversa o complementariedad parcialmente inversa con el elemento tallo 1 y es
una secuencia consecutiva entre 5 a 7 nucleétidos; donde Nz-5 es una secuencia consecutiva de 3 a 5, de manera
preferente de 4 a 5, de manera mas preferente de 4 N, en donde cada N se selecciona independientemente de un
nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C o un anéalogo de nucleétido del mismo; donde No-2 €s una secuencia consecutiva
de 0 a 2, de manera preferente de 0 a 1, de manera mas preferente de 1 N, en donde cada N se selecciona
independientemente de un nucleétido seleccionado de A, U, T, G o C o un analogo de nucleétido del mismo; y donde C
es citidina o un analogo de la misma, y se puede reemplazar opcionalmente por una guanosina o un analogo de la misma
con la condicién de que su guanosina de nucleétido complementaria en el tallo 1 se reemplace por citidina;

donde

tallo 1 y tallo 2 son capaces de un emparejamiento de bases entre si formando una secuencia complementaria inversa,
donde el emparejamiento de bases puede presentarse entre el tallo 1 y tallo 2, por ejemplo por el emparejamiento de
bases de Watson-Crick de nucleétidos Ay U/T o Gy C o por el emparejamiento de bases de no Watson-Crick, por ejemplo
emparejamiento de bases oscilante, emparejamiento de bases de Watson-Crick inverso, emparejamiento de bases de
Hoogsteen, emparejamiento de bases de Hoogsteen inverso, o son capaces del emparejamiento de bases entre si
formando una secuencia complementaria parcialmente inversa, donde un emparejamiento de bases incompleto puede
presentarse entre tallo 1 y tallo 2, en base a que una o mas bases en un tallo no tienen una base complementaria en la
secuencia complementaria inversa del otro tallo.

En el contexto anterior, un emparejamiento de bases oscilante es tipicamente un emparejamiento de bases no de Watson-
Crick entre dos nucle6tidos. Los cuatro pares de bases oscilantes principales que se pueden utilizar en este contexto son
guanosina-uridina, inosina-uridina, inosina-adenosina, inosina-citidina (G-U/T, I-U/T, I-A e I-C) y adenosina-citidina (A-C).

Por consiguiente, en el contexto de la presente invencién, una base oscilante es una base que forma un par de bases
oscilantes con una base adicional como se describe anteriormente. Por tanto, el emparejamiento de bases no de Watson-
Crick, por ejemplo el emparejamiento de bases oscilante, puede presentarse en el tallo de la estructura de tallo-bucle de
histona de acuerdo con la presente invencion.

En el contexto anterior, una secuencia complementaria parcialmente inversa comprende como maximo 2, de manera
preferente solo un emparejamiento erréneo en la estructura de tallo de la secuencia de tallo-bucle formada por el
emparejamiento de bases de tallo 1 y tallo 2. En otras palabras, el tallo 1 y el tallo 2 preferentemente son capaces de
emparejamiento de bases (completo) entre si a lo largo de la secuencia completa de tallo 1 y tallo 2 (100% de los
emparejados de base de Watson-Crick o no de Watson-Crick correctos posibles), formando asi una secuencia
complementaria inversa, donde cada base tiene su control de base de Watson-Crick o no de Watson-Crick correcto como
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compafiero de unidon complementario. Alternativamente, el tallo 1 y el tallo 2 preferentemente son capaces de
emparejamiento de bases parcial entre si a lo largo de la secuencia completa de tallo 1 y tallo 2, donde al menos
aproximadamente un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o0 95% del 100% de los emparejamiento de bases de Watson-Crick o
no de Watson-Crick posibles correctos se ocupan con los emparejamientos de bases de Watson-Crick o no de Watson-
Crick correctos y como maximo aproximadamente un 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, o 5% de las bases restantes no estan
emparejadas.

De acuerdo con una realizacion preferente del primer aspecto inventivo, la al menos una secuencia de tallo-bucle de
histona (con elementos frontera de tallo) de las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos
del kit o kit de partes de la invencion, comprenden una longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente 45
nucledtidos, de manera preferente una longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente 40 nucle6tidos, de manera
preferente una longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente 35 nucleétidos, de manera preferente una longitud
de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 nucledtidos y de manera ain mas preferente una longitud de
aproximadamente 20 a aproximadamente 30 y de manera mucho mas preferente una longitud de aproximadamente 24 a
aproximadamente 28 nucleétidos.

De acuerdo con una realizacion preferente adicional del primer aspecto inventivo, la al menos una secuencia de tallo-
bucle de histona (sin elementos frontera de tallo) de las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular
aquellos del kit o kit de partes de la invencién, comprenden una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 30
nucledtidos, de manera preferente una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 nucle6tidos, de manera
preferente una longitud de aproximadamente 12 a aproximadamente 20 nucleétidos, de manera preferente una longitud
de aproximadamente 14 a aproximadamente 20 nucledtidos y de manera ain mas preferente una longitud de
aproximadamente 16 a aproximadamente 17 y de manera mucho mas preferente una longitud de aproximadamente 16
nucledtidos.

De acuerdo con una realizacion preferida adicional del primer aspecto inventivo, las secuencias de acido nucleico como
se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién, de acuerdo con el primer aspecto de la
presente invencion, pueden comprender o codificar para al menos una secuencia de tallo-bucle de histona de acuerdo
con al menos una de las siguientes férmulas especificas (1a) o (l1a):

férmula (la) (secuencia tallo-bucle sin elementos frontera de tallo):

[No. 1 GN3 5] [Ny 5(U/T)Ng.o] [N3 sCNg.,]

e v ‘/\'L j - Y -

tallo 1 bucle tallo 2
férmula (lla) (secuencia tallo-bucle con elementos frontera de tallo):

Na.s [Noa GNs] INy5(U/MING.] [N3sCNos T Ny s
. —— \_ Y —

elemento frontera  tallo 1 bucle tallo 2 elemento frontera
tallo 1 tallo 2

donde N, C, G, Ty U son como se definen anteriormente.

De acuerdo con una realizacion particularmente preferida adicional del primer aspecto, las secuencias de acido nucleico
como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencion, pueden comprender o codificar para al
menos una secuencia tallo-bucle de histona de acuerdo con al menos una de las siguientes formulas especificas (Ib) o

(lb):
férmula (Ib) (secuencia de tallo-bucle sin elementos frontera de tallo):

\[N1GN4] [N,(U/T)N,] [N,CN,]

AN S —_—
Y

tallo 1 bucle tallo 2

férmula (l1b) (secuencia de tallo-bucle con elementos frontera de tallo):
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Nas [N;GN,] [\Nz(U/T)NU] £N4CN11 N,

\_Y_) - 7 ~ LY_.J
elemento frontera tallo 1 bucle tallo 2 elemento frontera
tallo 1 tallo 2

donde N, C, G, Ty U son como se definen anteriormente.

De acuerdo con una realizacién aun mas preferida del primer aspecto inventivo, las secuencias de acido nucleico como
se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién, de acuerdo con el primer aspecto de la
presente invencién, pueden comprender o codificar al menos una secuencia tallo-bucle de histona de acuerdo con al
menos una de las siguientes formulas especificas (Ic) a (lh) o (lic) a (Ilh), mostradas alternativamente en su estructura
tallo-bucle y como una secuencia lineal que representa las secuencias de tallo-bucle de histona como se generan de
acuerdo con el Ejemplo 1:

férmula (Ic): (secuencia consenso de tallo-bucle de histona de metazoarios y protozoarios sin elementos frontera de tallo):

(secuencia lineal) (SEQ ID NO: 1)

férmula (lic): (secuencia consenso de tallo-bucle de histona de metazoarios y protozoarios con elementos frontera de
tallo):

(secuencia lineal) (SEQ ID NO: 2)

férmula (Id): (sin elementos frontera de tallo)
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(secuencia lineal) (SEQ ID NO: 3)

férmula (11d): (con elementos frontera de tallo)

(secuencia lineal) (SEQ ID NO: 4)

férmula (le): (secuencia consenso de tallo-bucle de histona de protozoario sin elementos frontera de tallo)

(secuencia lineal) (SEQ ID NO: 5)

férmula (lle): (secuencia consenso de tallo-bucle de histona de protozoario con elementos frontera de tallo)
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(secuencia lineal) (SEQ ID NO: 6)

férmula (If): (secuencia consenso de tallo-bucle de histona de metazoario sin elementos frontera de tallo)

(secuencia lineal) (SEQ ID NO: 7)

férmula (l1f): (secuencia consenso de tallo-bucle de histona de metazoario con elementos frontera de tallo)

(secuencia lineal) (SEQ ID NO: 8)

férmula (1g): (secuencia consenso de tallo-bucle de histona de vertebrado sin elementos frontera de tallo)
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(secuencia lineal) (SEQ ID NO: 9)

férmula (11g): (secuencia consenso de tallo-bucle de histona de vertebrado con elementos frontera de tallo)

5 (secuencia lineal) (SEQ ID NO: 10)

férmula (lh): (secuencia consenso de tallo-bucle de histona de ser humano (Homo sapiens) sin elementos frontera de
tallo)

(secuencia lineal) (SEQ ID NO: 11)

10 formula (IIh): (secuencia consenso de tallo-bucle de histona de ser humano (Homo sapiens) con elementos frontera de
tallo)
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(secuencia lineal) (SEQ ID NO: 12)
donde en cada una de las férmulas anteriores (Ic) a (lh) o (lic) a (Ilh):

N, C, G, A, Ty U son como se definen anteriormente;

cada U se puede reemplazar por T;

cada G o C (altamente) conservada en los elementos tallo 1 y 2 se puede reemplazar por su base de nucleétidos
complementaria C o G, con la condicién de que su nucleétido complementario en el tallo correspondiente se reemplace
por su nucleétido complementario en paralelo; y/o

G ATUCR,Y MK, S, W, H,B,V,D,y N son bases de nucle6tidos como se definen en la siguiente Tabla:

abreviatura bases de nucle6tidos observaciones

G G Guanina

A A Adenina

T T Timina

U U Uracilo

C C Citosina

R GoA Purina

Y T/UoC Pirimidina

M AoC Amino

K GoT/U Ceto

S GoC Fuerte (uniones 3H)
W AoT/U Débil (uniones 2H)
H AoCoT/U No G

B GoT/UoC No A

V GoCoA No T/U

D GoAoT/U No C

N GoCoT/UoA Cualquier base

* Presente o no La base puede estar 0 no presente

En este contexto, se prefiere particularmente que la secuencia tallo-bucle de histona de acuerdo con al menos una de las
férmulas (1) o (1a) a (Ih) o (I1) o (l1a) a (IIh) de la presente invencién se seleccione de una secuencia tallo-bucle de histona
de origen natural, con especial preferencia de secuencias tallo-bucle de histona de protozoarios 0 metazoarios y aun de
manera particularmente de secuencias tallo-bucle de histona de vertebrados y de manera mucho mas preferida de
mamifero, especialmente de secuencias tallo-bucle de histona humanas.

De acuerdo con una realizacion particularmente preferida del primer aspecto, la secuencia tallo-bucle de histona de
acuerdo con al menos una de las formulas especificas (1) o (la) a (lh) o (Il) o (Ila) a (Ilh) de la presente invencién es una
secuencia tallo-bucle de histona que comprende en cada posicién de nucleétidos el nucleétido que se presenta mas
frecuentemente o cualquiera que sea el mas frecuente o el segundo nucledtido que se presenta mucho mas
frecuentemente en las secuencias tallo-bucle de histona de origen natural en los metazoarios y protozoarios (Figura 1),
protozoarios (Figura 2), metazoarios (Figura 3), vertebrados (Figura 4) y seres humanos (Figura 5) como se muestra en
las figuras 1-5. En este contexto se prefiere particularmente que al menos el 80%, de manera preferente al menos el 85%
o de manera mucho mas preferente al menos el 90% de todos los nucleétidos correspondan al nucleétido que se presenta
mas frecuentemente en las secuencias tallo-bucle de histona de origen natural. En una realizacién particular adicional del
primer aspecto, la secuencia tallo-bucle de histona de acuerdo con al menos una de las formulas especificas (I) o (Ia) a
(Ih) de la presente invencion se selecciona de las siguientes secuencias tallo-bucle de histona (sin elementos frontera de
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tallo) que representan las secuencias tallo-bucle de histona como se generan de acuerdo con el Ejemplo 1:
VGYYYYHHTHRVVRCB (SEQ ID NO: 13 de acuerdo con la férmula (Ic))
SGYYYTTYTMARRRCS (SEQ ID NO: 14 de acuerdo con la férmula (Ic))
SGYYCTTTTMAGRRCS (SEQ ID NO: 15 de acuerdo con la formula (Ic))
DGNNNBNNTHVNNNCH (SEQ ID NO: 16 de acuerdo con la férmula (le))
RGNNNYHBTHRDNNCY (SEQ ID NO: 17 de acuerdo con la férmula (le))
RGNDBYHYTHRDHNCY (SEQ ID NO: 18 de acuerdo con la férmula (le))
VGYYYTYHTHRVRRCB (SEQ ID NO: 19 de acuerdo con la formula (If))
SGYYCTTYTMAGRRCS (SEQ ID NO: 20 de acuerdo con la férmula (If))
SGYYCTTTTMAGRRCS (SEQ ID NO: 21 de acuerdo con la féormula (If))
GGYYCTTYTHAGRRCC (SEQ ID NO: 22 de acuerdo con la férmula (1g))
GGCYCTTYTMAGRGCC (SEQ ID NO: 23 de acuerdo con la féormula (Ig))
GGCTCTTTTMAGRGCC (SEQ ID NO: 24 de acuerdo con la formula (I1g))
DGHYCTDYTHASRRCC (SEQ ID NO: 25 de acuerdo con la formula (lh))
GGCYCTTTTHAGRGCC (SEQ ID NO: 26 de acuerdo con la formula (Ih))
GGCYCTTTTMAGRGCC (SEQ ID NO: 27 de acuerdo con la férmula (1h))

Ademas en este contexto, las siguientes secuencias tallo-bucle de histona (con elementos frontera de tallo) como se
generan de acuerdo con el Ejemplo 1 de acuerdo con una de las férmulas especificas (Il) o (lla) a (Ilh) son particularmente
preferentes:

H*H*HHVVGYYYYHHTHRVVRCBVHH*N*N* (SEQ ID NO: 28 de acuerdo con la férmula (lic))
M*H*MHMSGYYYTTYTMARRRCSMCH*H*H* (SEQ ID NO: 29 de acuerdo con la férmula (lic))
M*M*MMMSGYYCTTTTMAGRRCSACH*M*H* (SEQ ID NO: 30 de acuerdo con la formula (lIc))
N*N*NNNDGNNNBNNTHVNNNCHNHN*N*N* (SEQ ID NO: 31 de acuerdo con la formula (lle))
N*N*HHNRGNNNYHBTHRDNNCYDHH*N*N* (SEQ ID NO: 32 de acuerdo con la férmula (lle))
N*H*HHVRGNDBYHYTHRDHNCYRHH*H*H* (SEQ ID NO: 33 de acuerdo con la férmula (lle))
H*H*MHMVGYYYTYHTHRVRRCBVMH*H*N* (SEQ ID NO: 34 de acuerdo con la formula (lIf))
M*M*MMMSGYYCTTYTMAGRRCSMCH*H*H* (SEQ ID NO: 35 de acuerdo con la férmula (lIf))
M*M*MMMSGYYCTTTTMAGRRCSACH*M*H* (SEQ ID NO: 36 de acuerdo con la formula (l1f))
H*H*MAMGGYYCTTYTHAGRRCCVHN*N*M* (SEQ ID NO: 37 de acuerdo con la formula (11g))
H*H*AAMGGCYCTTYTMAGRGCCVCH*H*M* (SEQ ID NO: 38 de acuerdo con la férmula (11g))
M*M*AAMGGCTCTTTTMAGRGCCMCY*M*M* (SEQ ID NO: 39 de acuerdo con la formula (llg))
N*H*AAHDGHYCTDYTHASRRCCVHB*N*H* (SEQ ID NO: 40 de acuerdo con la férmula (Ilh))
H*H*AAMGGCYCTTTTHAGRGCCVMY*N*M* (SEQ ID NO: 41 de acuerdo con la férmula (11h))
H*M*AAAGGCYCTTTTMAGRGCCRMY*H*M* (SEQ ID NO: 42 de acuerdo con la férmula (11h))

De acuerdo con una realizacién preferida adicional del primer aspecto inventivo, las secuencias de acido nucleico como
se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién, comprenden o codifican al menos una
secuencia tallo-bucle de histona que tiene al menos aproximadamente un 80%, de manera preferente al menos
aproximadamente 85%, de manera mas preferente al menos aproximadamente 90%, o de manera aun mas preferente al
menos aproximadamente un 95% de identidad de secuencia con los nucledétidos no conservados a 100% conservados de
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las secuencias tallo-bucle de histona de acuerdo con al menos una de las férmulas especificas (1) o (1a) a (Ih) o (1) o (lla)
a (Ilh) o con una secuencia tallo-bucle de histona de origen natural.

En una realizacién preferida, la secuencia tallo-bucle de histona no contiene la secuencia de bucle 5’-UUUC-3'. De manera
mas especifica, el tallo-bucle de histona no contiene la secuencia tallo 1 5’-GGCUCU-3’ y/o la secuencia tallo 2 5'-
AGAGCC-3’, respectivamente. En otra realizacion preferida, la secuencia tallo-bucle no contiene la secuencia de bucle
5'-CCUGCCC-3’ o la secuencia de bucle 5-UGAAU-3'. De manera mas especifica, el tallo-bucle no contiene la secuencia
tallo 1 5'-CCUGAGC-3' 0 no contiene la secuencia tallo 1 5~ACCUUUCUCCA-3' y/o la secuencia 2 5-GCUCAGG-3' 0 5'-
UGGAGAAAGGU-3’, respectivamente. También, siempre que la invencion no se limite a las secuencias tallo-bucle de
histona especificamente, las secuencias tallo-bucle preferentemente no se derivan de una regién 3' no traducida del
receptor de insulina de mamifero. También, de manera preferente, el acido nucleico inventivo puede no contener sefiales
de procesamiento de tallo-bucle de histona, en particular no aquellas derivadas del gen H2A614 del gen de histona de
ratén (H2kA614).

Las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencion, de
acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion, comprenden o codifican una secuencia poli(A). Tal secuencia
poli(A) puede comprender una secuencia de aproximadamente 25 a aproximadamente 400 nucleétidos de adenosina, de
manera preferente una secuencia de aproximadamente 30 o, de manera mas preferente, de aproximadamente 50 a
aproximadamente 400 nucledtidos de adenosina, de manera mas preferente una secuencia de aproximadamente 50 a
aproximadamente 300 nucleétidos de adenosina, de manera alin mas preferente una secuencia de aproximadamente 50
a aproximadamente 250 nucleétidos de adenosina, de manera mucho mas preferente una secuencia de aproximadamente
60 a aproximadamente 250 nucleétidos de adenosina. En este contexto, el término “aproximadamente” se refiere a una
desviacion de + 10% del o de los valores a los que esta unido. Por consiguiente, la secuencia poli(A) contiene al menos
25 o mas de 25, de manera mas preferente, al menos 30, de manera mas preferente al menos 50 de nucleétidos de
adenosina. Por tanto, tal secuencia poli(A) no contiene tipicamente menos de 20 nucleétidos de adenosina. De manera
mas particular, no contiene 10 y/o menos de 10 nucleétidos de adenosina.

De manera preferente, los acidos nucleicos como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la
invencion, no contienen uno o dos de al menos uno o todos menos uno o todos los componentes del grupo consistente
en: una secuencia que codifica una ribozima (de manera preferente una ribozima de auto-corte y empalme), una secuencia
de acido nucleico viral, una sefial de procesamiento de tallo-bucle de histona, en particular una secuencia de
procesamiento de tallo-bucle de histona derivada del gen H2A614 de histona de ratén, un gen Neo, una secuencia
promotora inactivada y una secuencia potenciadora inactivada. De manera aiin mas preferente, los acidos nucleicos como
se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencidén, no contienen una ribozima, de manera
preferente una ribozima de auto-corte y empalme, y uno del consistente en: un gen Neo, una secuencia promotora
inactivada, una secuencia potenciadora inactivada, una sefial de procesamiento de tallo-bucle de histona, en particular
una secuencia de procesamiento de tallo-bucle de histona derivada del gen H2A614 de histona de ratén. Por consiguiente,
en una realizacion preferente, los acidos nucleicos como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de
la invencién, pueden no contener una ribozima, de manera preferente de una ribozima de auto-corte y empalme, tampoco
un gen Neo o, alternativamente, ni una ribozima, de manera preferente una ribozima de auto-corte y empalme, tampoco
cualquier gen de resistencia (por ejemplo, usualmente aplicado para seleccion). En otra forma preferente, los acidos
nucleicos como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencion, pueden no contener una
ribozima, de manera preferente una ribozima de auto-corte y empalme ni tampoco una sefial de procesamiento de tallo-
bucle de histona, en particular una secuencia de procesamiento de tallo-bucle de histona derivada del gel H2A614 de
histona de ratén.

Las sefiales de poliadenilacion, que se define aqui como sefiales que llevan la poliadenilacién a un ARNm (transcrito) por
factores de proteina especificos (por ejemplo factor de especificidad de escision y poliadenilacion (CPSF), factor de
estimulacion de escision (CstF), factores 1 y Il de escision (CF |y CF 11), poli(A) polimerasa (PAP)), son también conocidas
en la técnica. En este contexto, las sefiales de poliadenilaciéon consenso pueden comprender la secuencia consenso
NN(U/T)ANA. Especificamente, las sefiales de poliadenilacion pueden comprender una de la siguientes secuencias:
AA(UIT)AAA o A(U/T)(UIT)AAA (donde la uridina esta usualmente presente en el ARN y la timidina esta usualmente
presente en el ADN). En algunos casos, las sefiales de poliadenilacion utilizadas en los acidos nucleicos no corresponden
al U3 snARN, U5, la sefial de procesamiento de poliadenilacion del gen humano G-CSF o las secuencias sefial de
poliadenilacion SV40. En particular, las sefiales de poliadenilacion anteriores en algunos casos pueden no combinarse
con ningun gen de resistencia a antibiéticos (o cualquier otro gen reporter, marcador o de seleccion), en particular no con
el gen neo de resistencia (neomicina-fosfotransferasa). En algunos casos, cualquiera de las sefiales de poliadenilacién
anteriores pueden no combinarse con el tallo-bucle de histona o la sefial de procesamiento de tallo-bucle de histona del
gen de histona de ratén H2A614.

Como se define en las reivindicaciones, el kit o kit de partes de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion
comprende acidos nucleicos que codifican para NY-ESO-1, 5T4, survivina, MAGE-C1 y MAGE-C2, o un fragmento de los
mismos. También se describe aqui que las secuencias de acido nucleico pueden copdificar ademas una proteina o un
péptido que comprende un antigeno tumoral o un fragmento, variante o derivado del mismos.
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Los antigenos tumorales se sitian de manera preferente sobre la superficie de la célula (tumoral) que caracteriza un tumor
de mamifero, en particular humano (por ejemplo en enfermedades tumorales sistémicas o sélidas). Los antigenos
tumorales también se pueden seleccionar de proteinas que se sobre-expresan en las células tumorales en comparacion
con una célula normal. Adicionalmente, los antigenos tumorales también incluyen antigenos expresados en las células
que no son (fueron) en si mismas (u originalmente no en si mismas) degeneradas, pero se asocian al supuesto tumor.
Los antigenos que se conectan con los vasos proveedores de tumor o (re)formacion de los mismos, en particular aquellos
antigenos que se asocian con la neovascularizacion, por ejemplo factores de crecimiento como VEGF, bFGF etc., también
se incluyen aqui. Los antigenos conectados con un tumor incluyen adicionalmente antigenos de células o tejidos que se
incluyen tipicamente en el tumor. Ademas, algunas sustancias (usualmente proteinas o péptidos) se expresan en
pacientes que padecen (a sabiendas 0 no a sabiendas) una enfermedad cancerosa y se presentan en concentraciones
incrementadas en los fluidos corporales de tales pacientes. Estas sustancias también son referidas como “antigenos
tumorales”, sin embargo no son antigenos en el significado estricto de una sustancia inductora de una respuesta
inmunitaria. La clase de antigenos tumorales se puede dividir ademas en antigenos especificos de tumor (TSA) y
antigenos asociados a tumor (TAA). Los TSA también se pueden presentar por las células tumorales y nunca por células
“sanas” normales. Tipicamente resultan de una mutacion especifica de tumor. Los TAA, que son mas comunes, se
presentan usualmente tanto por las células tumorales como sanas. Estos antigenos son reconocidos y la célula
presentadora de antigeno se puede destruir por células T citotoxicas. Adicionalmente, los antigenos tumorales también
se pueden presentar sobre la superficie del tumor en forma de, por ejemplo, un receptor mutado. En este caso, se pueden
reconocer por los anticuerpos.

Ademas, los antigenos asociados a tumor se pueden clasificar como antigenos especificos de tejido, también llamados
antigenos especificos de melanocitos, antigenos de cancer de testiculo y antigenos especificos de tumor. Se entiende
gue los antigenos de cancer de testiculo tipicamente son péptidos o proteinas de genes asociados a la linea germinal que
se pueden activar en una amplia variedad de tumores. Los antigenos de cancer de testiculo humano se pueden subdividir
adicionalmente en antigenos que estan codificados en el cromosoma X, llamados asi antigenos CT-X, y aquellos
antigenos que no estan codificados en el cromosoma X, los llamados antigenos CT no X. Los antigenos de cancer de
testiculo que estan codificados en el cromosoma X comprenden, por ejemplo, la familia de los genes de antigenos de
melanoma, la llamada familia MAGE. Los genes de la familia MAGE se pueden caracterizar por un dominio de homologia
MAGE compartido (MHD). Cada uno de estos antigenos, es decir antigenos especificos de melanocitos, antigenos de
cancer de testiculo y antigenos especificos de tumor, pueden inducir una respuesta inmunitaria celular y humoral autéloga.
Por consiguiente, el antigeno tumoral codificado por las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular
aquellas del kit o kit de partes de la invencion, preferentemente es un antigeno especifico de melanocitos, un antigeno de
cancer de testiculo o antigenos especificos de tumor, de manera preferente pueden ser un antigeno CT-X, antigenos CT
no X, un compafiero de unioén para un antigeno CT-X o un compafiero de unién para un antigeno CT no X o un antigeno
especifico de tumor, de manera mas preferente un antigeno CT-X, un compafiero de unién para un antigeno CT no X o
un antigeno especifico de tumor.

Antigenos tumorales particularmente preferentes se seleccionan de la lista consistente en 5T4, 707-AP, 9D7, AFP, AlbZIP
HPG1, alfa-5-beta-1-integrina, alfa-5-beta-6-integrina, alfa-actinina-4/m, alfa-metilacil-coenzima A racemasa, ART-4,
ARTC1/m, B7H4, BAGE-1, BCL-2, bcr/abl, beta-catenina/m, BING-4, BRCA1/m, BRCA2/m, CA 15-3/CA 27-29, CA 19-9,
CA72-4, CA125, calreticulina, CAMEL, CASP-8/m, catepsina B, catepsina L, CD19, CD20, CD22, CD25, CDE30, CD33,
CD4, CD52, CD55, CD56, CD80, CDC27/m, CDK4/m, CDKN2A/m, CEA, CLCA2, CML28, CML66, COA-1/m, proteina
similar a coactosina, collage XXIII, COX-2, CT-9/BRDS6, Cten, ciclina B1, ciclina D1, cyp-B, CYPB1, DAM-10, DAM-6, DEK-
CAN, EFTUD2/m, EGFR, ELF2/m, EMMPRIN, EpCam, EphA2, EphA3, ErbB3, ETV6-AML1, EZH2, FGF-5, FN, Frau-1,
G250, GAGE-1, GAGE-2, GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5, GAGE-6, GAGE7b, GAGE-8, GDEP, GnT-V, gpl100, GPC3,
GPNMB/m, HAGE, HAST-2, hepsina, Her2/neu, HERV-K-MEL, HLA-A*0201-R17l, HLA-A11/m, HLA-A2/m, HNE,
homeosecuencia NKX3.1, HOM-TES-14/SCP-1, HOM-TES-85, HPV-E6, HPV-E7, HSP70-2M, HST-2, hTERT, iCE, IGF-
1R, IL-13Ra2, IL-2R, IL-5, receptor de laminina inmadura, calicreina-2, calicreina-4, Ki67, KIAA0205, KIAA0205/m, KK-
LC-1, K-Ras/m, LAGE-Al, LDLR-FUT, MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A6, MAGE-A9, MAGE-A10,
MAGE-A12, MAGE-B1, MAGE-B2, MAGE-B3, MAGE-B4, MAGE-B5, MAGE-B6, MAGE-B10, MAGE-B16, MAGE-B17,
MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-C3, MAGE-D1, MAGE-D2, MAGE-D4, MAGE-E1, MAGE-E2, MAGE-F1, MAGE-H1,
MAGEL2, mamaglobina A, MART-1/melan-A, MART-2, MART-2/m, proteina de matriz 22, MC1R, M-CSF, ME1/m,
mesotelina, MG50/PXDN, MMP11, antigeno MN/CA IX, MRP-3, MUC-1, MUC-2, MUM-1/m, MUM-2/m, MUM-3/m, miosina
clase I/m, NA88-A, N-acetilglucosaminiltransferasa-V, Neo-PAP, Neo-PAP/m, NFYC/m, NGEP, NMP22, NPM/ALK, N-
Ras/m, NSE, NY-ESO-B, NY-ESO-1, OAl, OFA-ILRP, OGT, OGT/m, 0S-9, OS-9/m, osteocalcina, osteopontina, p15, bcr-
abl menor p190, p53, p53/m, PAGE-4, PAI-1, PAI-2, PAP, PART-1, PATE, PDEF, Pim-1-Quinasa, Pin-1, Pml/PARalfa,
POTE, PRAME, PRDX5/m, prosteinaa, proteinasa-3, PSA, PSCA, PSGR, PSM, PSMA, PTPRK/m, RAGE-1, RBAF600/m,
RHAMM/CD168, RU1, RU2, S-100, SAGE, SART-1, SART-2, SART-3, SCC, SIRT2/m, Sp17, SSX-1, SSX-2/HOM-MEL-
40, SSX-4, STAMP-1, STEAP-1, survivina, survivina-2B, SYT-SSX-1, SYT-SSX-2, TA-90, TAG-72, TARP, TEL-AML1,
TGFbeta, TGFbetaRIl, TGM-4, TPI/m, TRAG-3, TRG, TRP-1, TRP-2/6b, TRP/INT2, TRP-p8, tirosinasa, UPA, VEGFR1,
VEGFR-2/FLK-1, y WT1. Tales antigenos tumorales se pueden seleccionar preferentemente del grupo que consiste en
p53, CA125, EGFR, Her2/neu, hTERT, PAP, MAGE-Al, MAGE-A3, Mesotelina, MUC-1, GP100, MART-1, Tirosinasa,
PSA, PSCA, PSMA, STEAP-1, VEGF, VEGFR1, VEGFR2, Ras, CEA 0 WT1, y de manera mas preferente de PAP, MAGE-
A3, WT1, y MUC-1. Tales antigenos tumorales se pueden seleccionar preferentemente del grupo que consiste en MAGE-
Al (por ejemplo MAGE-A1 de acuerdo con el nimero de acceso M77481), MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-AG6 (por ejemplo
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MAGE-A6 de acuerdo con el niumero de acceso NM_005363), MAGE-C1, MAGE-C2, melan-A (por ejemplo melan-A de
acuerdo con el nimero de acceso NM_005511), GP100 (por ejemplo GP100 de acuerdo con el nUmero de acceso
M77348), tirosinasa (por ejemplo tirosinasa de acuerdo con el nimero de acceso NM_000372), survivina (por ejemplo
survivina de acuerdo con el numero de acceso AF077350), CEA (por ejemplo CEA de acuerdo con el nimero de acceso
NM_004363), Her-2/neu (por ejemplo Her-2/neu de acuerdo con el nimero de acceso M11730), WT1 (por ejemplo WT1
de acuerdo con el nimero de acceso NM_000378), PRAME (por ejemplo PRAME de acuerdo con el nimero de acceso
NM_006115), EGFRI (receptor del factor de crecimiento epidérmico 1) (por ejemplo EGFRI (receptor del factor de
crecimiento epidérmico 1) de acuerdo con el nimero de acceso AF288738), MUCL1, mucina-1 (por ejemplo mucina-1 de
acuerdo con el numero de acceso NM_002456), SEC61G (por ejemplo SEC61G de acuerdo con el nUmero de acceso
NM_014302), hTERT (por ejemplo hTERT nimero de acceso NM_198253), 5T4 (por ejemplo 5T4 de acuerdo con el
nimero de acceso NM_006670), TRP-2 (por ejemplo TRP-2 de acuerdo con el nimero de acceso NM_001922), STEAP1,
PCA, PSA, PSMA, etc.

Adicionalmente, los antigenos tumorales también pueden abarcar antigenos idiotipicos asociados con una enfermedad
cancerosa o tumoral, particularmente linfoma o una enfermedad asociada a linfoma, siendo tal antigeno idiotipico un
idiotipo de inmunoglobulina de una célula de sangre linfoide o un idiotipo de receptor de células T de una célula de sangre
linfoide.

Las proteinas antigénicas tumorales para el tratamiento de enfermedades cancerosas o tumorales son tipicamente
proteinas de origen mamifero, de manera preferente de origen humano. Su seleccién para el tratamiento de los sujetos
depende del tipo del tumor que se trata y del perfil de expresion del tumor individual. Un ser humano que padece cancer
de préstata por ejemplo es tratado preferentemente con un antigeno tumoral que se expresa tipicamente (o0 se
sobreexpresa) en el carcinoma de préstata o se sobreexpresa especificamente en el sujeto que se trata, por ejemplo
cualquiera de PSMA, PSCA, y/o PSA.

La regién codificadora de los acidos nucleicos como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la
invencion, de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién, pueden presentarse como un acido nucleico mono-
, di-, o multicistronico, es decir un acido nucleico que lleva las secuencias codificadoras de uno, dos o mas proteinas o
péptidos. Tales secuencias codificadoras en acidos nucleicos di-, 0 aiin multicistronicos se pueden separar por al menos
una secuencia de sitio de entrada de ribosoma interno (IRES), por ejemplo como se describe en la presente memoria o
por los péptidos sefial que inducen la escisién del polipéptido resultante que comprende varias proteinas y péptidos.

De acuerdo con la presente descripcién, las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos
del kit o kit de partes de la invencion, comprenden una region codificadora que codifica un péptido o proteina que
comprende un antigeno tumoral o un fragmento, variante o derivado del mismo. De manera preferente, el antigeno tumoral
codificado no es una proteina de histona. En el contexto de la presente invencion tal proteina de histona es tipicamente
una proteina fuertemente alcalina encontrada en los nucleos de células eucariéticas que empaqueta y ordena el ADN en
las unidades estructurales llamadas nucleosomas. Las proteinas de histona son los componentes de la proteina principal
de cromatina, actian como carretes alrededor de los cuales el ADN se enrolla y desempefian una funcién en la regulacion
génica. Sin histonas, el ADN desenrollado en los cromosomas seria muy largo (una relacion de longitud a ancho de mas
de 10 millones a uno en ADN humano). Por ejemplo, cada célula humana tiene aproximadamente 1,8 metros de ADN,
pero enrollada en las histonas tiene aproximadamente 90 milimetros de cromatina que, cuando se duplica y se condensa
durante la mitosis, da por resultado aproximadamente 120 micrémetros de cromosomas. De manera preferente, en el
contexto de la presente invencion tal proteina de histona se define tipicamente como una proteina altamente conservada
seleccionada de una de las siguientes cinco clases principales de histonas: H1/H5, H2A, H2B, H3, y H4", seleccionadas
de manera preferente de histona de mamifero, de manera mas preferente de histonas o proteinas de histona humanas.
Tales histonas o proteinas de histona se organizan tipicamente en dos super clases definidas como histonas nucleo, que
comprenden las histonas H2A, H2B, H3 y H4, e histonas conectoras, que comprenden las histonas H1 y H5.

En este contexto, las histonas conectoras preferentemente excluidas del alcance de la proteccion de la invencion, de
manera preferente histonas conectoras de mamifero, de manera mas preferente histonas conectoras humanas, se
seleccionan tipicamente de H1, incluyendo H1F, incluyendo de manera particular HLFO, HIFNT, HIFOO, H1FX, y H1H1,
incluyendo en particular HIST1H1A, HIST1H1B, HIST1H1C, HIST1H1D, HIST1H1E y HIST1H1T.

Adicionalmente, las histonas nucleo, excluidas de manera preferente del alcance de la proteccién de la invencion, de
manera preferente histonas nicleo de mamifero, de manera mas preferente histonas nicleo humanas, se seleccionan
tipicamente de H2A, incluyendo H2AF, incluyendo de manera particular H2AFB1, H2AFB2, H2AFB3, H2AFJ, H2AFV,
H2AFX, H2AFY, H2AFY2, H2AFZ, y H2A1, incluyendo de manera particular HIST1IH2AA, HIST1IH2AB, HIST1H2AC,
HIST1H2AD, HIST1H2AE, HIST1H2AG, HIST1H2AI, HIST1H2AJ, HIST1H2AK, HIST1H2AL, HIST1H2AM, y H2A2,
incluyendo de manera particular HIST2H2AA3, HIST2H2AC; H2B, incluyendo H2BF, incluyendo de manera particular
H2BFM, H2BFO, H2BFS, H2BFWT H2B1, incluyendo de manera particular HIST1H2BA, HIST1H2BB, HIST1H2BC,
HIST1H2BD, HIST1H2BE, HIST1H2BF, HIST1H2BG, HIST1H2BH, HIST1H2BI, HIST1H2BJ, HIST1H2BK, HIST1H2BL,
HIST1H2BM, HIST1H2BN, HIST1H2BO, y H2B2, incluyendo de manera particular HIST2H2BE; H3, incluyendo H3A1,
incluyendo de manera particular HIST1H3A, HIST1H3B, HIST1H3C, HIST1H3D, HIST1H3E, HIST1H3F, HIST1H3G,
HIST1H3H, HIST1H3I, HIST1H3J, y H3A2, incluyendo de manera particular HIST2H3C, y H3A3, incluyendo de manera
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particular HIST3H3; H4, incluyendo H41, incluyendo de manera particular HIST1H4A, HIST1H4B, HIST1HAC, HIST1H4D,
HIST1H4E, HIST1HA4F, HIST1H4G, HIST1H4H, HIST1H4l, HIST1H4J, HIST1H4K, HIST1H4L, y H44, incluyendo de
manera particular HIST4H4, y H5.

De acuerdo con la presente descripcion, las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos
del kit o kit de partes de la invenciéon, comprenden una region codificadora que codifica un péptido o proteina que
comprende un antigeno tumoral o un fragmento, variante o derivado del mismo. De manera preferente, el antigeno tumoral
codificado no es una proteina reporter (por ejemplo Luciferasa, Proteina Fluorescente Verde (GFP), Proteina Fluorescente
Verde Mejorada (EGFP), B-Galactosidasa) y no es una proteina marcadora o de seleccion (por ejemplo, alfa-Globina,
Galactoquinasa y fosforibosil transferasa de Xantina:guanina (GPT)). De manera preferente, las secuencias de acido
nucleico como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién, no contienen un gen de
resistencia a antibiéticos (bacteriano), en particular no una secuencia de gen neo (gen de resistencia a Neomicina) o
secuencia de gen CAT (cloranfenicol acetil transferasa, gen de resistencia a cloranfenicol).

Los acidos nucleicos como se definen anteriormente, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencion,
comprenden o codifican, entre otras: a) una regién codificadora que codifica un péptido o proteina que comprende un
antigeno tumoral o un fragmento, variante o derivado del mismo; b) al menos un tallo-bucle de histona y c) una secuencia
poli(A); preferentemente para incrementar la expresion de tal péptido o proteina codificada, donde el péptido o proteina
codificada preferentemente no es una proteina de histona, ni una proteina reporter y/o ni una proteina marcadora o de
seleccion, como se define anteriormente. Los elementos b) a c) de dichos acidos nucleicos pueden presentarse en los
acidos nucleicos en cualquier orden, es decir los elementos a), b) y ¢) pueden presentarse en el orden a), b) y c) 0 a), c)
y b) de la direccion 5’ a 3’ en la secuencia de acido nucleico, donde el acido nucleico ademas comprende o codifica para
una secuencia poli(C) que comprende al menos 10 nucledétidos citidina. También pueden estar contenidos otros elementos
adicionales como se describen aqui, como una estructura 5’-CAP, una secuencia poli(C), secuencias de estabilizacion,
secuencias IRES, etc. Cada uno de los elementos a) a c¢) de los acidos nucleicos como se definen aqui, en particular
aquellos del kit o kit de partes de la invencion, particularmente a) en constructos di- 0 multicistrénicos y/o cada uno de los
elementos b) y c), de manera mas preferente el elemento b) también se pueden repetir al menos una vez, de manera
preferente dos o mas veces, en dichos acidos nucleicos. Como ejemplo, los acidos nucleicos aqui descritos pueden
comprender los elementos de secuencia a), b) y opcionalmente c) en, por ejemplo, el siguiente orden:

5’ — regién codificadora — tallo-bucle de histona — secuencia poli(A) — 3’; 0

5’ — regién codificadora — tallo-bucle de histona — sefial de poliadenilaciéon — 3’; o

5’ — regién codificadora — secuencia poli(A) — tallo-bucle de histona — 3’; o

5’ — regién codificadora — sefial de poliadenilacion- tallo-bucle de histona — 3’; o

5’ — regién codificadora — region codificadora - tallo-bucle de histona — sefial de poliadenilacion - 3’; o

5’ — regién codificadora — tallo-bucle de histona — tallo-bucle de histona — secuencia de poli(A) — 3’; 0

5’ — regién codificadora — tallo-bucle de histona — tallo-bucle de histona — sefial de poliadenilacién — 3’; etc.

En este contexto, es particularmente preferente que las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular
aquellos del kit o kit de partes de la invencién, comprenden o codifican, entre otras: a) una region codificadora que codifica
un péptido o proteina que comprende un antigeno tumoral o fragmento, variante o derivado del mismo; b) al menos un
tallo-bucle de histona, y c) una secuencia poli(A); de manera preferente para incrementar el nivel de expresién de tal
péptido o proteina codificada, donde la proteina codificada preferentemente no es una proteina de histona, ni proteina
reporter (por ejemplo Luciferasa, GFP, EGFP, B-Galactosidasa, particularmente EGFP) y/o ni proteina marcadora o de
seleccién (por ejemplo alfa-Globina, Galactoquinasa y fosforibosil transferasa Xantina:Guanina (GPT)).

En una realizacion preferida adicional del primer aspecto, las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en
particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién, también pueden presentarse en forma de acidos nucleicos
modificados.

En este contexto, las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de
la invencién, se pueden modificar para proporcionar un “acido nucleico estabilizado”, preferentemente un ARN
estabilizado, de manera mas preferente un ARN que es esencialmente resistente a la degradacion in vivo (por ejemplo
por una exo- o endonucleasa). Un acido nucleico estabilizado puede obtenerse, por ejemplo, por modificacion del
contenido G/C de la regién codificadora de la secuencia de acido nucleico inventiva, por la introduccién de analogos de
nucledtidos (por ejemplo, nucleétidos con modificaciones de la cadena principal, modificaciones de azlcar o
modificaciones base) o por la introduccién de secuencias de estabilizaciéon en la region 3’ y/o 5’ no traducida de la
secuencia de acido nucleico inventiva.

Como se menciona anteriormente, las secuencias de &acido nucleico como se definen aqui pueden contener
analogos/maodificaciones de nucledtidos, por ejemplo modificaciones de cadena principal, modificaciones de azlcar o
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modificaciones base. Una modificacién de cadena principal en relaciéon con la presente invencion es una modificacion en
la cual los fosfatos del esqueleto de nucledtidos contenidos en las secuencias de dichos acidos nucleicos como se definen
aqui se modifican quimicamente. Una modificacion de azlcar en relacion con la presente invenciéon es una modificacion
quimica del azucar de los nucleodtidos de las secuencias de acido nucleico como se definen aqui. Adicionalmente, una
modificacion de base en relacién con la presente invencidon es una modificacion quimica de la porcion base de los
nucledtidos de la molécula de acido nucleico de las secuencias de acido nucleico. En este contexto los analogos o
modificaciones de nucleétidos se seleccionan preferentemente de analogos de nucleétidos que son aplicables para la
transcripcion y/o traduccion.

En una realizacién preferida particular del primer aspecto de la presente invencién, los analogos/modificaciones de
nucledtidos aqui definidos se seleccionan de las modificaciones de base que incrementan adicionalmente la expresion de
la proteina codificada y que se seleccionan preferentemente de 2-amino-6-cloropurinaribésido-5'-trifosfato, 2-
aminoadenosin-5'-trifosfato, 2-tiocitidin-5'-trifosfato, 2-tiouridin-5'-trifosfato, 4-tiouridin-5'-trifosfato, 5-aminoalilcitidin-5'-
trifosfato, 5-aminoaliluridin-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-cloropurinribdsido-5'-trifosfato, ~ 7-desazaadenosin-5'-trifosfato,  7-desazaguanosin-5'-trifosfato, 8-
azaadenosin-5'-trifosfato, 8-azidoadenosin-5'-trifosfato, bencimidazol-ribdsido-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 nucleétidos para modificaciones de base
seleccionados del grupo de nucledtidos con base modificada que consisten en 5-metilcitidin-5'-trifosfato, 7-
desazaguanosin-5'-trifosfato, 5-bromocitidin-5'-trifosfato, y pseudouridin-5'-trifosfato.

De acuerdo con una realizacion adicional, las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos
del kit o kit de partes de la invencion, pueden contener una modificacion de lipidos. Tal acido nucleico modificado con
lipido comprende tipicamente un acido nucleico como se define aqui. Tal molécula de acido nucleico modificada con lipido
de dichas secuencias de acido nucleico como se definen aqui comprende tipicamente ademas al menos un conector
unido covalentemente a esa molécula de acido nucleico y al menos un lipido unido covalentemente al conector respectivo.
Alternativamente, la molécula de acido nucleico modificada con lipido comprende al menos una molécula de acido nucleico
como se define aqui y al menos un lipido (bifuncional) unido covalentemente (sin conector) a esa molécula de acido
nucleico. De acuerdo con una tercera alternativa, la molécula de acido nucleico modificada con lipido comprende una
molécula de acido nucleico como se define aqui, al menos un conector unido covalentemente a esa molécula de acido
nucleico y al menos un lipido unido covalentemente al conector respectivo y también al menos un lipido (bifuncional) unido
covalentemente (sin conector) a esa molécula de acido nucleico. En este contexto se prefiere particularmente que la
modificacion de lipidos esté presente en los extremos terminales de una secuencia de acido nucleico inventiva lineal.

De acuerdo con otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, las secuencias de acido nucleico como se
definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién, particularmente si se proporcionan como ARN(m),
puede por tanto estabilizarse frente a la degradacion por las ARNasas por la adicién de una llamada estructura “5'-CAP”.

DE acuerdo con el primer aspecto de la invencion, las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular
aquellos del kit o kit de partes de la invencién, estan modificadas con una secuencia de al menos 10 citidinas, de manera
preferente al menos 20 citidinas, de manera mas preferente al menos 30 citidinas (asi llamada “secuencia poli(C)").
Particularmente, la secuencia de acido nucleico inventiva puede contener o codificar una secuencia poli(C) de manera
tipica de aproximadamente 10 a 200 nucledtidos de citidina, de manera tipica de aproximadamente 10 a 100 nucleétidos
de citidina, de manera mas preferente de aproximadamente 10 a 70 nucledtidos de citidina o aun de manera mas
preferente de aproximadamente 20 a 50 o aun 20 a 30 nuclettidos de citidina. Esta secuencia poli(C) se sitda
preferentemente en 3’ de la regién codificadora comprendida en dichos acidos nucleicos, en particular aquellos del kit o
kit de partes de la invencién, de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion.

El contenido G/C de la region codificadora que codifica al menos un péptido o proteina que comprende un antigeno
tumoral o un fragmento, variante o derivado del mismo de la secuencia de acido nucleico inventiva como se define aqui
se modifica, particularmente se incrementa, comparado con el contenido G/C de su regién codificadora de tipo salvaje
particular, es decir, la region codificadora no modificada. La secuencia de aminoacidos codificada de la region codificadora
preferentemente no se modifica en comparacion con la secuencia de aminoacidos codificada de la regién codificadora de
tipo salvaje particular.

La modificacién del contenido G/C de la regién codificadora de las secuencias de acido nucleico como se definen aqui,
en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién, se basa en el hecho de que la secuencia de cualquier region
de ARNm que se traduce es importante para la traduccion eficiente de ese ARNm. Asi, la composicién y la secuencia de
los varios nucledtidos son importantes. En particular, las secuencias de ARNm que tienen un contenido de G
(guanosina)/C (citosina) incrementado son mas estables que las secuencias de ARNm que tienen un contenido de A
(adenosina)/U (uracilo) incrementado. De acuerdo con la invencion, los codones de la regién codificadora por tanto varian
en comparacion con su region codificadora de tipo salvaje, mientras que retienen la secuencia de aminoacidos traducida,
de forma que incluyen una cantidad incrementada de nucleétidos G/C. Con respecto al hecho de que varios codones
codifican uno y el mismo aminoacido (la llamada degeneracion del cédigo genético), se pueden determinar los codones
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mas favorables para la estabilidad (el lamado uso de codon alternativo).

Dependiendo del aminoacido que se codifica por la regiéon codificadora de las secuencias de acido nucleico como se
definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencion, existen varias posibilidades para modificar la
secuencia de acido nucleico, por ejemplo la regién codificadora, en comparacion con su region codificadora de tipo salvaje.
En el caso de los aminoacidos que se codifican por los codones que contienen exclusivamente nucleétidos G o C, no es
necesaria la codificacién del codén. Asi, los codones para Pro (CCC o CCG), Arg (CGC o CGG), Ala (GCC o0 GCG) y Gly
(GGC o GGG) no requieren modificacion, puesto que no esta presente A o U.

En contraste, los codones que contienen los nucleétidos A y/o U se pueden modificar por sustitucién de otros codones
gue codifican los mismos aminoacidos, pero no contienen A y/o U. Ejemplos de éstos son:

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

los codones para Arg se pueden modificar de CGU o CGA 0 AGA 0 AGG a CGC o CGG;
los codones para Ala se pueden modificar para GCU o GCA a GCC o GCG;

los codones para Gly se pueden modificar de GGU o0 GGA a GGC o GGG.

En otros casos, aunque los nucleétidos A o U no se pueden eliminar de los codones, sin embargo, es posible disminuir el
contenido de A y U utilizando codones que contienen un contenido mas bajo de nucleotidos A y/o U. Ejemplos de éstos
son:

los codones para Phe se pueden modificar de UUU a UUC;

los codones para Leu se pueden modificar de UUA, UUG, CUU o CUA a CUC o CUG;
los codones para Ser se pueden modificar de UCU o UCA o0 AGU a UCC, UCG o AGC;
el codon para Tyr se puede modificar de UAU a UAC;

el codon para Cys se puede modificar de UGU a UGC;

el codén para His se puede modificar de CAU a CAC;

el codén para Gin se puede modificar de CAA a CAG;

los codones para lle se pueden modificar de AUU o AU a AUC;

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

el codén para Asn se puede modificar de AAU a AAC;

el codon para Lys se puede modificar de AAA a AAG;

los codones para Val se pueden modificar de GUU o0 GUA a GUC o GUG;

el codon para Asp se puede modificar de GAU a GAC;

el codon para Glu se puede modificar de GAA a GAG;

el codon de parada UAA se puede modificar a UAG o UGA.

En el caso de los codones para Met (AUG) y Trp (UGG), por otra parte, no existe posibilidad de modificacién de secuencia.

Las sustituciones arriba citadas se pueden utilizar ya sea individualmente o en todas las combinaciones posibles para
incrementar el contenido de G/C de la region codificadora de la secuencia de acido nucleico inventiva como se define aqui
en comparacion con su region codificadora de tipo salvaje particular (es decir la secuencia original). Asi, por ejemplo,
todos los codones para Thr que se presentan en la secuencia de tipo salvaje se pueden modificar a ACC (o ACG).

En el contexto anterior, se muestran los codones de ARNm. Por tanto, la uridina presente en un ARNm también puede
estar presente como timidina en el ADN respectivo que codifica el ARNm particular.

Preferentemente, el contenido de G/C de la region codificadora de la secuencia de acido nucleico inventiva como se define
aqui se incrementa en al menos un 7%, de manera mas preferente en al menos 15%, particularmente de manera mas
preferente en al menos 20%, comparado con el contenido de G/C de la region codificadora de tipo salvaje. De acuerdo
con una realizacion especifica al menos 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, de manera mas preferente al menos 70
%, aun de manera mas preferente al menos 80% y de manera mucho mas preferente al menos 90%, 95% o aun 100%
de los codones sustituibles en la regién codificadora que codifica al menos un péptido o proteina que comprende un
antigeno tumoral o un fragmento, variante o derivado del mismo se sustituyen, incrementando asi el contenido de G/C de
tal region codificadora.

En este contexto, es particularmente preferible incrementar el contenido de G/C de la regién codificadora de las
secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién, al maximo
(es decir 100% de los codones sustituibles), comparada con la region codificadora de tipo salvaje.

De acuerdo con la invencion, una modificacion preferida adicional de la regién codificadora que codifica al menos un
péptido o proteina que comprende un antigeno tumoral o un fragmento, variante o derivado del mismo de las secuencias
de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencion, se basa en el
descubrimiento de que la eficiencia de traduccion también esta determinada por una frecuencia diferente en la aparicion
de ARNt en las células. De esta manera, si los llamados “codones raros” estan presentes en la regién codificadora de
dichas secuencias de acido nucleico en un grado incrementado, la secuencia de acido nucleico modificada
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correspondiente se traduce en un grado significativamente menor que en caso de que estén presentes codones
relativamente “frecuentes” que codifican los ARNt.

En este contexto, la regién codificadora de las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellos
del kit o kit de partes de la invencion, preferentemente se modifica en comparacién con la region codificadora de tipo
salvaje correspondiente, de forma que al menos un codén de la secuencia de tipo salvaje que codifica un ARNt que es
relativamente raro en las células se intercambia por un codon que codifica un ARNt que es relativamente frecuente en la
célulay lleva el mismo aminoacido que el ARNt relativamente raro. Con esta modificacién, la regién codificadora de dichas
secuencias de acido nucleico se modifican de forma que se insertan los codones para los cuales los ARNt que se
presentan frecuentemente estan disponibles. En otras palabras, de acuerdo con la invencion, mediante esta modificacion
todos los codones de la region codificadora de tipo salvaje que codifican un ARNt que es relativamente raro en la célula
puede en cualquier caso intercambiarse por un coddn que codifica un ARNt que es relativamente frecuente en la célula 'y
que, en cada caso, lleva el mismo aminoacido que el ARNt relativamente raro.

Los ARNt que se estan presentes de manera relativamente frecuente en la célulay los que, en contraste, estan presentes
de manera relativamente rara son conocidos por el experto en la técnica; véase, por ejemplo, Akashi, Curr. Opin. Genet.
Dev. 2001, 11(6): 660-666. Los codones que utilizan el aminoacido particular para el ARNt que se presenta mas
frecuentemente, por ejemplo el coddén Gly que utiliza el ARNt que se presenta de manera mas frecuente en la célula
(humana), son particularmente preferentes.

De acuerdo con la invencion, es particularmente preferente ligar el contenido de G/C secuencial que se incrementa, en
particular se maximiza, en la regién codificadora de la secuencia de acido nucleico como se define aqui, en particular
aquellos del kit o kit de partes inventivo, con los codones “frecuentes” sin modificar la secuencia de aminoacidos del
péptido o proteina codificada por la region codificadora de dichas secuencias de acido nucleico. Esta realizacion preferida
permite la provisiéon de una secuencia de acido nucleico eficientemente traducida y estabilizada (modificada) como se
define aqui.

De acuerdo con otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, las secuencias de acido nucleico como se
definen aqui, en particular aquellas del kit o kit de partes de la invencion, preferentemente tienen ademas al menos una
secuencia de estabilizacion 5’ y/o 3'. Estas secuencias de estabilizacion en las regiones no traducidas 5’ y/o 3’ tienen el
efecto de incrementar la vida media del acido nucleico, particularmente del ARNm, en el citosol. Estas secuencias de
estabilizacién pueden tener un 100% de identidad de secuencia con las secuencias de origen natural que se presentan
en los virus, bacterias y eucariotas, pero también pueden ser parcial 0 completamente sintéticas. Las secuencias no
traducidas (UTR) del gen de (alfa-)globina, por ejemplo, de Homo sapiens o Xenopus laevis se pueden mencionar como
ejemplo de secuencias de estabilizacion que se pueden utilizar en la presente invencidon para un acido nucleico
estabilizado. Otro ejemplo de secuencia de estabilizacion tiene la férmula general (C/U)CCANxCCC(U/A)PyxUC(C/U)CC,
que esta contenida en las 3'-UTR de los ARN muy estables que codifican (alfa-)globina, colageno tipo(1), 15-lipoxigenasa
o tirosina hidroxilasa (véase, Holcik et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997, 94: 2410 a 2414). Tales secuencias de
estabilizacién por supuesto se pueden utilizar individualmente o en combinacién entre si y también en combinacion con
otras secuencias de estabilizacion conocidas por el experto en la técnica. En este contexto, se prefiere particularmente
que la secuencia 3-UTR del gen de alfa-globina se sitle en 3’ de la region codificadora que codifica al menos un péptido
0 proteina que comprende un antigeno tumoral o un fragmento, variante derivado del mismo comprendido en las
secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellas del kit o kit de partes de la invencion, de acuerdo
con el primer aspecto de la presente invencion.

Preferentemente, las sustituciones, adiciones o eliminaciones de las bases se llevan a cabo con las secuencias de acido
nucleico como se definen aqui, en particular aquellas del kit o kit de partes de la invencidn, utilizando una matriz de ADN
para preparar la secuencia de acido nucleico por técnicas de mutagénesis dirigida a sitio, bien conocidas, o con una
estrategia de ligacién de oligonucleétidos (véase por ejemplo Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 32 ed., Cold Spring Harbor, NY, 2001).

Cualquiera de las modificaciones anteriores se puede aplicar a las secuencias de acido nucleico como se definen aqui,
en particular aquellas del kit o kit de partes de la invencion, y ademas a cualquier acido nucleico como se utiliza en el
contexto de la presente invencion y pueden, si es adecuado o necesario, combinarse entre si en cualquier combinacion,
con la condicién de que estas combinaciones de modificaciones no interfieran entre si en el acido nucleico respectivo. El
experto en la técnica sera capaz elegir en consecuencia.

Las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellas del kit o kit de partes de la invencion, se
pueden preparar utilizando cualquier método conocido en la técnica, incluyendo métodos sintéticos como sintesis de fase
sélida, asi como métodos in vitro, como reacciones de transcripcion in vitro o reacciones in vivo, tales como propagacion
in vivo de plasmidos de ADN en bacterias.

En tales procesos, para preparar las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellas del kit o
kit de partes de la invencién, especificamente si el acido nucleico esta en forma de un ARNm, una molécula de ADN
correspondiente se puede transcribir in vitro. Esta matriz de ADN comprende preferentemente un promotor adecuado, por
ejemplo un promotor T7 o SP6, para la transcripcion in vitro, que es seguida por la secuencia de nucleétidos deseada
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para la molécula de acido nucleico, por ejemplo ARNm, que se va a preparar y una sefial de terminacion para la
transcripcion in vitro. La molécula de ADN que forma la matriz de al menos un ARN de interés se puede preparar por
proliferacién fermentativa y aislamiento subsecuente como parte de un plasmido que se puede replicar en bacterias. Los
plasmidos que se pueden mencionar como adecuados para la presente invencion son por ejemplo los plasmidos pT7T
(nimero de acceso de GenBank U26404; Lai et al. Development 1995, 121: 2349 a 2360), serie pPGEM®, por ejemplo,
pGEM®-1 (nimero de acceso de GenBank X65300; de Promega) y pSP64 (nimero de acceso de GenBank X65327);
véase también, Mezei y Storts, Purification of PCR Products, en: Griffin y Griffin (ed.), PCR Technology: Current
Innovation, CRC Press, Boca Raton, FL, 2001.

Las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, asi como proteinas o péptidos como son codificados por dichas
secuencias de acido nucleico, pueden comprender fragmentos o variantes de aquellas secuencias. Tales fragmentos o
variantes pueden comprender tipicamente una secuencia que tiene una identidad de secuencia con uno de los acidos
nucleicos mencionados anteriormente, o con una de las proteinas o péptidos o secuencias, si se codifican por la secuencia
de acido nucleico inventiva, de al menos un 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, de manera preferente al menos 70%,
de manera mas preferente al menos 80%, igualmente de manera mas preferible al menos 85%, aun de manera mas
preferible al menos 90% y de manera mucho mas preferible al menos 95% o alin 97%, 98% o0 99%, con la secuencia de
tipo salvaje completa, ya sea a nivel de acido nucleico o a nivel de aminoacido.

Los “fragmentos” de proteinas o péptidos en el contexto de la presente invencion (por ejemplo como se codifican por las
secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellas del kit o kit de partes de la invencién) pueden
comprender una secuencia de una proteina o péptido como se define aqui que esta, con respecto a su secuencia de
aminoacidos (o su molécula de acido nucleico codificada), N-terminalmente, C-terminalmente y/o intrasecuencialmente
truncada/acortada comparada con la secuencia de aminoacidos de la proteina original (nativa) (0 su molécula de acido
nucleico codificada). Tal truncamiento puede presentarse asi ya sea a nivel de aminoacido o correspondientemente a
nivel de acido nucleico. Una identidad de secuencia con respecto a tal fragmento como se define aqui puede asi referirse
preferentemente a la proteina o al péptido completo como se define aqui 0 a la molécula de acido nucleico completa
(codificadora) de tal proteina o péptido. Del mismo modo, los “fragmentos” de acidos nucleicos en el contexto de la
presente descripcién pueden comprender una secuencia de un acido nucleico como se define aqui que esta, con respecto
a su molécula de acido nucleico 5'-, 3'- y/o intrasecuencialmente, truncada/acortada comparada con la molécula de acido
nucleico de la molécula de acido nucleico original (nativa). Una identidad de secuencia con respecto a tal fragmento como
se define aqui puede asi referirse preferiblemente al acido nucleico completo como se define aqui y el nivel de identidad
de secuencia preferido tipicamente es como se indica aqui. Los fragmentos tienen la misma funcion biolégica o actividad
especifica o al menos retienen una actividad de la proteina de longitud completa natural de al menos 50%, de manera
mas preferible al menos 70%, aun de manera mas preferible al menos 90% (medida en un ensayo funcional apropiado,
por ejemplo un ensayo que evalla la propiedad antigénica por un sistema de ensayo apropiado que por ejemplo mide una
reaccién inmunoldgica, por ejemplo expresion y/o secrecion de una citoquina apropiada (como un indicador de la reaccién
inmune) comparado con el péptido o proteina nativa de longitud completa, por ejemplo su propiedad antigénica o
terapéutica especifica. Por consiguiente, en una realizacion preferida, el “fragmento” es una porcién de la proteina
antigénica tumoral de longitud completa (de origen natural) que ejerce propiedades antigénicas tumorales en el sistema
inmunitario como se indica aqui.

Los fragmentos de proteinas o péptidos en el contexto de la presente invencién (por ejemplo como es codificado por las
secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellas del kit o kit de partes de la invencién) pueden
comprender adicionalmente una secuencia de una proteina o péptido como se define aqui que tiene una longitud de
aproximadamente 6 a aproximadamente 20 o ain mas aminoacidos, por ejemplo fragmentos como es procesado y
presentado por las moléculas clase | MHC, preferiblemente con una longitud de aproximadamente 8 a aproximadamente
10 aminoécidos, por ejemplo 8, 9,0 10, (0 aun 6, 7, 11, o 12 aminoacidos), o fragmentos como es procesado o presentado
por las moléculas clase Il MHC, preferiblemente con una longitud de aproximadamente 13 o mas aminoacidos, por ejemplo
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 aln mas aminoacidos, pudiendo seleccionarse estos fragmentos de cualquier parte de la
secuencia de aminoacidos. Estos fragmentos son reconocidos tipicamente por las células T en forma de un complejo que
consiste en el fragmento de péptido y una molécula MHC, es decir los fragmentos no se reconocen tipicamente en su
forma nativa. Los fragmentos de proteinas o péptidos como se definen aqui pueden comprender al menos un epitopo de
estas proteinas o péptidos. Adicionalmente, también los dominios de una proteina, como el dominio extracelular, el
dominio intracelular o el domino transmembrana y se entiende que las versiones acortadas o truncadas de una proteina
comprenden un fragmento de una proteina.

Los fragmentos de proteinas o péptidos como se definen aqui (por ejemplo, como se codifica por la secuencia de acido
nucleico inventiva como se define aqui) también pueden comprender epitopos de estas proteinas o péptidos. Los epitopos
de células T o partes de las proteinas en el contexto de la presente invencion pueden comprender fragmentos que
preferiblemente tienen una longitud de aproximadamente 6 a aproximadamente 20 o alin mas aminoéacidos, por ejemplo
fragmentos como es procesado y presentado por las moléculas clase | MHC preferentemente con una longitud de
aproximadamente 8 a aproximadamente 10 aminodacidos, por ejemplo 8, 9, o 10, (0 aun 11, o 12 aminoécidos), o
fragmentos como es procesado y presentado por las moléculas clase Il MHC preferentemente con una longitud de
aproximadamente 13 o mas aminoacidos, por ejemplo 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o aln mas aminoacidos, pudiendo
seleccionarse estos fragmentos de cualquier parte de la secuencia de aminoacidos. Estos fragmentos se reconocen

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2739 649 T3

tipicamente por las células T en forma de un complejo que consiste en un fragmento de péptido y una molécula MHC, es
decir los fragmentos no se reconocen tipicamente en su forma nativa.

Los epitopos de células B son tipicamente fragmentos situados sobre la superficie exterior de los antigenos de proteina
o péptido (nativos) como se definen aqui, preferiblemente con 5 a 15 aminoéacidos, de manera mas preferible con 5 a 12
aminoacidos, aun de manera mas preferible con 6 a 9 aminoacidos, que se pueden reconocer por los anticuerpos, es
decir en su forma nativa.

Tales epitopos de proteinas o péptidos se pueden seleccionar ademas de cualquiera de las variantes mencionadas aqui
de tales proteinas o péptidos. En este contexto, los determinantes antigénicos pueden ser epitopos conformacionales o
discontinuos que se componen de segmentos de las proteinas o péptidos como se definen aqui, que son discontinuos en
la secuencia de aminoacidos de las proteinas o péptidos como se definen aqui, pero que se juntan en la estructura
tridimensional, o epitopos continuos o lineales que se componen de una sola cadena de polipéptido.

Las “variantes” de proteinas o péptidos como se definen en el contexto de la presente descripcién pueden estar
codificadas por la secuencia de acido nucleico como se define aqui. Asi, se puede generar una proteina o péptido que
tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia original en una o mas (2, 3, 4, 5, 6, 7 0 mas) mutacién o
mutaciones, tal como uno 0 mas aminoacido(s) sustituido, insertado y/o delecionado. El nivel preferido de identidad de
secuencia de las “variantes” en vista de la secuencia de proteina natural de longitud completa es como se indica
tipicamente aqui. De manera preferente, las variantes tienen la misma funcién biolégica o actividad especifica o al menos
retienen una actividad de la proteina de longitud completa natural de al menos 50%, de manera mas preferente al menos
70%, aun de manera mas preferente al menos 90% (medido en un ensayo funcional apropiado, por ejemplo por un ensayo
gue evalla la reaccion inmunolégica hacia el antigeno tumoral por la secrecién y/o expresién de una o mas citoquinas)
comparado con el péptido o proteina nativa de longitud completa, por ejemplo su propiedad antigénica especifica. Por
consiguiente, en una realizacidn aqui descrita, la “variante” es una variante de una proteina antigénica tumoral que ejerce
propiedades antigénicas tumorales hasta el grado como se indica en la presente memoria.

Las “variantes” de proteinas o péptidos como se definen en el contexto de la presente descripcion (por ejemplo, como se
codifica por un acido nucleico como se define aqui) pueden comprender sustitucion o sustituciones de aminoacidos
conservativas comparado con su secuencia nativa, es decir fisiologica no mutada. Esas secuencias de aminoacidos, asi
como sus secuencias de nucleétidos codificadoras en particular se agrupan bajo el término variantes como se define aqui.
Las sustituciones en los cuales los aminoacidos, que se originan de la misma clase, se intercambian entre si se llaman
sustituciones conservativas. En particular, estos son aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas, cadenas
laterales cargadas positiva 0 negativamente, grupos aromaticos en las cadenas laterales o aminoacidos, las cadenas
laterales de los cuales pueden formar puentes de hidrégeno, por ejemplo cadenas laterales que tienen una funcién
hidroxilo. Esto significa que, por ejemplo, un aminoacido que tiene una cadena lateral polar se reemplaza por otro
aminoacido que tiene también una cadena lateral polar, o, por ejemplo, un aminoacido caracterizado por una cadena
lateral hidrofébica se sustituye por otro aminoacido que tiene una cadena lateral también hidrofébica (por ejemplo, serina
(treonina) por treonina (serina) o leucina (isoleucina) por isoleucina (leucina)). Las inserciones y sustituciones son posibles,
en particular, en aquellas posiciones de secuencia que no causan ninguna modificacion en la estructura tridimensional o
no afectan la regién de unién. Las modificaciones en una estructura tridimensional por insercién o inserciones o delecion
o deleciones se pueden determinar facilmente, por ejemplo utilizando un espectro CD (espectro de dicroismo circular)
(Urry, 1985, Absorption, Circular Dichroism and ORD of Polypeptides, en: Modern Physical Methods in Biochemistry,
Neuberger et al. (ed.), Elsevier, Amsterdam).

Ademas, las variantes de proteinas o péptidos como se definen aqui que se pueden codificar por la secuencia de acido
nucleico como se define aqui, en particular aquella del kit o kit de partes de la invencion, también pueden comprender
aquellas secuencias donde los nucleétidos del &cido nucleico se intercambian de acuerdo con la degeneracion del codigo
genético, sin conducir a una alteracion de la secuencia de aminoacidos respectiva de la proteina o péptido, es decir la
secuencia de aminoacidos o al menos parte de la misma no puede diferir de la secuencia original en una 0 mas mutaciones
dentro del significado anterior.

Con el fin de determinar el porcentaje al cual las dos secuencias son idénticas, por ejemplo las secuencias de acido
nucleico o secuencias de aminoacidos como se definen aqui, preferentemente las secuencias de aminoéacidos codificadas
por las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellas del kit o kit de partes de la invencién, o
las mismas secuencias de aminoacidos, las secuencias se pueden alinear con el fin de ser comparadas
subsecuentemente entre si. Por tanto, por ejemplo, una posicion de una primera secuencia se puede comparar con la
posicion correspondiente de la segunda secuencia. Si una posicion en la primera secuencia esta ocupada por el mismo
componente como es el caso en una posicién en la segunda secuencia, las dos secuencias son idénticas en esta posicion.
Si este no es el caso, las secuencias difieren en esta posicion. Si hay inserciones en la segunda secuencia en comparacion
con la primera secuencia, se pueden insertar huecos en la primera secuencia para permitir una alineaciéon adicional. Si
hay deleciones en la segunda secuencia en comparacién con la primera secuencia, se pueden insertar huecos en la
segunda secuencia para permitir una alineacion adicional. El porcentaje al cual las dos secuencias son idénticas es
entonces funcién del nimero de posiciones idénticas dividido entre el nimero total de posiciones, incluyendo aquellas
posiciones que estan ocupadas solo en una secuencia. El porcentaje al cual dos secuencias son idénticas se puede
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determinar utilizando un algoritmo matematico. Un ejemplo preferido pero no limitativo de un algoritmo matematico que
se puede utilizar es el algoritmo de Karlin et al. (1993), PNAS USA, 90:5873-5877 o Altschul et al. (1997), Nucleic Acids
Res., 25:3389-3402. Tal algoritmo se integra en el programa BLAST. Las secuencias que son idénticas a las secuencias
de la presente invencion en un cierto grado pueden ser identificadas con este programa.

Las secuencias de acido nucleico como se definen aqui pueden codificar derivados de un péptido o proteina. Tal derivado
de un péptido o proteina es una molécula que se deriva de otra molécula, tal como tal péptido o proteina. Un “derivado”
contiene tipicamente la secuencia de longitud completa del péptido o proteina natural y caracteristicas de secuencia
adicionales, por ejemplo en el extremo N o C, que pueden mostrar una funcion adicional al péptido/proteina de longitud
completa natural. Nuevamente, tales derivados tienen la misma funcion biolégica o actividad especifica o al menos
retienen una actividad de la proteina de longitud completa natural de al menos 50%, de manera mas preferente al menos
70%, aun de manera mas preferente al menos 90% (medida en un ensayo funcional apropiado, véase anteriormente, por
ejemplo como se indica por la expresion y/o secrecion de citoquinas en una reaccion inmunolégica) comparada con el
péptido o proteina nativa de longitud completa, por ejemplo su propiedad terapéutica especifica. Asi, un “derivado” de un
péptido o proteina también abarca péptidos/proteinas de fusion (quiméricas) que comprenden un péptido o proteina
utilizada en la presente descripcion o una proteina de longitud completa natural (o variante/fragmento de la misma)
fusionada con un péptido/proteina distinta que confiere por ejemplo dos o0 mas funciones biolégicas al péptido/proteina de
fusion. Por ejemplo, la fusion comprende una etiqueta, por ejemplo un epitopo, por ejemplo un epitopo FLAG o un epitopo
V5 o un epitopo HA. Por ejemplo, el epitopo es un epitopo FLAG. Tal etiqueta es Util para, por ejemplo, purificar la proteina
de fusion.

En este contexto, una “variante” de una proteina o péptido puede tener al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
98% 0 99% de identidad de aminoacidos con respecto a un tramo de 10, 20, 30, 50, 75 0 100 aminoacidos de tal proteina
o péptido. De manera analoga, una “variante” de una secuencia de acido nucleico, o particularmente, un fragmento, puede
tener al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% de identidad de nucle6tidos con respecto a un tramo de
10, 20, 30, 50, 75 o 100 nucleétidos de tal secuencia de acido nucleico; tipicamente, sin embargo, con respecto a las
secuencias de longitud completa de origen natural. En caso de “fragmentos” tipicamente, la identidad de secuencia se
determina para el fragmento respecto a la longitud (del fragmento) en la porcién de la proteina de longitud completa (que
refleja la misma longitud que el fragmento), que muestra el nivel mas alto de identidad de secuencia.

En una realizacion preferida adicional del primer aspecto de la presente invencion, las secuencias de acido nucleico como
se definen aqui, en particular aquellas del kit o kit de partes de la invencion, estan asociadas a un vehiculo, agente de
transfeccion o de formacion de complejos para incrementar la eficiencia de transfeccion y/o las propiedades
inmunoestimuladoras de la secuencia de acido nucleico inventiva. Agentes adecuados particularmente preferidos en este
contexto para incrementar la eficiencia de la transfecciébn son compuestos catiénicos o policatiénicos, incluyendo
protamina, nucleolina, espermina o espermidina, u otros péptidos o proteinas catidnicas, tales como poli-L-lisina (PLL),
poli-arginina, polipéptidos basicos, péptidos penetrantes de células (CPP), incluyendo péptidos de unién a VIH, VIH-1 Tat
(VIH), péptidos derivados de Tat, Penetratina, péptidos derivados de VP22 o analogos, HSV VP22 (Herpes simple), MAP,
KALA o dominios de transduccion de proteinas (PTD), PpT620, péptidos ricos en prolina, péptidos ricos en arginina,
péptidos ricos en lisina, MPG-péptido(s), Pep-1, L-oligébmeros, péptido(s) de calcitonina, péptidos derivados de
Antennapedia (particularmente de Drosophila antennapedia), pAntp, plsl, FGF, Lactoferrina, Transportano, Buforina-2,
Bac715-24, SynB, SynB(1), pVEC, péptidos derivados de hCT, SAP, o histonas. Adicionalmente, las proteinas o péptidos
cationicos o policatidnicos preferidos se pueden seleccionar de las siguientes proteinas o péptidos de la siguiente férmula
completa: (Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x, donde | + m + n +0 + x = 8-15, y I, m, n u o independientemente pueden ser
cualquier nimero seleccionado de 0, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15, con la condicién de que el contenido
total de Arg, Lys, His y Orn represente al menos el 50% de todos los aminoéacidos del oligopéptido; y Xaa puede ser
cualquier aminoacido seleccionado de aminoacidos nativos (= de origen natural) o no nativos excepto Arg, Lys, His u Orn;
y X puede ser cualquier nimero seleccionado de 0, 1, 2, 3 0 4, con la condicion de que el contenido total de Xaa no exceda
el 50% de todos los aminoacidos del oligopéptido. Son péptidos catidnicos particularmente preferidos en este contexto
por ejemplo Argz, Args, Arge, H3R9, RoHs, H3RoH3, YSSReSSY, (RKH)4, Y(RKH)2R, etc. Los compuestos catiénicos o
policatiénicos preferidos adicionales que se pueden utilizar como agente de transfeccion pueden incluir polisacaridos
cationicos, por ejemplo quitosano, polibreno, polimeros cationicos, por ejemplo polietilenimina (PEI), lipidos catiénicos,
por ejemplo DOTMA: cloruro de [1-(2,3-sioleiloxi)propil)]-N,N,N-trimetilamonio, DMRIE, di-C14-amidina, DOTIM, SAINT,
DC-Chol, BGTC, CTAP, DOPC, DODAP, DOPE: Dioleil-fosfatidiletanol-amina, DOSPA, DODAB, DOIC, DMEPC, DOGS:
Dioctadecilamidoglicilespermina, DIMRI: bromuro de Dimiristo-oxipropil-dimetil-hidroxietil-amonio, DOTAP: dioleoiloxi-3-
(trimetilamonio)-propano, DC-6-14: cloruro de O,O-ditetradecanoil-N-(a-trimetilamonioacetil)-dietanolamina, CLIP1:
cloruro de rac-[(2,3-dioctadeciloxipropil)(2-hidroxietil)]-dimetilamonio, = CLIP6:  rac-[2(2,3-dihexadeciloxipropil-
oximetiloxi)etil]-trimetilamonio, CLIP9: rac-[2(2,3-dihexadeciloxipropil-oxisuccinilox)etil]-trimetilamonio, oligofectamina, o
polimeros catiénicos o policatidnicos, por ejemplo poliaminoacidos modificados, tales como B-aminoacido-polimeros o
poliamidas inversas, etc., polietilenos modificados, tal como PVP bromuro de (poli(N-etil-4-vinilpiridinio)), etc., acrilatos
modificados, tal como pDMAEMA (metacrilato de poli(dimetilaminoetilo)), etc., amidoaminas modificadas tal como pAMAM
(poli(amidoamina)), etc., polibetaaminoéster modificado (PBAE), tal como polimeros de 1,4 butanodiol diacrilato-co-5-
amino-1-pentanol modificados con extremo de diamina, etc., dendrimeros, tal como dendrimeros de polipropilamina o
dendrimeros basados en pAMAM, etc., poliimina(s), tal como PEI: poli(etilenimina), poli(propilenimina), etc., polialilamina,
polimeros basados en cadena principal de azlicar, como polimeros basados en ciclodextrina, polimeros basados en
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dextrano, quitosano, etc., polimeros basados en cadena principal de silano, tales como copolimeros de PMOXA-PDMS,
etc., polimeros en bloque que consisten en una combinacion de uno o mas bloques catiénicos (por ejemplo seleccionados
de un polimero catiénico como se menciona anteriormente) y de uno o mas bloques hidrofilicos o hidrofébicos (por ejemplo
polietilenglicol); etc.

En este contexto se prefiere particularmente que los acidos nucleicos como se definen aqui, en particular aquellos del kit
o kit de partes de la invencién, estén complejados al menos parcialmente con un compuesto catiénico o policationico, de
manera preferente proteinas o péptidos catiénicos. Parcialmente significa que solo una parte de dichos acidos nucleicos
esta complejada con un compuesto catiénico o policationico y el resto de dichos acidos nucleicos no esta complejado
("libre"). De manera preferente, la relacién acido nucleico complejado:acido nucleico libre se selecciona de un intervalo
de aproximadamente 5:1 (p/p) a aproximadamente 1:10 (p/p), de manera mas preferente de un intervalo de
aproximadamente 4:1 (p/p) a aproximadamente 1:8 (p/p), aun de manera mas preferente de un intervalo de
aproximadamente 3:1 (p/p) a aproximadamente 1:5 (p/p) o 1:3 (p/p), y de manera mucho mas preferente la relacion acido
nucleico complejado:acido nucleico libre se selecciona de una relacion de aproximadamente 1:1 (p/p).

Se prefiere que las secuencias de acido nucleico como se definen aqui, en particular aquellas del kit o kit de partes de la
invencion, se proporcionen en cualquier forma desnuda o complejada, por ejemplo con compuestos policatiénicos de
cualquier estructura quimica, de manera preferente (poli)péptidos policatiénicos 0 compuestos policatidnicos sintéticos.
De manera preferente, dichas secuencias de acido nucleico no se proporcionan conjuntamente con una célula de
empaquetamiento.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién o kit o kit de partes que comprende al menos un tipo
de secuencia de acido nucleico segun la presente invencion.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una composicion que comprende una las secuencias de acido nucleico
como se definen aqui con respecto al kit o kit de partes. Estas composiciones inventivas comprenden asi mas de una
secuencia de acido nucleico como se definen aqui, que codifican diferentes péptidos o proteinas que comprenden
diferentes antigenos tumorales o fragmentos, variantes o derivados de los mismos, como se define aqui con respecto al
kit o kit de partes.

La composicion de la invencién que comprende una pluralidad (que significa tipicamente mas de 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas de
10 &cidos nucleicos, por ejemplo de 2 a 10, de manera preferente de 2 a 5 acidos nucleicos) de secuencias de acido
nucleico como se definen aqui, particularmente para el uso en el tratamiento de cancer de cancer de pulmon de células
no pequefias (NSCLC), comprende al menos:

a) una secuencia de acido nucleico que comprende o que codifica

i. una region codificadora, que codifica al menos un péptido o proteina que comprende el antigeno tumoral NY-ESO-1, o
un fragmento, variante o derivado del mismo,

ii. al menos un tallo-bucle de histona, y
iii. una secuencia poli(A) o una sefial de poliadenilacion;

b) un acido nucleico inventivo que codifica al menos un péptido o proteina, donde tal péptido o proteina codificada
comprende el antigeno tumoral 5T4 o un fragmento, variante o derivado del mismo; y

¢) un acido nucleico inventivo que codifica al menos un péptido o proteina, donde tal péptido o proteina codificada
comprende el antigeno tumoral survivina o un fragmento, variante o derivado del mismo.

d) un acido nucleico inventivo que codifica al menos un péptido o proteina, donde tal péptido o proteina codificada
comprende el antigeno tumoral MAGE-C1 o un fragmento, variante o derivado del mismo; y

e) un acido nucleico inventivo que codifica al menos un péptido o proteina, donde tal péptido o proteina codificada
comprende el antigeno tumoral MAGE-C2 o un fragmento, variante o derivado del mismo,

donde el fragmento de NY-ESO-1, 5T4, survivina, MAGE-C1 o MAGE-C2 tiene una longitud de al menos seis residuos
aminodcidos; donde cada secuencia de acido nucleico A, B, C, D 0 E - en la direccion 5’ a 3' — comprende o codifica para

i)
a) la region codificante,
b) al menos un tallo-bucle de histona, y

¢) una secuencia poli(A);
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a) la region codificante,
b) una secuencia poli(A), y
¢) al menos un tallo-bucle de histona;
donde el al menos un tallo-bucle de histona en i) o ii) se selecciona de las férmulas (1) o (Il) como se definen aqui;
donde
tallo 1 y tallo 2 son capaces de un emparejamiento de bases uno con el otro
forman una secuencia inversa complementaria, pudiendo suceder el apareamiento de bases entre tallo 1 y tallo 2 o

forman parcialmente una secuencia inversa complementaria, pudiendo suceder un apareamiento de bases incompleto
entretallolytallo2y

donde cada acido nucleico A, B, C, D o E comprende o codifica ademas para una secuencia poli(C) que comprende al
menos 10 nucledtidos citidina.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente invencion también proporciona un método in vitro para incrementar la
expresion de un péptido o proteina codificada que comprende las etapas, por ejemplo, a) proporcionar el kit o kit de partes
de la invencién o la composicién de la invencién, b) aplicar o administrar el kit o kit de partes de la invencién o la
composicién de la invencién que comprende una pluralidad de secuencias de acido nucleico como se definen aqui a un
sistema de expresion, por ejemplo a un sistema de expresion libre de células, una célula (por ejemplo una célula huésped
de expresién o una célula somatica), un tejido o un organismo. El método se puede aplicar para laboratorio, para
investigacion, para diagnostico, para la produccion comercial de péptidos o proteinas y/o con propdésitos terapéuticos. En
este contexto, tipicamente después de preparar el kit o kit de partes de la invencién como se define aqui o la composicion
de la invencién que comprende una pluralidad de secuencias de acido nucleico como se definen aqui, se aplica o se
administra tipicamente a un sistema de expresion libre de células, a una célula (por ejemplo una célula huésped de
expresion o una célula somatica), a un tejido u organismo, por ejemplo en forma desnuda o formando un complejo o como
una composicion farmacéutica o vacuna como se describe aqui, preferentemente por transfeccion o empleando
cualquiera de los modos de administracién que se describen aqui. El método se lleva a cabo in vitro. EI método se puede
llevar a cabo ademas en el contexto del tratamiento de una enfermedad especifica, particularmente en el tratamiento de
enfermedades cancerosas o tumorales, de manera preferente como se definen aqui.

En este contexto, “in vitro” se define aqui como transfeccion o transduccién de los acidos nucleicos del kit o kit de partes
inventivo como se define aqui o de la composicién inventiva que comprende una pluralidad de secuencias de acido
nucleico como se definen aqui en células en cultivo fuera de un organismo; “in vivo” se define aqui como transfeccién o
transduccion de los acidos nucleicos del kit o kit de partes inventivo o de la composicién inventiva que comprende una
pluralidad de secuencias de acido nucleico como se definen aqui en las células por la aplicaciéon de dichos acidos
nucleicos o de dicha composicion al organismo completo o al individuo y “ex vivo” se define aqui como transfeccién o
transduccion de los acidos nucleicos del kit o kit de partes inventivo o de la composicién inventiva que comprende una
pluralidad de secuencias de acido nucleico como se definen aqui (que significa tipicamente mas de 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas
de 10 acidos nucleicos, por ejemplo de 2 a 10, de manera preferente de 2 a 5 acidos nucleicos) en las células fuera de
un organismo o individuo y la aplicacién subsecuente de las células transfectadas al organismo o individuo.

Del mismo modo, de acuerdo con otro aspecto, la presente invencién también proporciona el uso del kit o kit de partes
como se define aqui o de la composicién inventiva que comprende una pluralidad de secuencias de acido nucleico como
se definen aqui, preferentemente con propdsitos diagndsticos o terapéuticos, para incrementar la expresion de un péptido
o proteina codificada in vitro, por ejemplo aplicando o administrando el kit o el kit de partes inventivo como se define aqui
o la composicién inventiva que comprende una pluralidad de secuencias de acido nucleico como se definen aqui, por
ejemplo, a un sistema de expresion libre de células, a una célula (por ejemplo una célula huésped de expresién o una
célula somatica), a un tejido u organismo. El uso se puede aplicar para laboratorio, investigacion, para diagnodstico, para
la produccion comercial de péptidos a proteinas y/o con propositos terapéuticos. En este contexto, tipicamente después
de preparar las secuencias de acido nucleico del kit o kit de partes inventivo como se definen aqui o de la composicion
inventiva que comprende una pluralidad de secuencias de éacido nucleico como se definen aqui, se aplican o se
administran tipicamente a un sistema de expresion libre de células, a una célula (por ejemplo una célula huésped de
expresion o una célula somatica), a un tejido u organismo, preferentemente en forma desnuda o en forma complejada, o
como una composicion o vacuna farmacéutica como se describe aqui, preferentemente mediante transfeccion o
empleando cualquiera de los modos de administracion que se describen aqui. El uso se lleva a cabo in vitro. El uso se
puede llevar a cabo adicionalmente en el contexto del tratamiento de una enfermedad especifica, particularmente en el
tratamiento de enfermedades cancerosas o tumorales, de manera preferente como se describe en la presente memoria.

También esta previsto aqui un sistema de expresion que comprende las secuencias de acido nucleico como se definen
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aqui o un vector o plasmido de expresion como se define aqui. En este contexto, el sistema de expresién puede ser un
sistema de expresion libre de células (por ejemplo un sistema de transcripcion/traduccion in vitro), un sistema de expresion
celular (por ejemplo células de mamifero como células CHO, células de insecto, células de levadura, células bacterianas
como E. coli) u organismos utilizados para la expresion de péptidos o proteinas (por ejemplo plantas o animales como
vacas).

Adicionalmente, los acidos nucleicos como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes de la invencién,
la composicién inventiva que comprende una pluralidad de secuencias de acido nucleico como se definen aqui se pueden
emplear para la preparacion de una composicidn farmacéutica para incrementar la expresién de un péptido o proteina
codificada, por ejemplo para tratar una enfermedad cancerosa o tumoral, preferentemente como se define aqui, por
ejemplo aplicando o administrando los acidos nucleicos como se definen aqui, en particular aquellos del kit o kit de partes
de la invencion, o la composicién inventiva que comprende una pluralidad de secuencias de &cido nucleico inventivas
como se definen aqui a una célula (por ejemplo una célula huésped de expresion o una célula somatica), a un tejido u
organismo, preferentemente en forma desnuda o en forma complejada o como una composicién farmacéutica o vacuna
como se describe aqui, de manera mas preferente utilizando cualquiera de los modos de administracion que describen
en la presente memoria.

Por consiguiente, en un aspecto preferido particular, la presente invencion también proporciona una composicion
farmacéutica que comprende un kit o kit de partes inventivo o una composicién inventiva que comprende una pluralidad
de secuencias de acido nucleico como se definen aqui y opcionalmente un portador y/o vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Como un primer ingrediente, la composicién farmacéutica inventiva comprende los acidos nucleicos como se definen aqui
con respecto al kit o kit de partes.

Como un segundo ingrediente, la composiciéon farmacéutica inventiva puede comprender opcionalmente al menos un
componente farmacéuticamente activo adicional. Un componente farmacéuticamente activo a este respecto es un
compuesto que tiene un efecto terapéutico para curar, mejorar o prevenir una indicacion o enfermedad particular como se
menciona aqui, preferentemente enfermedades cancerosas o tumorales. Tales compuestos incluyen, sin implicar ninguna
limitacién, péptidos o proteinas, preferentemente como se definen aqui, acidos nucleicos, preferentemente como se
definen aqui, compuestos organicos o inorganicos de peso bajo molecular (terapéuticamente activos) (peso molecular
inferior a 5.000, de manera preferente inferior a 1.000), azlcares, antigenos o anticuerpos, preferentemente como se
define aqui, agentes terapéuticos ya conocidos en la técnica previa, células antigénicas, fragmentos celulares antigénicos,
fracciones celulares, componentes de pared celular (por ejemplo polisacaridos), patégenos (virus, bacterias, etc.)
modificados, atenuados o desactivados (por ejemplo quimicamente o por irradiacion), adyuvantes, preferentemente como
se definen aqui, etc.

Adicionalmente, la composiciéon farmacéutica inventiva puede comprender un portador y/o vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En el contexto de la presente invencién, un portador farmacéuticamente aceptable incluye tipicamente la base
liquida o no liquida de la composicién farmacéuticamente inventiva. Si la composicion farmacéuticamente inventiva se
proporciona en forma liquida, el portador sera tipicamente agua libre de pir6genos, solucion salina isotdnica o soluciones
tamponadas (acuosas), por ejemplo soluciones tamponadas con fosfato, citrato o etc. El tampdn de inyeccién puede ser
hiperténico, isoténico o hipoténico con referencia al medio de referencia especifico, es decir, la solucion tampdén puede
tener un contenido en sal mas alto, idéntico o mas bajo que el medio de referencia especifico, donde preferentemente
pueden emplearse concentraciones de las sales mencionadas anteriormente que no conducen al dafio celular por 6smosis
u otros efectos de la concentracion. Los medios de referencia son por ejemplo liquidos que se presentan en los métodos
“in vivo”, tales como sangre, liquidos linfaticos, citosoélicos u otros liquidos corporales, o por ejemplo liquidos que se
pueden utilizar como medios de referencia en los métodos “in vitro”, tal como tampones o liquidos comunes. Tales
tampones o liquidos comunes son conocidos por el experto. La solucién de Ringer-Lactato es particularmente preferente
como base liquida.

Sin embargo, también se pueden utilizar uno o mas materiales de carga o diluyentes soélidos o liquidos compatibles o
compuestos encapsuladores para la composicién farmacéutica inventiva, que son adecuados para la administracion a un
paciente que se trata. El término “compatible” como se utiliza aqui significa que estos constituyentes de la composicién
farmacéutica inventiva son capaces de mezclarse con los acidos nucleicos como se definen aqui de manera que no existe
interaccion que reduzca esencialmente la efectividad farmacéutica de la composicién farmacéuticamente inventiva bajo
las condiciones de uso tipicas.

De acuerdo con una realizacion especifica, la composicién farmacéutica inventiva puede comprender un adyuvante. En
este contexto, un adyuvante puede entenderse como cualquier compuesto adecuado para iniciar o incrementar una
respuesta inmunitaria en el sistema inmunitario innato, es decir una respuesta inmunitaria no especifica. En otras palabras,
cuando se administra, la composicidon farmacéutica inventiva preferentemente induce una repuesta inmunitaria innata
debido al adyuvante opcionalmente contenido en la misma. De manera preferente, tal adyuvante se puede seleccionar de
un adyuvante conocido por el experto y adecuado para el presente caso, es decir que soporta la induccion de una
respuesta inmunitaria innata en un mamifero, por ejemplo una proteina adyuvante como se define anteriormente o un
adyuvante como se define a continuacion.
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Particularmente preferidos como adyuvantes adecuados para depdsito y administracion son los compuestos catiénicos o
policatiénicos como se definen anteriormente para la secuencia de acido nucleico inventiva como vehiculo, agente de
transfeccién o formador de complejos.

La composicion farmacéutica inventiva puede contener adicionalmente una o mas sustancias auxiliares con el fin de
incrementar su inmunogenicidad o capacidad inmunoestimuladora, si se desea. Una accion sinérgica de las secuencias
de acido nucleico como se definen aqui y de una sustancia auxiliar, que puede estar contenida opcionalmente en la
composicion farmacéutica inventiva, se logra preferentemente de esta manera. Dependiendo de los diversos tipos de
sustancias auxiliares, varios mecanismos pueden entrar en consideracion en este aspecto. Por ejemplo, los compuestos
que permiten la maduracién de las células dendriticas (DC), por ejemplo lipopolisacaridos, TNF-alfa o ligando CD40,
forman una primera clase de sustancias auxiliares adecuadas. En general, es posible utilizar como sustancia auxiliar
cualquier agente que influya en el sistema inmunitario en la manera de una “sefial peligrosa” (LPS, GP96, etc.) o
citoquinas, tales como GM-CFS, que permiten que una respuesta inmunitaria se potencie y/o influya de forma dirigida.
Sustancias auxiliares particularmente preferidas son citoquinas, como monoquinas, linfoquinas, interleuquinas o
quimioquinas, que promueven adicionalmente la respuesta inmunitaria innata, como IL-1, 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-17, 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, IFN-alfa, IFN-beta, IFN-gamma, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, LT-beta o TNF-alfa,
factores de crecimiento, tales como hGH.

Otros aditivos que se pueden incluir en la composicion farmacéutica inventiva son emulsificantes, por ejemplo Tween®;
agentes humectantes, por ejemplo laurilsulfato de sodio; agentes colorantes; agentes saborizantes, portadores
farmacéuticos; agentes formadores de comprimidos; estabilizantes; antioxidantes; conservantes.

La composicion farmacéutica inventiva también puede contener cualquier compuesto adicional que se sabe que es
inmunoestimulador debido a su afinidad de unién (como ligando) a los receptores similares a Toll humanos TLR1, TLR2,
TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10, o debido a su afinidad de unién (como ligandos) a los receptores
similares a Toll murinos TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10, TLR11, TLR12 o TLR13.

La composicion farmacéutica inventiva se puede administrar via oral, parenteral, por pulverizaciéon de inhalacién, via
topica, rectal, nasal, bucal, vaginal o mediante un depésito implantado. El término parenteral como se utiliza aqui incluye
inyeccidn subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intrahepatica,
intralesional, intracraneal, transdérmica, intradérmica, intrapulmonar, intraperitoneal, intracardiaca, intraarterial y
sublingual o técnicas de infusion.

Preferentemente, la composicion farmacéutica inventiva se puede administrar por inyeccion parenteral, es especial por
inyeccién subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intrahepatica,
intralesional, intracraneal, transdérmica, intradérmica, intrapulmonar, intraperitoneal, intracardiaca, intraarterial y
sublingual o por técnicas de infusion. Se prefiere en particular la inyeccion intradérmica e intramuscular. Las formas
inyectables estériles de las composiciones farmacéuticas inventivas pueden estar como suspensién acuosa u oleosa.
Estas suspensiones se pueden formular de acuerdo con técnicas conocidas en el campo utilizando agentes de dispersion
o humectacion adecuados y agentes de suspension.

La composicion farmacéutica inventiva como se define aqui también se puede administrar via oral en cualquier forma de
dosificaciéon oralmente aceptable incluyendo, pero no limitado a, capsulas, comprimidos, suspensiones o soluciones
acuosas.

La composicion farmacéutica inventiva también se puede administrar via topica, especialmente cuando el objetivo del
tratamiento incluye areas u 6rganos facilmente accesibles para la aplicacion tépica, por ejemplo incluyendo enfermedades
de la piel o cualquier otro tejido epitelial accesible. Las formulaciones topicas adecuadas se preparan facilmente para
cada una de estas areas u 6rganos. Para las aplicaciones topicas, la formulacién farmacéutica inventiva se puede formular
en un ungiento adecuado que contiene el acido nucleico inventivo como se define aqui suspendido o disuelto en uno o
mas portadores.

La composicién farmacéutica inventiva comprende tipicamente una “cantidad segura y efectiva” de los componentes de
la composicién farmacéutica inventiva, particularmente de la o las secuencias de acido nucleico como se definen aqui.
Como se utiliza aqui, una “cantidad segura y efectiva” significa una cantidad de la o las secuencias de acido nucleico
como se definen aqui que como tal es suficiente para inducir una modificacion positiva de una enfermedad o trastorno
como se define aqui. Al mismo tiempo, sin embargo, una “cantidad segura y efectiva” es lo suficientemente pequefia como
para evitar efectos secundarios serios y para permitir una relaciéon sensible entre la ventaja y riesgo. La determinacion de
estos limites esta tipicamente dentro del alcance del juicio médico sensible.

La composicién farmacéutica inventiva se puede utilizar con propésitos médicos humanos y también veterinarios,
preferentemente con propositos médicos humanos, como composicién farmacéutica en general o como vacuna.

De acuerdo con otro aspecto particularmente preferido, la composicion farmacéutica inventiva (o el kit o kit de partes como
se define aqui o la composicion inventiva que comprende una pluralidad de secuencias de acido nucleico como se definen
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aqui) se puede proporcionar o utilizar como vacuna. Tipicamente, tal vacuna es como se define anteriormente para
composiciones farmacéuticas. Adicionalmente, tal vacuna contiene tipicamente los acidos nucleicos como se definen aqui
con respecto al kit o kit de partes o la composicion inventiva que comprende una pluralidad de secuencias de acido
nucleico como se definen en la presente memoria.

La vacuna inventiva también puede comprender un portador, adyuvante y/o vehiculo farmacéuticamente aceptable como
se define aqui para la composicién farmacéutica inventiva. En el contexto especifico de la vacuna inventiva, la seleccion
de un portador farmacéuticamente aceptable viene determinada en principio por la manera en la cual la vacuna inventiva
se administra. La vacuna inventiva se puede administra por ejemplo sistémica o localmente. Las vias para la
administracion sistémica incluyen en general, por ejemplo, las vias transdérmica, oral, parenteral, incluyendo inyecciones
subcutaneas, intravenosas intramusculares, intraarteriales, intradérmicas e intraperitoneales y/o vias de administracion
intranasal. Las vias para la administracién local incluyen en general, por ejemplo, vias de administraciéon topica pero
también inyecciones intradérmicas, transdérmicas, subcutdneas o intramusculares o inyecciones intralesionales,
intracraneales, intrapulmonares, intracardiacas y sublinguales. De manera mas preferente, las vacunas se pueden
administrar via intradérmica, subcutanea o intramuscular. Asi, las vacunas inventivas se formulan preferentemente en
forma liquida (o algunas veces sélida).

La vacuna inventiva puede contener adicionalmente una 0 mas sustancias auxiliares con el fin de incrementar su
inmunogenicidad o capacidad inmunoestimuladora, si se desea. Particularmente preferidos son los adyuvantes como
sustancias auxiliares o aditivos como se definen para la composicion farmacéutica.

La presente invencion proporciona ademas varias aplicaciones y usos del kit o kit de partes como se define aqui, de la
composicion inventiva que comprende una pluralidad de secuencias de acido nucleico como se definen aqui, de la
composicion farmacéutica inventiva, de la vacuna inventiva, todas comprendiendo las secuencias de acido nucleico como
se definen con respecto al kit o kit de partes.

De acuerdo con un aspecto especifico, la presente invencion se dirige al primer uso médico del kit o kit de partes inventivo
como se define aqui o de la composicién inventiva que comprende una pluralidad de secuencias de acido nucleico como
se definen aqui como un medicamento, preferentemente como una vacuna, en particular en el tratamiento de
enfermedades cancerosas o tumorales.

Ademas, la presente invencion se refiere a un kit o kit de partes que comprende:

A) un acido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la region codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral NY-ESO-1 o un fragmento del mismo;

B) un acido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la region codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral 5T4 o un fragmento del mismo;

C) un &cido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la regién codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral survinina o un fragmento del mismo;

D) un acido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la region codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral MAGE-C1 o un fragmento del mismo;

E) un &cido nucleico que comprende o codifica para una regioén codificante, donde la region codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral MAGE-C2 o un fragmento del mismo;

donde el fragmento de NY-ESO-1, 5T4, survinina, MAGE-C1 o MAGE-C2 tiene una longitud de al menos seis residuos
aminoacidos; donde cada secuencia de acido nucleico A, B, C, D o E, en la direcciéon 5’ a 3', comprende o codifica para

i) a) la region codificante
b) al menos un tallo-bucle de histona, y

) una secuencia poli(A);

i) a) la region codificadora
b) una secuencia poli(A); y
¢) al menos un tallo-bucle de histona;
donde el al menos un tallo-bucle de histona en i) o ii) se selecciona de las férmulas (1) o (I1)

férmula (1) (secuencia tallo-bucle sin elementos frontera de tallo):
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[No,GN; ] £N0-4(li” INo.gJ [N3sCNo ]

tallo 1 bucle tallo 2

férmula (1) (secuencia de tallo-bucle con elementos frontera de tallo):

N1-6 \[NOQSNB-E’] [kNO_4(li/T)NO—iI] [N3-SCN0-2] N1—6

elemento frontera tallo 1 bucle tallo 2 elemento frontera
tallo 1 tallo 2

donde:

los elementos frontera N1 de tallo 1 o tallo 2 son una secuencia consecutiva de 1 a 6, de manera preferente de 2 a 6, de
manera mas preferente de 2 a 5, alin de manera mas preferente de 3 a 5, de manera mucho mas preferentede4a505
N, donde cada N se selecciona independientemente de un nucleétido seleccionado de A, U, T, G y C, o un analogo de
nucleétido del mismo;

tallo 1 [No-2GN3-s] es una complementariedad inversa o complementariedad parcialmente inversa con el elemento tallo 2,
y s una secuencia consecutiva de entre 5 a 7 nucleétidos; donde No-2 es una secuencia consecutiva de 0 a 2, de manera
preferente de 0 a 1, de manera mas preferente de 1 N, en donde cada N se selecciona independientemente de un
nucledtido seleccionado de A, U, T, G y C o un analogo de nucleétido del mismo; donde Ns.s es una secuencia consecutiva
de 3 a 5, de manera preferente de 4 a 5, de manera mas preferente de 4 N, en donde cada N se selecciona
independientemente de otro de un nucleétido seleccionado de A, U, T, G y C o un analogo de nucleétido del mismo, y
donde G es guanosina o un analogo de la misma, y se puede reemplazar opcionalmente por una citidina o un analogo de
la misma, con la condicion de que su citidina de nucleétido complementaria en el tallo 2 se reemplace por guanosina;

la secuencia de bucle [No-4(U/T)No-4] se sitla entre los elementos tallo 1 y tallo 2, y es una secuencia consecutiva de 3 a
5 nucledtidos, de manera mas preferente de 4 nucledtidos; donde cada No-s es independientemente una secuencia
consecutiva de 0 a 4, de manera preferente de 1 a 3, de manera mas preferente de 1 a2 N, en donde cada N se selecciona
independientemente de otro de un nucledtido seleccionado de A, U, T, G y C o un analogo de nucleétido del mismo; y
donde U/T representa uridina, u opcionalmente timidina;

tallo 2 [N3-sCNo-2] es complementariedad inversa o complementariedad parcialmente inversa con el elemento tallo 1 y es
una secuencia consecutiva entre 5 a 7 nucleétidos; donde Ns3-s es una secuencia consecutiva de 3 a 5, de manera
preferente de 4 a 5, de manera mas preferente de 4 N, en donde cada N se selecciona independientemente de un
nucledtido seleccionado de A, U, T, G y C o un analogo de nucleétido del mismo; donde No-2 €s una secuencia consecutiva
de 0 a 2, de manera preferente de 0 a 1, de manera mas preferente de 1 N, en donde cada N se selecciona
independientemente de un nucleétido seleccionado de A, U, T, G o C o un analogo de nucleétido del mismo; y donde C
es citidina o un analogo de la misma, y se puede reemplazar opcionalmente por una guanosina o un analogo de la misma
con la condicion de que su guanosina de nucleétido complementaria en el tallo 1 se reemplace por citidina;

donde

tallo 1 y tallo 2 son capaces de un emparejamiento de bases entre si formando una secuencia complementaria inversa,
donde el emparejamiento de bases puede presentarse entre el tallo 1 y tallo 2, o formando una secuencia complementaria
parcialmente inversa, donde un emparejamiento de bases incompleto puede presentarse entre tallo 1 y tallo 2, o

0 a la composicién como se describe aqui para su uso como un medicamento.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencion se dirige al segundo uso médico del kit o kit de partes como se define
aqui o de la composicion inventiva que comprende una pluralidad de secuencias de acido nucleico como se definen aqui,
para el tratamiento de enfermedades cancerosas o tumorales como se definen aqui, preferentemente para el uso del kit
o kit de partes como se define aqui, de la composicion inventiva que comprende una pluralidad de secuencias de acido
nucleico inventivas como se definen aqui, de una composicion farmacéutica o vacuna que las comprenden como se define
aqui para la preparacion de un medicamento para la profilaxis, tratamiento y/o mejora de enfermedades cancerosas o
tumorales como se definen aqui. Preferentemente, la composicion farmacéutica o vacuna se utiliza para ser administrada
a un paciente en necesidad de la misma para este propdésito.

Preferentemente, las enfermedades como se mencionan aqui se seleccionan de enfermedades cancerosas o tumorales
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que preferentemente incluyen por ejemplo leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda, carcinoma
adrenocortical, canceres relacionados con SIDA, linfoma relacionados con SIDA, cancer anal, cancer del apéndice,
Astrocitoma, Carcinoma de células basales, Cancer de conducto biliar, Cancer de vejiga, Cancer 6éseo,
Osteosarcoma/Histiocitoma fibroso maligno, Glioma del tronco encefélico, Tumor cerebral, Astrocitoma cerebelar,
astrocitoma cerebelar/glioma maligno, ependimoma, meduloblastoma, tumores neuroectodérmicos primitivos
supratentoriales, rutas visuales y glioma hipotalamico, Cancer de mama, Adenomas bronquiales/carcinoides, linfoma de
Burkitt, Tumor carcinoide infantil, Tumor carcinoide gastrointestinal, Carcinoma primario desconocido, Linfoma del sistema
nervioso central primario, astrocitoma cerebelar infantil, astrocitoma Cerebelar infantil/Glioma maligno, Cancer cervical,
canceres infantiles, Leucemia linfocitica crénica, Leucemia mielégena crénica, Trastornos mieloproliferativos crénicos,
Cancer de colon, Linfoma de células T cutaneo, Tumor de células redondas pequefias desmoplasicas, Cancer del
endometrio, Ependimoma, Cancer de eséfago, sarcoma de Ewing en la familia de tumores de Ewing, Tumor de células
germinales extracraneales infantiles, Tumor de células germinales Extragonadal, Cancer del conducto biliar extrahepatico,
Melanoma intraocular, Retinoblastoma, Cancer de la vesicula biliar, Cancer géastrico (Estomago), Tumor Carcinoide
Gastrointestinal, Tumor estromal gastrointestinal (GIST), tumor de células germinales extracraneal, extragonadal, o de
ovario, tumor trofoblastico gestacional, Glioma del tallo cerebral, Astrocitoma Cerebral Infantil, Ruta Visual Infantil y Glioma
Hipotaldmico, carcinoide gastrico, leucemia de células pilosas, cancer de cuello y cabeza, Cancer de corazén, Cancer
Hepatocelular (higado), linfoma de Hodgkin, Cancer de la hipofaringe, glioma de la ruta hipotalamica y visual infantil,
melanoma intraocular, carcinoma de células de los islotes (Pancreas Endocrino), sarcoma de Kaposi, cancer de rifion
(cancer de células renales), Cancer de la Laringe, Leucemias, Leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfoblastica aguda,
leucemia mieloide aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia mielégena cronica, leucemia de células pilosas, cancer
de labio y la cavidad oral, liposarcoma, cancer de higado, Cancer de Pulmén de Células no pequefias, Cancer de pulmén
de células pequefias, linfomas, Linfoma asociado con SIDA, Linfoma de Burkitt, Linfoma de Células T Cutaneas, Linfoma
de Hodgkin, Linfomas no de Hodgkin, Linfoma del Sistema Nervioso Central primario, microglobulinemia de Waldenstrom,
Histiocitoma Fibroso Maligno de Hueso/Osteosarcoma, Meduloblastoma Infantil, Melanoma, Melanoma Intraocular (Ojo),
Carcinoma de células de Merkel, Mesotelioma maligno adulto, Mesotelioma Infantil, Cancer de cuello escamoso
metastasico con Cancer de Boca, Primario, Oculto, sindrome de neoplasia endocrina Mdltiple Infantil, Mieloma
multiple/neoplasma de células de plasma, Micosis Fungoides, Sindromes Mielodisplasicos, Enfermedades
Mielodisplasicas/Mieloproliferativas, Leucemia Mieldégena Crénica, Leucemia Mieloide Aguda Adulta, Leucemia Mieloide
Aguda Infantil, Mieloma Mltiple (Cancer de la Médula Osea), Trastornos Mieloproliferativos crénicos, cancer de la cavidad
nasal y seno paranasal, carcinoma de Nasofaringe, Neuroblastoma, Cancer Oral, Céancer de Orofaringe,
Osteosarcoma/histiocitoma fibroso maligno de huesos, cancer de ovario, cancer epitelial de ovario (tumor epitelial-
estromal superficial), tumor de células germinales de ovario, tumor potencial maligno bajo de ovario, cancer pancreéatico,
cancer pancreatico de células de los islotes, cancer de seno paranasal y cavidad oral, cancer de Paratiroides, Cancer de
pene, Cancer de la faringe, Feocromocitoma, Astrocitoma Pineal, Germinoma Pineal, Pineoblastoma Infantil y tumores
neuroectodérmicos primitivos supratentoriales, Adenoma de la pituitaria, neoplasia de células de plasma/Mieloma Mdultiple,
Blastoma pleuropulmonar, Linfoma del sistema nervioso central primario, Cancer de Prostata, Cancer rectal, Carcinoma
de células renales (cancer de rifion), Cancer del a pelvis Renal y uretra, Retinoblastoma, Rabdomiosarcoma infantil,
Céncer de la glandula salival, Sarcoma de la familia de tumor de Ewing, Sarcoma de Kaposi, Sarcoma de tejido blando,
Sarcoma uterino, Sindrome de Sézary, Cancer de piel (no melanoma), Cancer de piel (melanoma), Carcinoma de piel de
células de Merkel, Cancer del intestino delgado, carcinoma de células escamosas, Cancer de cuello escamoso
metastasico con tumor neuroectodérmico primitivo supratentorial infantil primario oculto, Cancer Testicular, Cancer de
garganta, Timoma infantil, Timoma y carcinoma timico, Cancer de tiroides, cancer de tiroides infantil, Cancer de células
transicionales de la pelvis renal y uréter, tumor trofoblastico gestacional, Cancer de uretra, Cancer Uterino endometrial,
Sarcoma uterino, Cancer Vaginal, Ruta visual infantil y glioma hipotalamico, Cancer Vulvar, macroglobulinemia de
Waldenstréom, y tumor de Wilms infantil (cancer de rifién).

Ademas, la invencién proporciona un kit o kit de partes que comprende:

A) un &cido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la region codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral NY-ESO-1 o un fragmento del mismo;

B) un acido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la region codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral 5T4 o un fragmento del mismo;

C) un &cido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la regién codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral survinina o un fragmento del mismo;

D) un acido nucleico que comprende o codifica para una regién codificante, donde la region codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral MAGE-C1 o un fragmento del mismo;

E) un acido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la region codificante codifica al menos
un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral MAGE-C2 o un fragmento del mismo;

donde el fragmento de NY-ESO-1, 5T4, survinina, MAGE-C1 o MAGE-C2 tiene una longitud de al menos seis residuos
aminoacidos; donde cada secuencia de acido nucleico A, B, C, D o E, en la direccién 5" a 3’, comprende o codifica para
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i) a) la region codificante
b) al menos un tallo-bucle de histona, y

) una secuencia poli(A);

i) a) la region codificadora
b) una secuencia poli(A); y
¢) al menos un tallo-bucle de histona;
donde el al menos un tallo-bucle de histona en i) o ii) se selecciona de las férmulas (1) o (I1)

férmula (1) (secuencia tallo-bucle sin elementos frontera de tallo):

No.,GN No.a(U/MNg.4] [N;5CNg.
[No.- 3-5]£ 0-4(Y) 04/][ 35C N,

tallo 1 bucle tallo 2

férmula (1) (secuencia de tallo-bucle con elementos frontera de tallo):

Ny \[N0-2EN3-5J] [\NU"*(%/T)NO'ﬁ] [N3sCNg,] Nog

elemento frontera tallo 1 bucle tallo 2 elemento frontera
tallo 1 tallo 2

donde:

los elementos frontera Ni-s de tallo 1 o tallo 2 son una secuencia consecutiva de 1 a 6, de manera preferente de 2 a 6, de
manera mas preferente de 2 a 5, alin de manera mas preferente de 3 a 5, de manera mucho mas preferente de4a505
N, donde cada N se selecciona independientemente de un nucleétido seleccionado de A, U, T, G y C, o un analogo de
nucleétido del mismo;

tallo 1 [No-2GN3-s] es una complementariedad inversa o complementariedad parcialmente inversa con el elemento tallo 2,
y €s una secuencia consecutiva de entre 5 a 7 nucle6tidos; donde No-2 es una secuencia consecutiva de 0 a 2, de manera
preferente de 0 a 1, de manera mas preferente de 1 N, en donde cada N se selecciona independientemente de un
nucledtido seleccionado de A, U, T, G y C o un anéalogo de nucleétido del mismo; donde Nzs es una secuencia consecutiva
de 3 a 5, de manera preferente de 4 a 5, de manera mas preferente de 4 N, en donde cada N se selecciona
independientemente de otro de un nucledtido seleccionado de A, U, T, G y C o un analogo de nucleétido del mismo, y
donde G es guanosina o un analogo de la misma, y se puede reemplazar opcionalmente por una citidina o un analogo de
la misma, con la condicién de que su citidina de nucle6tido complementaria en el tallo 2 se reemplace por guanosina;

la secuencia de bucle [No-4(U/T)No-4] se sitda entre los elementos tallo 1 y tallo 2, y es una secuencia consecutiva de 3 a
5 nucledtidos, de manera mas preferente de 4 nucleédtidos; donde cada No4 es independientemente una secuencia
consecutiva de 0 a 4, de manera preferente de 1 a 3, de manera mas preferente de 1 a 2 N, en donde cada N se selecciona
independientemente de otro de un nucledtido seleccionado de A, U, T, G y C o un analogo de nucleétido del mismo; y
donde U/T representa uridina, u opcionalmente timidina;

tallo 2 [N3-5CNo-2] es complementariedad inversa o complementariedad parcialmente inversa con el elemento tallo 1 y es
una secuencia consecutiva entre 5 a 7 nucleétidos; donde Nss es una secuencia consecutiva de 3 a 5, de manera
preferente de 4 a 5, de manera mas preferente de 4 N, en donde cada N se selecciona independientemente de un
nucledtido seleccionado de A, U, T, G y C o un anéalogo de nucleétido del mismo; donde No-2 €s una secuencia consecutiva
de 0 a 2, de manera preferente de 0 a 1, de manera mas preferente de 1 N, en donde cada N se selecciona
independientemente de un nucleétido seleccionado de A, U, T, G o C o un anéalogo de nucleétido del mismo; y donde C
es citidina o un analogo de la misma, y se puede reemplazar opcionalmente por una guanosina o un analogo de la misma
con la condicién de que su guanosina de nucleétido complementaria en el tallo 1 se reemplace por citidina;

donde
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tallo 1 y tallo 2 son capaces de un emparejamiento de bases entre si formando una secuencia complementaria inversa,
donde el emparejamiento de bases puede presentarse entre el tallo 1 y tallo 2, o formando una secuencia complementaria
parcialmente inversa, donde un emparejamiento de bases incompleto puede presentarse entre tallo 1 y tallo 2, o

0 una composicion como se define aqui para su uso en el tratamiento de enfermedades cancerosas o tumorales.

En un aspecto preferido adicional, el kit o kit de partes como se define aqui o la composicién inventiva que comprende
una pluralidad de secuencias de acido nucleico como se definen aqui se puede utilizar para la preparacién de una
composicién farmacéutica o una vacuna, particularmente para los propdsitos aqui definidos.

La composicién farmacéutica inventiva o vacuna se puede utilizar adicionalmente para el tratamiento de una enfermedad
o un trastorno, preferentemente de enfermedades cancerosas o tumorales como se definen aqui.

Los kits de la invencion, particularmente kits de partes, tipicamente pueden comprender, como componentes solos 0 en
combinacién con componentes adicionales como se definen aqui, como tales las secuencias de acido nucleico como se
definen aqui, la composicién farmacéutica inventiva o la vacuna que comprende las secuencias de acido nucleico como
se definen aqui. Las secuencias de acido nucleico como se definen aqui estan opcionalmente en combinacién con
componentes adicionales como se definen aqui, de forma que los acidos nucleicos se proporcionan separadamente
(primera parte del kit) de al menos una parte del kit que comprende uno o mas de otros componentes. La composicion
farmacéutica inventiva y/o la vacuna inventiva por ejemplo pueden presentarse en una o diferentes partes del kit.
llustrativamente, por ejemplo, al menos una parte del kit puede comprender al menos una secuencia de acido nucleico
como se define aqui y al menos una parte adicional del kit al menos otro componente como se define aqui, al menos otra
parte del kit puede comprender al menos una composicion farmacéutica o vacuna o una parte de la misma, por ejemplo
al menos una parte del kit puede comprender una secuencia de acido nucleico como se define aqui, al menos una parte
adicional del kit al menos otro componente como se define aqui, al menos una parte adicional del kit al menos un
componente de la composicion farmacéutica inventiva o vacuna o la composicion farmacéutica inventiva o vacuna en
conjunto y al menos una parte adicional del kit por ejemplo al menos un portador o vehiculo farmacéutico, etc. Dado que
el kit o kit de partes comprende una pluralidad de secuencias de acido nucleico, un componente del kit puede comprender
solo una, varias o todas las secuencias de acido nucleico comprendidas en el kit. En una realizacién alternativa, cada
secuencia de acido nucleico puede estar comprendida en un componente diferente/separado del kit, de forma que cada
componente forma una parte del kit. También, mas de un &cido nucleico puede estar comprendido en un primer
componente como una parte del kit, mientras que uno o0 mas de otros componentes (segundos, terceros, etc.) (que
proporciona una o mas de otras partes del kit) pueden contener ya sea uno o mas de uno de los acidos nucleicos
inventivos, que pueden ser idénticos o parcialmente idénticos o diferentes del primer componente. El kit o kit de partes
puede contener adicionalmente instrucciones técnicas con informacion sobre la administraciéon y dosificacion de la
secuencia de acido nucleico inventiva, la composicién farmacéutica inventiva o la vacuna inventiva o de cualquiera de sus
componentes o partes, por ejemplo si el kit se prepara como un kit de partes.

La composicién puede comprender ademas un portador farmacéuticamente aceptable y/o adyuvantes farmacéuticamente
aceptables como se definen aqui. La composicion se puede utilizar como vacuna o para el tratamiento de una enfermedad
asociada con cancer o tumores.

En otros aspectos, la invencién se refiere a un acido nucleico seleccionado del grupo consistente en la SEQ ID NO: 57 y
SEQ ID NO: 58 y a una composicion farmacéutica que comprende &cido nucleico dicho. El &cido nucleico y la composicién
farmacéutica estan previstos para su uso en el tratamiento del cancer de enfermedades tumorales, en particular del cancer
de pulmoén, preferiblemente de cancer de pulmén de células no pequefias. En la presente invencion, si no se indica de
otra manera, las caracteristicas diferentes de alternativas y realizaciones se pueden combinar entre si. Ademas, el término
“que comprende” no se debe considerar que significa “que consiste en”, si no se menciona especificamente. Sin embargo,
en el contexto de la presente invencion, el término “que comprende” se puede sustituir con el término “que consiste en”,
donde sea aplicable.

Figuras

Las siguientes Figuras se proponen para ilustrar la invencion adicionalmente y no se deben considerarse limitativas de la
presente invencion a las mismas.

Figura 1: muestra la secuencia consenso de tallo-bucle de histona generada de secuencias tallo-bucle de metazoarios y
protozoarios (como es reportada por Davila Lépez, M., y Samuelsson, T. (2008), RNA (Nueva York, N.Y.), 14(1), 1-10.
doi:10.1261/rna.782308). 4.001 secuencias tallo-bucle de histona de metazoarios y protozoarios se alinearon y la cantidad
de los nucleodtidos que se producen se indica para cada posicion en la secuencia tallo-bucle. La secuencia consenso
generada que representa todos los nucleotidos presentes en las secuencias analizadas se da utilizando el cédigo de
nucledtidos de una letra. Ademas de la secuencia consenso, las secuencias se muestran presentando al menos 99%,
95% y 90% de los nucledtidos presentes en las secuencias analizadas.

Figura 2: muestra la secuencia consenso de tallo-bucle de histona generada de la secuencia tallo-bucle de protozoarios
(como es reportado por Davila Lépez, M., y Samuelsson, T. (2008), RNA (Nueva York, N.Y.), 14(1), 1-10.
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doi:10.1261/rna.782308). 131 secuencias tallo-bucle de histona de protozoario se alinearon y la cantidad de los
nucledtidos que se producen se indica para cada posicion en la secuencia tallo-bucle. La secuencia consenso generada
que representa todos los nucleotidos presentes en las secuencias analizadas se da utilizando el cédigo de nucleétidos de
una letra. Ademas de la secuencia consenso, las secuencias se muestran presentando al menos 99%, 95% y 90% de los
nucledtidos presentes en las secuencias analizadas.

Figura 3: muestra la secuencia consenso de tallo-bucle de histona generada de secuencias tallo-bucle de metazoarios
(como es reportado por Davila Lépez, M., y Samuelsson, T. (2008), RNA (Nueva York, N.Y.), 14(1), 1-10.
doi:10.1261/rna.782308). 3.870 secuencias tallo-bucle de histona de metazoarios se alinearon y la cantidad de los
nucledtidos que se producen se indica para cada posicion en la secuencia tallo-bucle. La secuencia consenso generada
que representa todos los nucleotidos presentes en las secuencias analizadas se da utilizando el cédigo de nucleétidos de
una letra. Ademas de la secuencia consenso, las secuencias se muestran presentando al menos 99%, 95% y 90% de los
nucledtidos presentes en las secuencias analizadas.

Figura 4: muestra la secuencia consenso de tallo-bucle de histona generada de secuencias tallo-bucle de vertebrados
(como es reportado por Davila Lépez, M., y Samuelsson, T. (2008), RNA (Nueva York, N.Y.), 14(1), 1-10.
doi:10.1261/rna.782308). 1.333 secuencias tallo-bucle de histona de vertebrados se alinearon y la cantidad de los
nucledtidos que se producen se indica para cada posicion en la secuencia tallo-bucle. La secuencia consenso generada
que representa todos los nucleotidos presentes en las secuencias analizadas se da utilizando el cédigo de nucleétidos de
una letra. Ademas de la secuencia consenso, las secuencias se muestran presentando al menos 99%, 95% y 90% de los
nucledtidos presentes en las secuencias analizadas.

Figura 5: muestra la secuencia consenso de tallo-bucle de histona generada de secuencias tallo-bucle humanas (Homo
sapiens) (como es reportado por Davila Lopez, M., y Samuelsson, T. (2008), RNA (Nueva York, N.Y.), 14(1), 1-10.
doi:10.1261/rna.782308). 84 secuencias tallo-bucle de histona humana se alinearon y la cantidad de los nucle6tidos que
se producen se indica para cada posicién en la secuencia tallo-bucle. La secuencia consenso generada que representa
todos los nucledtidos presentes en las secuencias analizadas se da utilizando el cédigo de nucledtidos de una letra.
Ademas de la secuencia consenso, las secuencias se muestran presentando al menos 99%, 95% y 90% de los nucleétidos
presentes en las secuencias analizadas.

Figuras 6 a 21: muestran los ARNm de la transcripcion in vitro. Se da la designacion y la secuencia de los ARNm obtenidas
por la transcripcion in vitro. Se utilizan las siguientes abreviaturas:

ppLuc (GC): secuencia de ARNm enriquecida con GC que codifica la luciferasa de Photinus
pyralis

ag: Region no traducida 3' (UTR) del gen de alfa-globina

Ab64: Secuencia poli(A) con 64 adenilatos

A120: Secuencia poli(A) con 120 adenilatos

histonaSL: tallo-bucle de histona

aCPSL: Tallo-bucle seleccionado de una biblioteca por su unién especifica de la proteina
aCP-2KL

PolioCL: Hoja de trébol 5’ de ARN gendmico de virus de polio

G30: Secuencia poli(G) con 30 guanilatos

u30: Secuencia poli(U) con 30 uridilatos

SL: tallo/bucle no especifico/artificial

N32: Secuencia no especifica de 32 nucleétidos

NY-ESO-1 (G/C): Secuencia de ARNm enriquecida en GC que codifica el antigeno tumoral humano NY-
ESO-1

Survivina (G/C): Secuencia de ARNm enriquecida en GC que codifica el antigeno tumoral
humano Survivina

MAGE-C1(G/C): Secuencia de ARNm enriquecida en GC que codifica el antigeno tumoral

humano MAGE-C1

En las secuencias, los elementos siguientes estan resaltados: region codificadora (ORF) (letras mayusculas), ag (negrita),
histonaSL (subrayado), secuencias adicionales distintas ensayadas (italica).

Figura 6: muestra la secuencia de ARNm de ppLuc(GC) — ag (SEQ ID NO: 43). Mediante linealizacién del vector original
en el sitio de restriccion inmediatamente después del 3'-UTR (ag) de alfa-globina, se obtiene el ARNm sin una secuencia
de poli(A).

Figura 7: muestra la secuencia de ARNm de ppLuc(GC) — ag — A64 (SEQ ID NO: 44). Mediante linealizacion del vector
original en el sitio de restriccion inmediatamente después de secuencia A64 poli(A), se obtiene el ARNm terminando con
una secuencia A64 poli(A).

Figura 8: muestra la secuencia de ARNm de ppLuc(GC) — ag — histonaSL (SEQ ID NO: 45). La secuencia A64 poli(A) se
reemplazé por un histonaSL. La secuencia tallo-bucle de histona utilizada en los ejemplos se obtuvo de Cakmakci et al.
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(2008). Molecular and Cellular Biology, 28(3), 1182-1194.

Figura 9: muestra la secuencia de ARNm de ppLuc(GC) — ag — A64 — histonaSL (SEQ ID NO: 46). La histonaSL se adjunt6
en 3’ de A64 poli(A).

Figura 10: muestra la secuencia de ARNm de ppLuc(GC) — ag — A120 (SEQ ID NO: 47). La secuencia A64 poli(A) se
reemplazo por una secuencia A120 poli(A).

Figura 11: muestra la secuencia de ARNm de ppLuc(GC) —ag — A64 — ag (SEQ ID NO: 48). Una segunda 3’-UTR de alfa-
globina se adjunté en 3’ de A64 poli(A).

Figura 12: muestra la secuencia de ARNm de ppLuc(GC) — ag — A64 — aCPSL (SEQ ID NO: 49). Un tallo-bucle de adjunté
en 3’ de A64 poli(A). El tallo-bucle se selecciona de una biblioteca por su unién especifica de la proteina aCP-2KL (Thisted
et al., (2001), The Journal of Biological Chemistry, 276(20), 17484-17496). La aCP-2KL es una isoforma de aCP-2, la
proteina aCP mas fuertemente expresada (proteina de union poli(C) de ARNm de alfa-globina) (Makeyev et al., (2000),
Genomics, 67(3), 301-316), un grupo de proteinas de unién a ARN, que se unen a la 3-UTR de alfa-globina (Chkheidze
et al., (1999), Molecular and Cellular Biology, 19(7), 4572-4581).

Figura 13: muestra la secuencia de ARNm de ppLuc(GC) — ag — A64 — PolioCL (SEQ ID NO: 50). La hoja de trébol 5’ del
ARN gendmico de virus de polio se adjunté en 3’ de A64 poli(A).

Figura 14: muestra la secuencia de ARNm de_ppLuc(GC) —ag — A64 — G30 (SEQ ID NO: 51). Una cadena de 30 guanilatos
se adjunto en 3’ de A64 poli(A).

Figura 15: muestra la secuencia de ARNm de_ppLuc(GC) — ag — A64 — U30 (SEQ ID NO: 52). Una cadena de 30 uridilatos
se adjunto en 3’ de A64 poli(A).

Figura 16: muestra la secuencia de ARNm de_ppLuc(GC) — ag — A64 — SL (SEQ ID NO: 53). Un tallo-bucle se adjunté en
3’ de A64 poli(A). La parte superior del tallo y el bucle se tomaron de (Babendure et al., (2006), RNA (Nueva York, N.Y.),
12(5), 851-861). El tallo-bucle consiste en un tallo rico en CG, de 17 pares de bases de largo, y un bucle de 6 bases de
largo.

Figura 17: muestra ppLuc(GC) — ag — A64 — N32 (SEQ ID NO: 54). Mediante linealizacion del vector original en un sitio
de restriccion alternativo, el ARNm se obtiene con 32 nucleétidos adicionales después del poli(A).

Figura 18: muestra la secuencia de ARNM de NY-ESO-1(GC) — ag — A64 —C30 (SEQ ID NO: 55).

Figura 19: muestra la secuencia de ARNm de NY-ESO-1(GC) — ag — A64 —C30 - histonaSL (SEQ ID NO: 56).

Figura 20: muestra la secuencia de ARNm de Survivina(GC) — ag — A64 —C30 - histonaSL (SEQ ID NO: 57).

Figura 21: muestra la secuencia de ARNm de MAGE-C1(GC) — ag — A64 — C30 - histonaSL (SEQ ID NO: 58).

Figura 22: muestra que la combinacién de poli(A) e histonaSL incrementa la expresién de proteina de ARNm de forma
sinérgica. El efecto de la secuencia poli(A), histonaSL y la combinacion de poli(A) e histonaSL en la expresion de luciferasa
a partir de ARNm se examind. Asi, diferentes ARNm se electroporaron en células HelLa. Los niveles de luciferasa se
midieron a 6, 24, y 48 horas después de la transfeccion. Se expresa poca luciferasa a partir de ARNm que no tiene ni
secuencia de poli(A) ni histonaSL. Tanto la secuencia poli(A) como la histonaSL incrementan el nivel de luciferasa.
Sorprendentemente, sin embargo, la combinacién de poli(A) e histonaSL incrementa en gran medida ademas el nivel de
luciferasa, multiplicandose por arriba del nivel observado con cualquiera de los elementos individuales, actuando entonces
sinérgicamente. Los datos se muestran como RLU media + SD (unidades de luz relativa + desviacion estandar) para
transfecciones por triplicado. Las RLU especificas se resumen en el Ejemplo 14.2.

Figura 23: muestra que la combinacion de poli(A) e histonaSL incrementa la expresién de proteina a partir de ARNm
independiente de su orden. El efecto de la secuencia poli(A), histonaSL, la combinacién de poli(A) e histonaSL, y su orden
en la expresion de luciferasa a partir de ARNm se examind. Asi, se lipofectaron diferentes ARNm en células Hela. Los
niveles de luciferasa se midieron a 6, 24, y 48 horas después del inicio de la transfeccion. Tanto una secuencia A64 poli(A)
o la histonaSL dan origen a niveles de luciferasa comparables. El incremento de la longitud de la secuencia poli(A) de
A64 a A120 o a A300 incrementa el nivel de luciferasa moderadamente. En contraste, la combinacién de poli(A) e
histonaSL incrementa el nivel de luciferasa mucho mas que el alargamiento de la secuencia poli(A). La combinacion de
poli(A) e histonaSL actta sinérgicamente conforme se incrementa el multiple de nivel de luciferasa por arriba del nivel
observado con cualquiera de los elementos individuales. El efecto sinérgico de la combinacién de poli(A) e histonaSL se
observa independientemente del orden de poli(A) e histonaSL e independientemente de la longitud de poli(A) con ARNm
de A64-histonaSL o histonaSL-A250. Los datos se muestran como RLU media + SD para las transfecciones en triplicado.
Las RLU especificas se resumen en el Ejemplo 14.3.

Figura 24: muestra que la elevacion en la expresion de proteina por la combinacion de poli(A) e histonaSL es especifica.
El efecto de combinar poli(A) e histonaSL o poli(A) y las secuencias alternativas en la expresién de luciferasa a partir de
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ARNmM se examind. Asi, diferentes ARNm se electroporaron en células HelLa. Los niveles de luciferasa se midieron a 6,
24,y 48 horas después de la transfeccion. Tanto una secuencia poli(A) o la histonaSL dan origen a niveles de luciferasa
comparables. La combinacién de poli(A) e histonaSL incrementa en gran medida el multiple de nivel de luciferasa por
arriba del nivel observado con cualquiera de los elementos individuales, actuando asi sinérgicamente. En contraste, la
combinacion de poli(A) con cualquiera de las otras secuencias no tiene efecto en el nivel de luciferasa comprado con el
ARNmM que contiene solo una secuencia poli(A). De esta manera, la combinacion de poli(A) e histonaSL actla
especificamente y sinérgicamente. Los datos se muestran como RLU media + SD para las transfecciones en triplicado.
Las RLU especificas se resumen en el Ejemplo 14.4.

Figura 25: muestra que la combinacién de poli(A) e histonaSL incrementa la expresién de proteina a partir de ARNm de
una manera sinérgica in vivo. El efecto de la secuencia poli(A), histonaSL y la combinacién de poli(A) e histonaSL en la
expresion de luciferasa a partir de ARNm in vivo se examino. Asi, diferentes ARNm se inyectaron intradérmicamente en
ratones. Los ratones se sacrificaron 16 horas después de la inyeccién y los niveles de luciferasa en los sitios de inyeccién
se midieron. La luciferasa se expresa a partir de ARNm que tiene ya sea una histonaSL o una secuencia poli(A).
Sorprendentemente, sin embargo, la combinacion de poli(A) e histonaSL incrementa en gran medida el mdltiple de nivel
de luciferasa por arriba del nivel observado con cualquiera de los elementos individuales, actuando entonces
sinérgicamente. Los datos se muestran como RLU media + SEM (unidades de luz relativa + error estandar de la media).
Las RLU especificas se resumen en el Ejemplo 14.5.

Figura 26: muestra que la combinacién de poli(A) e histonaSL incrementa la expresion de la proteina NY-ESO-1 a partir
de ARNm. El efecto de la secuencia poli(A) y la combinacién de poli(A) e histonaSL en la expresion de NY-ESO-1 a partir
de ARNm se examind. Asi, diferentes ARNm se electroporaron en células HelLa. Los niveles de NY-ESO-1 se midieron a
24 horas después de la transfeccion por citometria de flujo. La NY-ESO-1 se expresa a partir de ARNm que tiene solo
una secuencia poli(A). Sorprendentemente, sin embargo, la combinacién de poli(A) e histonaSL incrementa en gran
medida el nivel de NY-ESO-1, por arriba del nivel observado con solo una secuencia poli(A). Los datos se muestran como
conteos frente a la intensidad de fluorescencia. Las intensidades de fluorescencia medias (MFI) se resumen en el Ejemplo
14.6.

Figura 27: muestra que la combinacién de poli(A) e histonaSL incrementa el nivel de los anticuerpos inducidos por la
vacunacion con ARNm. El efecto de la secuencia poli(A) y la combinaciéon de poli(A) e histonaSL en la induccién de
anticuerpos anti NY-ESO-1 inducidos por vacunacion con el ARNm se examind. Asi, ratones C57BL/6 se vacunaron
intradérmicamente con diferentes ARNm en complejo con protamina. El nivel de anticuerpos especificos de NY-ESO-1 en
los ratones vacunados y control se analizé por el ELISA con diluciones en serie de sueros. La IgG2a[b] anti-NY-ESO-1 se
indujo por el ARNm que tiene solo una secuencia poli(A). Sorprendentemente, sin embargo, la combinacion de poli(A) e
histonaSL incrementa en gran medida el nivel de IgG2a[b] anti-NY-ESO-1, por arriba del nivel observado con solo una
secuencia de poli(A). Los datos se muestran como titulaciones de punto final medio. Las titulaciones de punto final medio
se resumen en el Ejemplo 14.7.

Ejemplos:

Los siguientes Ejemplos se proponen para ilustrar la invencién adicionalmente y no deben considerarse para limitar la
presente invencion a los mismos.

1. Generacioén de las secuencias consenso de tallo-bucle de histona

Antes de los experimentos, las secuencias consenso de tallo-bucle de histona se determinaron en base a las secuencias
tallo-bucle de histona de metazoarios y protozoarios. Las secuencias se tomaron del suplemento proporcionado por Lopez
et al., (Davila Lépez, M., y Samuelsson, T. (2008), RNA (Nueva York, N.Y.), 14(1), 1-10. doi:10.1261/rna.782308), quien
identificd un gran nimero de secuencias tallo-bucle de histona naturales al investigar las secuencias genoémicas y las
etiquetas de secuencia expresada. Primero, todas las secuencias de metazoarios y protozoarios (4.001 secuencias), 0
todas las secuencias de los protozoarios (131 secuencias) o alternativamente de metazoarios (3.870 secuencias), o de
vertebrados (1.333 secuencias) o de humanos (84 secuencias) se agruparon y se alinearon. Después, la cantidad de los
nucledtidos que se producen se determind para cada posicién. Basado en las tablas asi obtenidas, las secuencias
consenso para los 5 diferentes grupos de secuencias se generaron mostrando todos los nuclettidos presentes en las
secuencias analizadas. Ademas, también se obtuvieron secuencias consenso mas restrictivas, enfatizando de manera
creciente nucleotidos conservados.

2. Preparaciéon de moldes de ADN

Se construy6 un vector para la transcripcién in vitro que contenia un promotor T7 seguido por una secuencia enriquecida
en GC que codifica la luciferasa de Photinus pyralis (ppLuc(GC)), la parte central de la regién no traducida 3' (UTR) de la
alfa-globina (ag), y una secuencia poli(A). La secuencia poli(A) se siguié inmediatamente por un sitio de restriccion
utilizado para la linealizacion del vector antes de la transcripcion in vitro con el fin de obtener el ARNm que termina en una
secuencia A64 poli(A). EI ARNm obtenido de este vector por consiguiente por la transcripcion in vitro se designa
“ppLuc(GC) — ag — A64".
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La linealizacién de este vector en los sitios de restriccion alternativos antes de la transcripcion in vitro permitié obtener el
ARNmM ya sea extendido por los nucleétidos adicionales en 3’ de A64 o que carecen de A64. Ademas, el vector original
se modifico para incluir secuencias alternativas. En resumen, los siguientes ARNm se obtuvieron de estos vectores por
transcripcion in vitro (las secuencias de ARNm se proporcionan en las Figuras 6 a 17):

ppLuc(GC) — ag (SEQ ID NO: 43)
ppLuc(GC) — ag — A64 (SEQ ID NO: 44)
ppLuc(GC) — ag — histonaSL (SEQ ID NO: 45)
ppLuc(GC) — ag — A64 — histonaSL (SEQ ID NO: 46)

ppLuc(GC) —ag — A120 (SEQ ID NO: 47)
ppLuc(GC) — ag — A64 — ag (SEQ ID NO: 48)
ppLuc(GC) — ag — A64 — aCPSL (SEQ ID NO: 49)
ppLuc(GC) — ag — A64 — PolioCL (SEQ ID NO: 50)
ppLuc(GC) — ag — A64 — G30 (SEQ ID NO: 51)
ppLuc(GC) —ag — A64 — U30 (SEQ ID NO: 52)
ppLuc(GC) —ag — A64 — SL (SEQ ID NO: 53)
ppLuc(GC) — ag — A64 — N32 (SEQ ID NO: 54)

Adicionalmente, las secuencias de plasmido de ADN que codifican los antigenos tumorales NY-ESO-1, Survivinay MAGE-
C1 se prepararon entonces como se describe anteriormente.

En resumen, los siguientes ARNm se obtuvieron de estos vectores por transcripcion in vitro (las secuencias de ARNm se
proporcionan en las Figuras 18 a 21):

NY-ESO-1(GC) - ag — A62 — C30 (SEQ ID NO: 55)
NY-ESO-1(GC) - ag — A62 — C30 — histonaSL (SEQ ID NO: 56)
Survivina(GC) — ag — A62 — C30 — histonaSL (SEQ ID NO: 57)
MAGE-C1(GC) — ag — A64 — C30 — histonaSL (SEQ ID NO: 58)

3. Transcripcioén in vitro

El molde de ADN de acuerdo con el Ejemplo 2 se linealizé y se transcribié in vitro utilizando T7-Polimerasa. El molde de
ADN se digirié por tratamiento con ADNasa. Todos los transcriptos de ARNm contenian una estructura 5'-CAP obtenida
al agregar un exceso de N7-Metil-Guanosina-5'-Trifosfato-5'-Guanosina a la reaccién de transcripcion. EI ARNm asi
obtenido se purifico y se resuspendié en agua.

4. Adenilaciéon Enzimatica del ARNm
Dos ARNm se adenilaron enziméaticamente:
ppLuc(GC) — ag — A64 y ppLuc(GC) — ag — histonaSL.

Para este fin, el ARN se incub6 con Poli(A)-polimerasa de E. coli y ATP (Poli(A)-polimerasa Tailing Kit, Epicentre, Madison,
EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. EIl ARNm con la secuencia poli(A) extendida se purificé y se resuspendio
en agua. La longitud de la secuencia poli(A) se determind por electroforesis en gel de agarosa. Los ARNm de inicio se
extendieron en aproximadamente 250 adenilatos, los ARNm obtenidos se designan ppLuc(GC) — ag — A300 y ppLuc(GC)
— ag — histonaSL — A250, respectivamente.

5. Expresion de luciferasa por electroporacion del ARNm

Células HelLa se tripsinizaron y se lavaron en opti-MEM. Se electroporaron 1x10° células en 200 pl de opti-MEM cada una
con 0,5 ug de ARNm que codifica ppLuc. Como control, el ARNm que no codifica ppLuc se electroporé separadamente.
Las células electroporadas se sembraron en placas de 24 pocillos en 1 ml de un medio RPMI 1640. 6, 24, o 48 horas
después de la transfeccion, el medio se aspird y las células se lisaron en 200 ul de tampon de lisis (Tris 25 mM, pH 7,5
(HCI), EDTA 2 mM, 10% de glicerol, 1% de Triton X-100, DTT 2 mM, PMSF 1 mM). Los lisados se almacenaron a -20°C
hasta que se midio la actividad de ppLuc.

6. Expresion de luciferasa por lipofeccién de ARNm

Las células HeLa se sembraron en placas de 96 pocillos en una densidad de 2x10* células por pocillo. Al siguiente dia,
las células se lavaron en opti-MEM y luego se transfectaron con 0,25 pug de ARNm que codifica ppLuc en complejo con
Lipofectina en 150 pl de opti-MEM. Como control, el ARNm que no codifica ppLuc se lipofecté separadamente. En algunos
pocillos, el opti-MEM se aspir6 y las células se lisaron en 200 ul de tampén de lisis 6 horas después del inicio de la
transfeccion. En los pocillos restantes, el opti-MEM se intercambi6 por medio RPMI 1640 en ese tiempo. En estos pocillos,
el medio se aspird y las células se lisaron en 200 pl de tampoén de lisis 24 o0 48 horas después del inicio de la transfeccion.
Los lisados se almacenaron a -20°C hasta que se midi6 la actividad de ppLuc.
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7. Medida de la luciferasa

La actividad de ppLuc se midi6 como unidades de luz relativas (RLU) en un lector de placas BioTek SynergyHT en un
tiempo de medicion de 5 segundos utilizando 50 pl de lisado y 200 pl de tampoén de luciferina (Glicilglicina 25 mM, pH 7,8
(NaOH), MgS0a415 mM, ATP 2 mM, 75 pM de luciferina). Las RLU especificas se calcularon restando la RLU del ARN de
control de la RLU total.

8. Expresién de Luciferasa por inyeccién intradérmica de ARNm (expresion de Luciferasain vivo).

Se anestesiaron ratones con una mezcla de Rompun y Ketavet. Cada ARNm que codifica ppLuc se inyecto
intradérmicamente (0,5 pg de ARNm en 50 pl por inyeccién). Como control, el ARNm que no codifica ppLuc se inyecto
separadamente. 16 horas después de la inyeccion, los ratones se sacrificaron y se recolectaron los tejidos. Las muestras
de tejido se congelaron instantaneamente en nitrdgeno liquido y se lisaron en un lisador de tejido (Qiagen) en 800 pul de
tampodn de lisis (Tris 25 mM, pH 7,5 (HCI), EDTA 2 mM, 10% de glicerol, 1% de Triton X-100, DTT 2 mM, PMSF 1 mM).
Subsecuentemente, las muestras se centrifugaron a 13.500 rpm a 4°C durante 10 minutes. Los lisados se almacenaron
a -80°C hasta que la actividad de ppLuc se midié (véase 7. Medicién de luciferasa).

9. Expresiéon de NY-ESO-1 por electroporacién de ARNm

Se tripsinizaron células HelLa y se lavaron en opti-MEM. Se electroporaron 2x10° células en 200 pl de opti-MEM con 10
pg de ARNm que codifica NY-ESO-1. Las células de tres electroporaciones se combinaron y se sembraron en una placa
de 6 pocillos en 2 ml del medio RPMI 1640. 24 horas después de la transfeccidn, las células se recolectaron y se
transfirieron en una placa de fondo en forma de V de 96 pocillos (2 pocillos por ARNm). Las células se lavaron con una
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se permeabilizaron con 200 pl por pocillo de Citofix/Citoperm (Becton
Dickinson (BD)). Después de 15 minutos, las células se lavaron con PermWash (BD). Después, las células se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente bien con IgG1 anti-NY-ESO-1 de ratén o con un control de isotipo (20 pg/ml). Las
células se lavaron dos veces con PermWash nuevamente. Después, las células se incubaron durante 1 hora a 4°C a una
dilucién de 1:500 de IgG anti-raton de cabra acoplada a Alexa-647. Finalmente, las células se lavaron dos veces con
PermWash. Las células se resuspendieron en 200 pl de tampén (PBS, 2% de FCS, EDTA 2 mM, 0,01% de azida sédica).
La expresion de NY-ESO-1 se cuantifico por citometria de flujo como intensidad de fluorescencia media (MFI).

10. Induccién de anticuerpos anti-NY-ESO-1 por vacunacién con ARNm

Se vacunaron ratones C57BL/6 intradérmicamente con ARNm que codifica NY-ESO-1 en complejo con protamina (5
veces en 14 dias). Los ratones control se trataron con tampon. El nivel de anticuerpos especificos de NY-ESO-1 en los
ratones vacunados y de control se analiz6 8 dias después de la Ultima vacunacion por ELISA: placas de ELISA de 96
pocillos (Nunc) se recubrieron con 100 pl por pocillo de 10 pg/ml de proteina NY-ESO-1 recombinante durante 16 horas
a 4°C. Las placas se lavaron dos veces con tampon de lavado (PBS, 0,05% de Tween-20). Para bloquear la unién no
especifica, las placas luego se incubaron durante 2 horas a 37°C con tampén de bloqueo (PBS, 0,05% de Tween-20, 1%
de BSA). Después del bloqueo, se afadieron 100 pul por pocillo de suero de raton diluido en serie y se incub6 durante 4
horas a temperatura ambiente. Las placas luego se lavaron tres veces con tampén de lavado. Después, 100 pl por pocillo
de anticuerpo de deteccién IgG2a[b] anti-raton de rata biotinilado (BD Biosciences) diluido a 1:600 en tamp6n de bloqueo
se dejé unir durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron nuevamente tres veces con tampoén de lavado,
seguido por incubacion durante 30 minutos a temperatura ambiente con 100 pl por pocillo de estreptavidina acoplada a
peroxidasa de rabano picante. Después de cuatro lavados con tampén de lavado, se afiadieron 100 pl por pocillo de
3,3',5,5-tetrametilbencidina (Thermo Scientific). Después del cambio resultante en el color, se afiadieron 100 pl por pocillo
de acido sulfdrico al 20%. La absorbancia se midi6 a 405 nm.

11. Induccién de anticuerpos anti-Survivina por vacunacion con ARNm

Se vacunaron ratones C57BL/6 intradérmicamente con ARNm que codifica Survivina en complejo con protamina (5 veces
en 14 dias). Los ratones control se trataron con tampon. El nivel de los anticuerpos especificos de Survivina en ratones
vacunados y de control se analizé 8 dias después de la ultima vacunacién por ELISA: placas de ELISA de 96 pocillos
(Nunc) se recubrieron con 100 pl por pocillo de 10 pug/ml de proteina Survivina recombinante durante 16 horas a 4°C. Las
placas se lavaron dos veces con tampoén de lavado (PBS, 0,05% de Tween-20). Para bloquear la unién no especifica, las
placas luego se incubaron durante 2 horas a 37°C con tampon de bloqueo (PBS, 0,05% de Tween-20, 1% de BSA).
Después del bloqueo, se afiadieron 100 pl por pocillo de suero de ratdn diluido en serie y se incubaron durante 4 horas a
temperatura ambiente. Las placas luego se lavaron tres veces con tampén de lavado. Después, 100 pl por pocillo de
anticuerpo de deteccion IgG2a[b] anti-ratén de rata biotinilado (BD Biosciences) diluido 1:600 en tampon de bloqueo se
dejo unir durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron nuevamente tres veces con tampoén de lavado,
seguido por incubacién durante 30 minutos a temperatura ambiente con 100 pl por pocillo de estraptividina acoplada a
peroxidasa de rabano picante. Después de cuatro lavados con tampoén, se afiadieron 100 ul por pocillo de 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidina (Thermo Scientific). Después del cambio resultante en el color, se afadieron 100 ul por pocillo de
acido sulfarico al 20%. La absorbancia se midié a 405 nm.

12. Induccion de anticuerpos anti-MAGE-C1 por vacunaciéon con ARNm
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Se vacunaron ratones C57BL/6 intradérmicamente con ARNm que codifica MAGE-C1 en complejo con protamina (5 veces
en 14 dias). Los ratones control se trataron con tampén. El nivel de anticuerpos especificos de MAGE-C1 en los ratones
vacunados y de control se analiz6 8 dias después de la Ultima vacunacion por ELISA: placas de ELISA de 96 pocillos
(Nunc) se recubrieron con 100 pl por pocillo de 10 pg/ml de proteina MAGE-C1 recombinante durante 16 horas a 4°C.
Las placas se lavaron dos veces con tampén de lavado (PBS, 0,05% de Tween-20). Para bloquear la union no especifica,
las placas luego se incubaron durante 2 horas a 37°C con tampon de bloqueo (PBS, 0,05% de Tween-20, 1% de BSA).
Después del bloqueo, se afiadieron 100 pl por pocillo de suero de raton diluido en serie y se incubd durante 4 horas a
temperatura ambiente. Las placas luego se lavaron tres veces con tampén de lavado. Después, 100 pul por pocillo de
anticuerpo de deteccién IgG2a[b] anti-ratén de rata biotinilado (BD Biosciences) diluido 1:600 en tampdn de bloqueo se
dejé unir durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron nuevamente tres veces con tampén de lavado,
seguido por incubacién durante 30 minutos a temperatura ambiente con 100 pl por pocillo de estraptividina acoplada a
peroxidasa de rabano picante. Después de cuatro lavados con tampén de lavado, se afiadieron 100 pl por pocillo de
3,3',5,5"-tetrametilbenzidina (Thermo Scientific). Después del cambio resultante en el color, se afiadieron 100 pl por pocillo
de 4cido sulfurico al 20%. La absorbancia se midi6 a 405 nm.

13. Deteccién de una respuesta inmunitaria celular especifica de antigeno (respuesta inmunitaria de células T)
por ELISPOT:

Se vacunaron ratones C57BL/6 intradérmicamente con ARNm que codifica MAGE-C1 en complejo con protamina (5 veces
en 14 dias). Los ratones control se trataron con tampén. 1 semana después de la Ultima vacunacion los ratones se
sacrificaron, los bazos se retiraron y los esplenocitos se aislaron. Los esplenocitos se re-estimularon durante 7 dias en
presencia de péptidos del antigeno anterior (biblioteca de péptidos) o se co-incubaron con células dendriticas generadas
de células de medula ésea de ratones singénicos nativos, que se electroporaron con ARNm que codifica el antigeno. Para
determinar una respuesta inmunitaria celular especifica de antigeno se midié la secreciéon de IFNgamma después de la
re-estimulacién. Para la deteccién de IFNgamma una placa multiscreen de recubrimiento (Millipore) se incub6 durante la
noche con tampén de recubrimiento, tampdn carbonato-bicarbonato 0,1M pH 9,6, 10,59 g/l de Na2COgs, 8,49/l de NaHCO3)
que comprende el anticuerpo frente a IFNy (BD Pharmingen, Heidelberg, Alemania). Los estimuladores y las células
efectoras se incubaron conjuntamente en la placa en la relacién de 1:20 durante 24h. La placa se lavd con 1xPBS y se
incubd con un anticuerpo secundario acoplado a biotina. Después del lavado con 1xPBS/0,05% de Tween-20 el sustrato
(Sistema de Sustrato Liquido de Fosfato de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolilo/Tetrazolio Azul Nitro de Sigma Aldrich,
Taufkirchen, Alemania) se agreg6 a la placa y la conversion del sustrato pudo detectarse visualmente.

14. Resultados
14.1 Secuencias tallo-bucle de histona:

Con el fin de caracterizar las secuencias tallo-bucle de histona, las secuencias de metazoarios y protozoarios (4.001
secuencias), o de protozoarios (131 secuencias) o alternativamente de metazoarios (3.870 secuencias), o de vertebrados
(1.333 secuencias), o de humanos (84 secuencias) se agruparon y se alinearon. Después, la cantidad de los nucleétidos
que se producen se determiné por cada posicion. Basado en las tablas obtenidas de esta manera, las secuencias
consenso para los 5 grupos diferentes de secuencias se generaron presentando todos los nucleétidos presentes en las
secuencias analizadas. Dentro de la secuencia consenso de metazoarios y protozoarios combinados, se conservan 3
nucledtidos, un T/U en el bucle y una G y una C en el tallo, formando un par de bases. Estructuralmente, tipicamente se
forma un tallo de 6 pares de bases y un bucle de 4 nucleétidos. Sin embargo, las estructuras de desviacion son comunes:
de 84 tallos-bucles de histona humanos, dos contienen un tallo de solamente 5 nucleétidos que comprenden 4 pares de
bases y un error de coincidencia. Otro tallo-bucle de histona humano contiene un tallo de solo 5 pares de bases. Cuatro
mas de los tallos-bucles de histona humanos contienen un tallo de 6 nucleétidos de largo, pero incluyen un error de
coincidencia en tres posiciones diferentes, respectivamente. Adicionalmente, cuatro tallos-bucles de histona humanos
contienen un par de bases oscilante en dos posiciones diferentes, respectivamente. Con respecto al bucle, una longitud
de 4 nucledtidos parece que no se requiere estrictamente, ya que un bucle de 5 nucleétidos se ha identificado en D.
discoideum.

Ademas de las secuencias consenso que representan todos los nucleétidos presentes en las secuencias analizadas,
también se obtuvieron secuencias consenso mas restrictivas enfatizando de manera creciente nucleétidos conservados.
En resumen, se obtuvieron las siguientes secuencias:

(Cons): representa todos los nucleétidos presentes

(99%): representa al menos 99% de todos los nucleétidos presentes
(95%): representa al menos 95% de todos los nucleétidos presentes
(90%): representa al menos 90% de todos los nucleétidos presentes

Los resultados del andlisis de las secuencias tallo-bucle de histona se resumen en las siguientes Tablas 1 a 5 (véase
también la Fig. 1 a 5):
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Donde las abreviaturas utilizadas se definen como sigue:

abreviatura Bases de nucle6tidos observaciones

G G Guanina

A A Adenina

T T Timina

U U Uracilo

C C Citosina

R GoA Purina

Y T/UoC Pirimidina

M AoC Amino

K GoT/U Ceto

S GoC Fuerte (uniones 3H)
w AoT/U Débil (uniones 2H)
H AoCoT/U No G

B GoT/UoC No A

V GoCoA No T/U

D GoAoT/U No C

N GoCoT/UoA Cualquier base

* presentes 0 no La base puede estar o no presente

14.2 La combinacion de poli(A) e histonaSL incrementa la expresién de proteinas a partir del ARNm de forma
sinérgica.

Para investigar el efecto de la combinacion de poli(A) e histonaSL en la expresion de proteinas a partir del ARNm, ARNm
con diferentes secuencias 3’ de la 3'-UTR de alfa-globina se sintetizaron: los ARNm terminaron ya sea justo en 3’ de la
3'-UTR, careciendo asi tanto de la secuencia poli(A) como histonaSL, o contenian ya sea una secuencia A64 poli(A) o
una histonaSL en su lugar, o tanto A64 poli(A) como histonaSL 3’ de la 3'-UTR. Los ARNm que codifican Luciferasa o el
ARNmM control se electroporaron en células HelLa. Los niveles de Luciferasa se midieron a 6, 24, y 48 horas después de
la transfeccion (véase la siguiente Tabla 6 y la Figura 22).

Tabla 6:
ARNm RLU 6 horas RLU 24 horas RLU 48 horas
ppLuc(GC)-ag-A64-histonaSL 466.553 375.169 70.735
ppLuc(GC)-ag-histonaSL 50.947 3.022 84
ppLuc(GC)-ag-A64 10.471 19.529 4.364
ppLuc(GC)-ag 997 217 42

Se expreso6 poca Luciferasa a partir del ARNm que no tiene ni secuencia poli(A) ni histonaSL. Tanto una secuencia poli(A)
o la histonaSL incrementaron el nivel de luciferasa en un grado similar. Cualquiera de los dos ARNm dio origen a un nivel
de luciferasa mucho mas alto de lo que hizo el ARNm que carece tanto de poli(A) como de histonaSL. Sorprendentemente,
sin embargo, la combinacién de poli(A) e histonaSL increment6 en gran medida el nivel de luciferasa, aumentando por
encima del nivel observado con cualquiera de los elementos individuales. La magnitud de la elevacién en el nivel de
luciferasa debido a la combinacién de poli(A) e histonaSL en el mismo ARNm demuestra que actian sinérgicamente.

La sinergia entre poli(A) e histonaSL se cuantifico al dividir la sefial del ARNm de poli(A)-histonaSL (+/+) por la suma de
las sefiales de ARNm de histonaSL (-/+) mas ARNm de poli(A) (+/-) (véase la siguiente Tabla 7).

Tabla 7:
A64 histonaSL RLU 6 horas RLU 24 horas RLU 48 horas
+ + 466.553 375.169 70.735
- + 50.947 3.022 84
+ - 10.471 19.529 4.364
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Sinergia 7,6 16,6 15,9

El factor asi calculado especifica cuanto mas es el nivel de luciferasa del ARNm que combina poli(A) e histonaSL de lo
que se esperaria si los efectos de poli(A) e histonaSL fueron puramente aditivos. El nivel de luciferasa de ARNm que
combina poli(A) e histonaSL fue hasta 16,6 veces mas alto que si sus efectos fueran sumamente aditivos. Este resultado
confirma que la combinacién de poli(A) e histonaSL lleva a cabo un incremento notablemente sinérgico en la expresién
de proteinas.

14.3 La combinacion de poli(A) e histonaSL incrementa la expresidon de proteinas a partir del ARNm
independientemente de su orden.

El efecto de la combinacién de poli(A) e histonaSL podria depender de la longitud de la secuencia poli(A) y del orden de
poli(A) e histonaSL. De esta manera, se sintetizaron los ARNm con longitud creciente de secuencia poli(A) y el ARNm con
poli(A) e histonaSL en el orden inverso: Dos ARNm contenian en 3’ de la 3'-UTR ya sea una secuencia A120 o A300
poli(A). Un ARNm adicional contenia en 3’ de la 3'-UTR primero una histonaSL seguido por una secuencia A250 poli(A).
Los ARNm que codifican luciferasa o el ARNm de control se lipofectaron en células HelLa. Los niveles de luciferasa se
midieron a 6, 24, y 48 horas después del inicio de la transfeccién (véase la siguiente Tabla 8 y la Figura 23).

Tabla 8:
ARNmM RLU 6 horas RLU 24 horas RLU 48 horas
ppLuc(GC)-ag-histonaSL-A250 98.472 734.222 146.479
ppLuc(GC)-ag-A64-histonaSL 123.674 317.343 89.579
ppLuc(GC)-ag-histonaSL 7.291 4.565 916
ppLuc(GC)-ag-A300 4.357 38.560 11.829
ppLuc(GC)-ag-A120 4371 45,929 10.142
ppLuc(GC)-ag-A64 1.928 26.781 537

Tanto una secuencia A64 poli(A) o la histonaSL dieron lugar a niveles de luciferasa comparables. De acuerdo con el
experimento previo la combinacidn de A64 e histonaSL incrementé en gran medida el nivel de luciferasa, aumentando por
encima del nivel observado con cualquiera de los elementos individuales. La magnitud de la elevacién en el nivel de
luciferasa debido a la combinacién de poli(A) e histonaSL en el mismo ARNm demuestra que estan actuando
sinérgicamente. La sinergia entre A64 e histonaSL se cuantific6 como anteriormente en base a los niveles de luciferasa
de ARNm de A64-histonaSL, A64, e histonaSL (véase la siguiente Tabla 9). El nivel de luciferasa de ARNm que combina
A64 e histonaSL fue hasta 61,7 veces mas alto que si los efectos de la poli(A) e histonaSL fueran puramente aditivos.

Tabla 9:
A64 histonaSL RLU 6 horas RLU 24 horas RLU 48 horas
+ + 123.674 317.343 89.579
- + 7.291 4.565 916
+ - 1.928 26.781 537
Sinergia 13,4 10,1 61,7

En contraste, el incremento de la longitud de la secuencia poli(A) de A64 a A120 o a A300 incrementé el nivel de luciferasa
solo moderadamente (véase la Tabla 8 y la Figura 19).

El ARNm con la secuencia poli(A) mas larga, A300, también se comparé con el ARNm donde se combiné una secuencia
poli(A) de longitud similar con la histonaSL, histonaSL-A250. Ademas de tener una secuencia de poli(A) larga, el orden
de histonaSL y poli(A) se invirtié en este ARNm respecto al ARNm de A64-histonaSL. La combinacion de A250 e histonaSL
increment6 en gran medida el nivel de luciferasa, aumentando por encima del nivel observado por ya sea histonaSL o
A300. Nuevamente, la sinergia entre A250 e histonaSL se cuantific6 como anteriormente comparando la RLU del ARNm
de histonaSL-A250 con la RLU de ARNm de A300 mas ARNm de histonaSL (véase la siguiente Tabla 10). El nivel de
luciferasa del ARNm que combina A250 e histonaSL fue hasta 17,0 veces mas alto que si los efectos de poli(A) e histonaSL
fueran puramente aditivos.
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Tabla 10:
histonaSL A250/A300 RLU 6 horas RLU 24 horas RLU 48 horas
+ + 98.472 734.222 146.479
+ - 7.291 4.565 916
- + 4.357 38.560 11.829
Sinergia 8,5 17,0 11,5

En resumen, un efecto sumamente sinérgico de la combinacion de histonaSL y poli(A) en la expresion de proteinas a
partir del ARNm se ha demostrado para longitudes sustancialmente diferentes de poli(A) e independientemente del orden
de poli(A) e histonaSL.

14.4 La elevacién en la expresion de proteinas por la combinacion de poli(A) e histonaSL es especifica

Para investigar si el efecto de la combinacién de poli(A) e histonaSL en la expresion de proteinas a partir del ARNm es
especifico, se sintetizaron ARNm con secuencias alternativas en combinacién con poli(A): Estos ARNm contenian en 3’
de A64 una de siete secuencias distintas, respectivamente. Los ARNm que codifican luciferasa o el ARNm de control se
electroporaron en células HelLa. Los niveles de luciferasa se midieron a 6, 24, y 48 horas después de la transfeccién

(véase la siguiente Tabla 11 y la Figura 24).

Tabla 11:
ARNmM RLU 6 horas RLU 24 horas RLU 48 horas
ppLuc(GC)-ag-A64-N32 33.501 38.979 2.641
ppLuc(GC)-ag-A64-SL 28.176 20.364 874
ppLuc(GC)-ag-A64-U30 41.632 54.676 3.408
ppLuc(GC)-ag-A64-G30 46.763 49.210 3.382
ppLuc(GC)-ag-A64-PolioCL 46.428 26.090 1.655
ppLuc(GC)-ag-A64-aCPSL 34.176 53.090 3.338
ppLuc(GC)-ag-A64-ag 18.534 18.194 989
ppLuc(GC)-ag-A64-histonaSL 282.677 437.543 69.292
ppLuc(GC)-ag-histonaSL 27.597 3.171 0
ppLuc(GC)-ag-A64 14.339 48.414 9.357

Tanto una secuencia poli(A) o la histonaSL dieron lugar a niveles de luciferasa comparables. Nuevamente, la combinacion
de poli(A) e histonaSL incrementé en gran medida el nivel de luciferasa, aumentando por encima del nivel observado con
cualquiera de los elementos individuales, actuando asi sinérgicamente. En contraste, la combinacion de poli(A) con
cualquiera de las secuencias alternativas no tuvo efecto en el nivel de luciferasa comparado con el ARNm que contiene
solo una secuencia poli(A). De esta manera, la combinacion de poli(A) e histonaSL incrementa la expresion de proteinas
a partir del ARNm de froma sinérgica, y este efecto es especifico.

14.5 Lacombinacion de poli(A) e histonaSL incrementala expresion de proteinas a partir del ARNm de una manera
sinérgicain vivo.

Para investigar el efecto de la combinacién de poli(A) e histonaSL en la expresion de proteinas a partir del ARNm in vivo,
los ARNm que codifican luciferasa con diferentes secuencias en 3’ de la 3'-UTR de alfa-globina o el ARNm de control se
inyectaron intradérmicamente en ratones: los ARNm contenian bien una secuencia A64 poli(A) o una histonaSL en su
lugar, o tanto A64A poli(A) como histonaSL en 3’ de la 3'-UTR. Los niveles de luciferasa se midieron a 16 horas después
de la inyeccion (véase la siguiente Tabla 12 y la Figura 25).

Tabla 12:

ARNmM RLU 16 horas

ppLuc(GC)-ag-A64-histonaSL 38.081
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ppLuc(GC)-ag-histonaSL 137

ppLuc(GC)-ag-A64 4.607

La luciferasa se expres6 a partir de ARNm que tiene ya sea una histonaSL o una secuencia poli(A). Sorprendentemente,
sin embargo, la combinacion de poli(A) e histonaSL incrementd en gran medida ademas el nivel de luciferasa, aumentando
por encima del nivel observado con cualquiera de los elementos individuales. La magnitud de la elevacién en el nivel de
luciferasa debido a la combinacion de poli(A) e histonaSL en el mismo ARNm demuestra que estan actuando
sinérgicamente.

La sinergia entre poli(A) e histonaSL se cuantifico dividiendo la sefial de ARNm de poli(A)-histonaSL (+/+) entre la suma
de las sefiales del ARNm de histonaSL (-/+) mas ARNm de poli(A) (+/-) (véase la siguiente Tabla 13).

Tabla 13:
A64 histonaSL RLU 16 horas
+ + 38.081
- + 137
+ - 4.607
Sinergia 8,0

El factor asi calculado muestra cuanto mas alto es el nivel de luciferasa de ARNm que combina poli(A) e histonaSL de lo
gue seria esperado si los efectos de poli(A) e histonaSL fueran puramente aditivos. El nivel de luciferasa a partir del ARNm
gue combina poli(A) e histonaSL fue 8 veces mas alto que si los efectos fueran puramente aditivos. Este resultado confirma
gue la combinacion de poli(A) e histonaSL lleva a cabo un incremento notablemente sinérgico en la expresion de proteinas
in vivo.

14.6 La combinacion de poli(A) e histonaSL incrementa la expresion de proteina NY-ESO-1 a partir de ARNm

Para investigar el efecto de la combinacion de poli(A) e histonaSL en la expresién de proteinas a partir del ARNm, se
sintetizaron ARNm que codifican NY-ESO-1 con diferentes secuencias en 3’ de la 3'-UTR de alfa-globina: los ARNm
contenian bien una secuencia A64 poli(A) o tanto A64 poli(A) como histonaSL en 3’ de la 3'-UTR. Los ARNm que codifican
NY-ESO-1 se electroporaron en células HelLa. Los niveles de NY-ESO-1 se midieron a 24 horas después de la
transfeccion por citometria de flujo (véase la siguiente Tabla 14 y la Figura 26).

Tabla 14:
MFI a las 24 horas
ARNmM anti-NY-ESO-1 Control de isotipo
NY-ESO-1(GC)-ag-A64-histonaSL 15.600 1.831
NY-ESO-1(GC)-ag-A64 1.294 849

La NY-ESO-1 se expreso6 a partir del ARNm que tiene solo una secuencia poli(A). Sorprendentemente, sin embargo, la
combinacién de poli(A) e histonaSL incrementd en gran medida el nivel de NY-ESO-1, aumentando por encima del nivel
observado con solo una secuencia poli(A).

14.7 La combinacion de poli(A) e histonaSL incrementa el nivel de anticuerpos inducidos por vacunacién con
ARNmM.

Para investigar el efecto de la combinaciéon de poli(A) e histonaSL en la inducciéon de anticuerpos inducidos por la
vacunacion con ARNm, los ratones C57BL/6 se vacunaron intradérmicamente con ARNm que codifican NY-ESO-1 en
complejo con protamina con diferentes secuencias en 3’ de la 3'-UTR de alfa-globina. Los ARNm contenian bien una
secuencia A64 poli(A) o tanto A64 poli(A) como histonaSL en 3’ de la 3'-UTR. El nivel de los anticuerpos especificos de
NY-ESO-1 en los ratones vacunados y de control se analizé por el ELISA con diluciones en serie de los sueros (véase la
siguiente Tabla 15 y la Figura 27).
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Tabla 15:
ARNmM titulacion de punto final IgG2a[b] media
NY-ESO-1(GC)-ag-A64-histonaSL 763
NY-ESO-1(GC)-ag-A64 20

La 1gG2a[b] anti-NY-ESO-1 se indujo por el ARNm que tiene solo una secuencia de poli(A). Sorprendentemente, sin

embargo, la combinacién de poli(A) e histonaSL incrementé en gran medida el nivel de IgG2a[b] anti-NY-ESO-1,
aumentado por encima del nivel observado con solo una secuencia poli(A).
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> CUREVAC GMBH

<120> Acido nucleico que comprende o codifica un tallo-bucle de histona y una secuencia poli(A) o una sefial de
poliadenilacion para incrementar la expresion de un antigeno tumoral codificado

<130> CUO1P132WO1EPT1
<140> PCT/EP2012/000674
<141> 15-02-2012

<160> 58

<170> Patentln versién 3.5
<210>1

<211> 16

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona de conformidad con la férmula (IC): secuencia consenso de tallo-bucle de
histona de metazoarios y protozoarios sin elementos limitantes de tallo

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223>n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(8)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (10)..(14)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (16)..(16)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<400> 1

ngnnnnnnun nnnncn 16

<210>2

<211> 26

<212> ARN
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<213> artificial
<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona de conformidad con la formula (lic): secuencia consenso de tallo-bucle de
histona de metazoarios y protozoarios con elementos limitantes de tallo

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(6)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (8)..(13)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (15)..(19)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (21)..(26)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<400> 2

nnnnnngnnn nnnunnnnnc nnnnnn 26

<210>3

<211>16

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona de conformidad con la formula (Id): sin elementos limitantes de tallo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleotido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(8)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
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<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (10)..(14)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (16)..(16)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<400> 3

ncnnnnnnun nnnngn 16

<210> 4

<211> 26

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona de conformidad con la formula (Ild): con elementos limitantes de tallo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(6)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (8)..(13)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (15)..(19)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (21)..(26)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<400> 4

nnnnnncnnn NnNnuNnNNNng nnnnnn 26

<210>5

<211> 16
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<212> ARN
<213> artificial
<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona de conformidad con la férmula (le): secuencia consenso de tallo-bucle de
histona de protozoarios sin elementos limitantes de tallo

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(8)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (10)..(14)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<400> 5

dgnnnnnnun nnnnch 16

<210>6

<211> 26

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona de conformidad con la férmula (lle): secuencia consenso de tallo-bucle de
histona de protozoarios con elementos limitantes de tallo

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(5)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (8)..(13)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (15)..(19)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (22)..(26)
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<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<400> 6

nnnnndgnnn nnnunnnnnc hnnnnn 26

<210>7

<211> 16

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona de conformidad con la formula (If): secuencia consenso de tallo-bucle de histona
de metazoarios sin elementos limitantes de tallo

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(3)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleotido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (7)..(8)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (10)..(10)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleotido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (12)..(12)

<223>n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (14)..(14)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc
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<222> (16)..(16)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<400> 7

ngnbyynnun vndncn 16

<210> 8

<211> 26

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona de conformidad con la formula (lIf): secuencia consenso de tallo-bucle de
histona de metazoarios con elementos limitantes de tallo

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(6)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (8)..(8)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (12)..(13)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (15)..(15)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (17)..(17)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222>(19)..(19)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.

<220>
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<221> caracteristica_misc

<222> (21)..(26)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<400> 8

nnnnnngnby ynnunvndnc nnnnnn 26

<210>9

<211> 16

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona de conformidad con la férmula (Ig): secuencia consenso de tallo-bucle de
histona de vertebrados sin elementos limitantes de tallo

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (8)..(8)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (16)..(16)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo.
<400>9

nghyyydnuh abrdcn 16

<210> 10

<211> 26

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona de conformidad con la férmula (llg): secuencia consenso de tallo-bucle de
histona de vertebrados con elementos limitantes de tallo

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(2)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
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<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (4)..(6)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo. <220>
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (13)..(13)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo.
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (21)..(25)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo
<400> 10

nnhnnnghyy ydnuhabrdc nnnnnh 26

<210> 11

<211>16

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona de conformidad con la formula (lh): secuencia consenso de tallo-bucle de
histona humana (Homo sapiens) sin elementos limitantes de tallo

<400> 11

dghycudyuh asrrcc 16
<210> 12

<211> 26

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona de conformidad con la férmula (llh): secuencia consenso de tallo-bucle de
histona humana (Homo sapiens) con elementos limitantes de tallo

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (25)..(25)
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<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo
<400> 12

nhaahdghyc udyuhasrrc cvhbnh 26

<210> 13

<211> 16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (Ic)
<400> 13

vgyyyyhhth rvvrcb 16

<210> 14

<211>16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (Ic)
<400> 14

sgyyyttytm arrrcs 16

<210> 15

<211> 16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la formula (Ic)
<400> 15

sgyycttttm agrrcs 16

<210> 16

<211> 16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (le)
<220>

<221> caracteristica_misc

<2225 (3)..(5)
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<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (7)..(8)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucle6tido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (12)..(14)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucleétido del mismo
<400> 16

dgnnnbnnth vnnnch 16

<210> 17

<211>16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (le)
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(5)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (13)..(14)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo
<400> 17

rgnnnyhbth rdnncy 16

<210> 18

<211> 16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (le)
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(3)
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<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (14)..(14)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucle6tido del mismo
<400> 18

rgndbyhyth rdhncy 16

<210> 19

<211>16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (If)
<400> 19

vgyyytyhth rvrrcb 16

<210> 20

<211>16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (If)
<400> 20

sgyycttytm agrrcs 16

<210> 21

<211> 16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (If)
<400> 21

sgyycttttm agrrcs 16

<210> 22

<211>16

<212> ADN

<213> artificial

<220>
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<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (Ig)
<400> 22

ggyycttyth agrrcc 16

<210> 23

<211> 16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (Ig)
<400> 23

ggcycttytm agrgcc 16

<210> 24

<211>16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (Ig)
<400> 24

ggctcttttm agrgcc 16

<210> 25

<211> 16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (lh)
<400> 25

dghyctdyth asrrcc 16

<210> 26

<211> 16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (Ih)
<400> 26

ggcyctttth agrgec 16

<210> 27
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<211> 16

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencias de tallo-bucle de histona (sin elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (lh)
<400> 27

ggcycttttm agrgcc 16<210> 28

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (lic)
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (25)..(26)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucleétido del mismo
<400> 28

hhhhvvgyyy yhhthrvvrc bvhhnn 26

<210> 29

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la formula (lic)
<400> 29

mhmhmsgyyy ttytmarrrc smchhh 26

<210> 30

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (lic)
<400> 30

mmmmmsgyyc ttttmagrrc sachmh 26<210> 31

<211> 26

<212> ADN
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<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la formula (lle)
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(5)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (8)..(10)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (12)..(13)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucleétido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (17)..(19)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucle6tido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (22)..(22)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucleétido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (24)..(26)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucleétido del mismo
<400> 31

nnnnndgnnn bnnthvnhnnc hnhnnn 26

<210> 32

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la formula (lle)

<220>
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<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(2)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucleétido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (5)..(5)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (8)..(10)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucleétido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (18)..(19)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucleétido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (25)..(26)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucle6tido del mismo
<400> 32

nnhhnrgnnn yhbthrdnnc ydhhnn 26

<210> 33

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la formula (lle)
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucleétido del mismo
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (8)..(8)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucle6tido del mismo

<220>

67



10

15

20

25

30

35

ES 2739 649 T3

<221> caracteristica_misc

<222>(19)..(19)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucleétido del mismo
<400> 33

nhhhvrgndb yhythrdhnc yrhhhh 26

<210> 34

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la formula (If)
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (26)..(26)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucleétido del mismo
<400> 34

hhmhmvgyyy tyhthrvrrc bvmhhn 26

<210> 35

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la formula (lIf)
<400> 35

mmmmmsgyyc ttytmagrrc smchhh 26

<210> 36

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la formula (lIf)
<400> 36

mmmmmesgyyc ttttmagrrc sachmh 26

<210> 37

<211> 26

<212> ADN
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<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la formula (l1g)
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (24)..(25)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucle6tido del mismo
<400> 37

hhmamggyyc ttythagrrc cvhnnm 26

<210> 38

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (Ig)
<400> 38

hhaamggcyc ttytmagrgc cvchhm 26

<210> 39

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la formula (llg)
<400> 39

mmaamggctc ttttmagrgc cmcymm 26

<210> 40

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la formula (Ilh)
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un andlogo de nucle6tido del mismo

<220>
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<221> caracteristica_misc

<222> (25)..(25)

<223> n se selecciona de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucleétido del mismo
<400> 40

nhaahdghyc tdythasrrc cvhbnh 26

<210> 41

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la férmula (Iih)
<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (25)..(25)

<223> n se selecciona de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C, o un analogo de nucleétido del mismo
<400> 41

hhaamggcyc tttthagrgc cvmynm 26

<210> 42

<211> 26

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de tallo-bucle de histona (con elementos limitantes de tallo) de conformidad con la formula (I1h)
<400> 42

hmaaaggcyc ttttmagrgc crmyhm 26

<210> 43

<211> 1747

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de ARNm de ppLuc(GC)-ag

<400> 43
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gggagaadgc
cccgeuggag
ggugccgggc
guacuucgag
ccaccggauc
Ccucuucauc
gaacagcaug
gauccugaac
gaccgacuac
cuucaacgag
caugaacagc
cugcgugegce
cgccauccug
coucaucugc
gagccugcag
cgccaagage
gggcgeeceg
cauccgccag
ggacgacaag
ccuggacacc
gaugaucaug
cggcuggcug
cgaccggcug
gagcauccug
cgacgccggc
gaaggagauc
cgugguguuc

ccgcgagauc

uugaggaugg
gacgggaccg
acgaucgccu
augagcgugc
guggugugcu
ggcguggecg
gggaucagcc
gugcagaaga
cagggcuucc
uacgacuucg
agcggcagca
uucucgcacg
agcguggugc
ggcuuccggg
gacuacaaga
acccugaucg
cugagcaagg
ggcuacggcec
ccgggegeeg
ggcaagaccc
agcggcuacg
cacagcggcg
aagucgcuga
cuccagcacc
gagcugccgg
gucgacuacg
guggacgagg

cugaucaagg

aggacgccaa
ccggcgagea
ucaccgacgc
gccuggecga
cggagaacag
ucgccccgge
agccgaccgu
agcugcecau
agucgaugua
ucccggagag
ccggccugec
cccgggacce
cguuccacca
ugguccugau
uccagagcgc
acaaguacga
aggugggcga
ugaccgagac
ugggcaaggu
ugggcgugaa
ugaacaaccc
acaucgcecua
ucaaguacaa
ccaacaucuu
ccgcgguggu
uggccageca
ucccgaaggg

ccaagaaggg

ES 2739 649 T3

gaacdaucaag
gcuccacaag
ccacaucgag
ggccaugaag
ccugcaguuc
gaacgacauc
gguguucgug
cauccagaag
cacguucgug
cuucgaccgg
gaagggggug
caucuucggc
cggcuucggc
guaccgguuc
gcugcucgug
ccugucgaac
ggcecguggec
cacgagcgceg
ggucccguuc
ccagegggyc
ggaggccacc
cugggacgag
gggcuaccag
cgacgceggce
ggugcuggag
ggugaccacc
ccugacecggg

cggcaagauc

agacugacua gcccgauggg Cccucccaacg ggeccuccuc

dudgauc

<210> 44
<211> 1806
<212> ARN
<213> artificial

<220>
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d4d(ggcccgg
gccaugaage
gucgacauca
cgguacggcc
uucaugccgg
uacaacgagc
agcaagaagg
aucaucauca
aCcCagccacc
gacaagacca
gcccugeegc
aaccagauca
auguucacga
gaggaggagc
ccgacccugu
cugcacgaga
aagcgguucc
auccugauca
uucgaggeca
gagcugugeg
aacgcccuca
gacgagcacu
guggcgecgg
guggccgggc
cacggcaaga
gccaagaagc
aagcucgacg

gccguguaag

cceuccuuge

cgcccuucua
gguacgcccu
ccuacgegga
ugaacaccaa
ugcugggcgc
gggagcugcu
gccugcagaa
uggacagcaa
ucccgecggy
ucgcccugau
accggacegce
ucccggacac
cccugggeua
uguuccugcg
ucagcuucuu
ucgccagegg
accucccggy
cccoccgaggg
agguggugga
ugcgggggcec
ucgacaagga
ucuucaucgu
ccgagcugga
ugccggacga
ccaugacgga
ugcggggcgg
cccggaagau

dcuaguuaua

accgagauua

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
a00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380
1440

1500
1560
1620
1680

1740
1747
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<223> secuencia de ARNm de ppLuc(GC)-ag-A64

<400> 44

gggagaaagc
cccgouggayg
ggugccgggce
guacuucgag
ccaccggauc
ccucuucauc
gaacagcaug
gauccugaac
gaccgacuac
cuucaacgag
caugaacagc
cugcgugcege
cgccauccug
ccucaucuge
gagccugcag
€CgCCaagagc
gggcgccccg

cauccgccag

cauccgccag
ggacgacaag
ccuggacacc
gaugaucaug
cggcuggcug
cgaccggeug
gagcauccug
cgacgccggce
gaaggagauc
cgugguguuc
ccgcgagauc
agacugacua
auaaaaaaaa

daaaaa

<210> 45

uugaggaugg
gacgggaccg
acgaucgccu
augagcgugc
guggugugcu
ggcguggccyg
gggaucagcc
gugcagaaga
cagggcuucc
uacgacuucg
agcggcagea
uucucgcacg
agcguggugce
ggcuuccggg
gacuacaaga
acccugaucg
cugagcaagg

ggcuacggec

ggcuacggec
ccgggegecg
ggcaagaccc
agcggcuacg
cacageggeg
aagucgcuga
cuccagcacc
gagcugccgg
gucgacuacg

guggacgagg
cugaucaagg

gcccgauggg
dddadadaaa

aggacgccaa
ccggcgagcea
ucaccgacgc
gccuggccga
cggagaacag
ucgccccggc
dagccgaccqgu
agcugcccau
dagucgaugua
ucccggagag
ccggeccugec
cccgggaccec
cguuccacca
ugguccugau
uccagagcgce
acaaguacga
aggugggcga
ugaccgagac
ugaccgagac
ugggcaaggu
ugggcgugaa
ugaacaaccc
acaucgccua
ucaaguacaa
ccaacaucuu
ccgcgguggu
uggccageeca

ucccgaaggg

ccaagaaggg
ccucccaacg

dddddadada

gaacaucaag
gcuccacaag
ccacaucgag
ggccaugaag
ccugcaguuc
gaacgacauc
gguguucgug
cauccagaag
cacguucgug
cuucgaccgg
gaagggggug
caucuucggc
cggcuucggc
guaccgguuc
gcugcucgug
ccugucgaac
ggccguggec
cacgagcgcg
cacgagcgcg
ggucccguuc
ccagcggggc
ggaggccacc
cugggacgag
gggcuaccag
cgacgecegge
ggugcuggag
ggugaccacc

ccugaccggyg

cggcaagauc
ggcccuccuc

ddddaaadaaa

72

aagggcccgg
gccaugaagce
gucgacauca
cgguacggcc
uucaugccgg
uacaacgagc
agcaagaagg
aucaucauca
accagccacc
gacaagacca
gcccugeege
aaccagauca
auguucacga
gaggaggagc
ccgacccugu
cugcacgaga
aagcgguucc

dUuccugauca

duccugauca
uucgaggcca
gagcugugcg
aacgcccuca
gacgagcacu
guggcgccgg
guggccgggc
cacggcaadga
gccaagaagce

daagcucgacg

cgcccuucua
gguacgcccu
ccuacgegga
ugaacaccaa
ugcugggege
gggagcugcu
gccugcagaa
uggacagcaa
ucccgecgygy
ucgcccugau
accggaccgc
ucccggacac
cccugggcua
uguuccugcg
ucagcuucuu
ucgccagegyg
accucccggg

cccecgaggg

ccececgagyq
agguggugga
ugcgggggec
ucgacaagga
ucuucaucgu
ccgagcugga
ugccggacga
ccaugacgga
ugcggggcgy

cccggaagau

gccguguaag acuaguuaua

cccuccuugc accgagauua

ddaaaaaaaa aaaaaaaaaad

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

1020
1080

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620
1680

1740
1800
1806
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<211> 1772

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de ARNm de ppLuc(GC)-ag-histonaSL
<400> 45

73



ES 2739 649 T3

<210> 46
<211> 1835
<212> ARN

<213> artificial

74



<220>

ES 2739 649 T3

<223> secuencia de ARNm de ppLuc(GC)-ag-A64-histonaSL

<400> 46
gggagaaagc
cccgeuggag
ggugccgggce
guacuucgag
ccaccggauc
cCCcucuucauc
gaacagcaug
gauccugaac
gaccgacuac
cuucaacgag
caugaacagc
cugcgugcgc
cgccauccug
ccucaucugc
gagccugcag
cgccaagage
gggcgccccg
cauccgccag
ggacgacaag
ccuggacacc
gaugaucaug
cggcuggcug
cgaccggecug
gagcauccug
cgacgcogge
gaaggagauc
cgugguguuc
ccgcgagauc
agacugacua
dUudddddddd

dddddaugca

<210> 47
<211> 1869

uugaggaugg
gacgggaccyg
atgaucgocu
augagcgugc
guggugugcu
ggcguggecg
gggaucagcc
gugcagaaga
cagggcuucc
uacgacuucyg
agcggcagca
uucucgcacyg
agcguggugc
ggcuuccggg
gacuacaaga
acccugaucg
cugagcaagg
ggcuacggcc
ccgggegecg
ggcaagaccc
agcggcuacg
cacagcggcg
aagucgcuga
cuccagcacc
gagcugccgg
gucgacuacg
guggacgagg
cugaucaagg
gcccgauggg
daaaaaaaaa

ucaaaggcuc

aggacgccaa
ccggegagea
ucaccgacgc
gccuggecga
cggagaacag
ucgceeegge
agccgaccgu
agcugcccau
agucgaugua
ucccggagag
ccggocugec
cccgggaccc
cguuccacca
ugguccugau
uccagagcge
acaaguacga
daggugggcga
ugaccgagac
ugggcaaggu
ugggcgugaa
ugaacaaccc
acaucgccua
ucaaguacaa
ccaacaucuu
€cgogguggu
uggccagcca
ucccgaaggg
ccaagaaggg
ccucccaacyg
aaaaaaaaaa

uuuucagagc

gaacaucaag
gcuccacaag
ccacaucgag
ggccaugaag
ccugcaguuc
gaacgacauc
gguguucgug
cauccagaag
cacguucgug
cuucgaccgg
gaagggggug
caucuucggc
cggcuucggce
guaccgguuc
gcugcucgug
ccugucgaac
ggccguggcc
cacgagcgcg
ggucccguuc
€cagcggqggc
ggaggccacc
cugggacgag
gggcuaccag
cgacgccggc
ggugcuggag
ggugaccacc
ccugaceggg
cggcaagauc
ggceccuccuc
dadaadadaa

cacca

75

aagggcccgg
gccaugaagce
gucgacauca
cgguacggcc
uucaugccgg
uacaacgagc
agcaagaagg
aucaucauca
accagccacc
gacaagacca
gcccugecge
aaccagauca

auguucacga

gaggaggagc

ccgacccugu
cugcacgaga
aagcgguucc
auccugauca
uucgaggcca
gagcugugeg
aacgcccuca
gacgagcacu

guggcgecgg

‘guggcegggc

cacggcaaga
gccaagaagc
aagcucgacg
gccguguaag
cccuccuuge

dddaaaaaaa

cgcccuucua
gguacgcccu
ccuacgcgga
ugaacaccaa
ugcugggcgc
gggagcugcu
gccugcagaa
uggacagcaa
ucccgecygy
ucgcccugau
accggaccge
ucccggacac
cccugggeua
uguuccugcg
ucagcuucuu
ucgccagcgg
accucccggg
cccccgaggg
4gguggugga
ugcgggggcc
ucgacaagga
ucuucaucgu
ccgagcugga
ugccggacga
ccaugacgga
ugcggggcgg
cccggaagau
dCuaguudud
accgagauua

ddaaaadaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440
1500

1560
1620
1680
1740
1800
1835
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<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de ARNm de ppLuc(GC)-ag-A120
<400> 47

76



10

cgaccggcug
gagcauccug
cgacgccgge
gaaggagauc
cgugguguuc
ccgcgagauc
agacugacua
auagaucuaa
aaaaaaaaaa
dadadadaa
<210> 48
<211> 1858
<212> ARN
<213> artificial

<220>

aagucgcuga
cuccagcacc
gagcugcegg
gucgacuacg
guggacgagg
cugaucaagg
gcccgauggg
aaaaaaaaaa

ddaaaaaaaa

ucaaguacaa
ccaacaucuu
c€cgcgguggu
uggccagceca
ucccgaaggg
ccaagaaggg
ccucccaacg
aaaaaaaaaa

daaadaaaaaa

ES 2739 649 T3

gggcuaccag
cgacgeegge
ggugcuggag
ggugaccacc
ccugaccggg
cggcaagauc
ggcecuccuc
aaaaaaaaaa

daaaaaaaaa

<223> secuencia de ARNm de ppLuc(GC)-ag-A64-ag

<400> 48

77

guggcgccgg
guggceggge
cacggcaaga
gccaagaagce
aagcucgacg
gccguguaag
cccuccuuge
daaddaaaaa

ddaadadaaaaaa

ccgagcugga
ugccggacga
ccaugacgga
ugcggggcag
cccggaagau
acuaguuaua
accgagauua
aaaaaaaaaa

daaadaaaaa

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1869



<210> 49
<211> 1894
<212> ARN
<213> artificial

<220>

ES 2739 649 T3

<223> secuencia de ARNm de ppLuc(GC)-ag-A64-aCPSL

<400> 49

gggagaaagc
cccgcuggag
ggugccgggc
guacuucgag
ccaccggauc
ccucuucauc
gaacagcaug
gauccugaac
gaccgacuac
cuucaacgag
caugaacagc

cugcgugegce

uugaggaugg
gacgggaccg
acgaucgccu
augagcguge
guggugugcu
ggcguggecg
gggaucagcc
gugcagaaga
cagggcuucc
uacgacuucg
agcggcagcea

uucucgcacg

aggacgccaa
ccggcgagea
ucaccgacgc
gccuggecga
cggagaacag
ucgceocgge
agccgaccgu
agcugcccau
agucgaugua
ucccggagag
ccggecugec

cccgggaccc

gaacaucaag
gcuccacaag
ccacaucgag
ggccaugaag
ccugcaguuc
gaacgacauc
gguguucgug
cauccagaag
cacguucgug
cuucgaccgg

gaagggggug

caucuucggc

78

dagggcccgg
gccaugaage
gucgacauca
cgguacggcc
uucaugccgg
uacaacgagce
agcaagaagg
aucaucauca
accagccacc
gacaagacca
gcccugeege

aaccagauca

cgcccuucua
gguacgcecu
ccuacgcgga
ugaacaccaa
ugcugggege
gggagcugcu
gccugcagaa
uggacagcaa
ucccgeegag
ucgcccugau
accggaccgce

uccecggacac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



cgccauccug
ccucaucuge
gagccugcag
cgccaagage
gggcgeeecg
cauccgccag
ggacgacaag
ccuggacacc
gaugaucaug
cggcuggeug
cgaccggcug
gagcauccug
cgacgccgge
gaaggagauc
cgugguguuc
ccgcgagauc
agacugacua
avaaaaaaaa
aaaaaaugca

auacauuagc
<210> 50
<211> 1909
<212> ARN
<213> artificial

<220>

agcguggugc
ggcuuccggg
gacuacaaga
acccugaucg

cugagcaagg

ggcuacggcc
ccgggegccg
ggcaagaccc
agcggcuacg
cacagcggcg
aagucgcuga
cuccagcacc
gagcugccgg
gucgacuacg
guggacgagqg
cugaucaagg
gcccgauggg
aaaaaaaaaa
ucaauuccua

acagcgccau

cguuccacca
ugguccugau
uccagagcgce
acaaguacga
4ggugggcga
ugaccgagac
ugggcaaggu
ugggcgugaa
ugaacdaccc
acaucgccua
ucaaguacaa
ccaacaucuu
ccgcgguggu
uggccagcca
ucccgaaggg
ccaagaaggg
ccucccaacg
aaaaaaaaaa
cacgugaggc

ugcauguagg

ES 2739 649 T3

cggcuucggce
guaccgguuc
gcugcucgug
ccugucgaac
ggccguggec
cacgagegeg
ggucccguuc
ccagcggagce
ggaggccacc
cugggacgag
gggcuaccag
cgacgccgge
ggugcuggag
ggugaccacc
ccugaccgyg
cggcaagauc
ggcccuccuc
Aaaaaaaaaa
gcugugauuc

aduu

<223> secuencia de ARNm de ppLuc(GC)-ag-A64-PolioCL

<400> 50

79

auguucacga
gaggaggagc
ccgacccugu
cugcacgaga
aagcgguucc
auccugauca
uucgaggcca
gagcugugeg
aacgcccuca
gacgagcacu
guggcgeegg
guggccgggc
cacggcaaga
gccaagaage
aagcucgacg
gccguguaag
cccuccuuge
aaaaaaaaaa

CCuauccccc

cccugggeua
uguuccugeg
ucagcuucuu
ucgccagegg
accucccggg
cccccgaggg
agguggugga
ugcgagggce
ucgacaagga
ucuucaucgu
ccgagcugga
ugccggacga
ccaugacgga
ugcgaggcgyg
cccggaagau
acuaguuaua
accgagauua
aaaaaaaaaa

uucauucccu

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1894



gggagaaagc
cccgeuggag
ggugcegggce
guacuucgag
ccaccggauc
ccucuucauc
gaacagcaug
gauccugaac
gaccgacuac
cuucaacgag
caugaacagc
cugecgugege
cgccauccug

ccucaucugc

gagccugcag
cgccaagagce
gggcgceeecg
cauccgccag
ggacgacaag
ccuggacacc
gaugaucaug
cggcuggcug
cgaccggcug
gagcauccug
cgacgccgge
gaaggagauc
cgugguguuc
ccgcgagauc
agacugacua
auaaaaaaaa
aaaaaaugca

cggcuaguac

<210> 51

<211> 1841

uugaggaugg
gacgggaccg
acgaucgccu
augagcgugc
guggugugcu
ggcguggccg
gggaucagce
gugcagaaga
cagggcuucc
uacgacuucg
agcggcagea
uucucgcacg
agcguggugc
ggcuuccggg
gacuacaaga
acccugaucg
cugagcaagg
ggcuacggec
ccgggegecy
ggcaagaccc
agcggcuacg
cacageggcg
aagucgcuga
cuccagcacc
gagcugccgg
gucgacuacg
guggacgagg
cugaucaagg
gcccgauggg
daaaaaaaaa
ucaauucuaa

uccgguauug

aggacgccaa
ccggcgagea
ucaccgacgc
gccocuggecga
cggagaacag
ucgccccggc
agccgaccgu
agcugcccau
agucgaugua
ucccggagag
ccggccugec
cccgggacce
cguuccacca

ugguccugau

uccagagcgc
acaaguacga
aggugggcga
ugaccgagac
ugggcaaggu
ugggcgugaa
ugaacaaccc
acaucgccua
ucaaguacaa
ccaacaucuu
ccgcgguggu
uggccagcca
ucccgaaggg
ccaagaaggg
ccucccaacg
aaaaaaaaaa
aacagcucug

cgguacccuu

ES 2739 649 T3

gaacaucaag
gcuccacaag
ccacaucgag
ggccaugaag
ccugcaguuc
gaacgacauc
gguguucgug
cauccagaag
cacguucgug
cuucgaccygg
gaagggggug
caucuucggc
cggcuucggc

guaccgguuc

gcugcucgug
ccugucgaac
ggccguggcc
cacgagcgeg
ggucccguuc
ccagcgggge
ggaggccacc
cugggacgag
gggcuaccag
cgacgccgge
ggugcuggag
ggugaccacc
ccugaccggg
cggcaagauc
ggcceuccuc
aaaaaaaaaa
ggguuguacc

guacgccugu

80

d4agggcccgg
gccaugaagce
gucgacauca
cgguacggcc
uucaugccgg
uacaacgagc
agcaagaagg
aucaucauca
accagccacc
gacaagacca
gcceugecege
aaccagauca
duguucacga
gaggaggagc
ccgacccugu
cugcacgaga
aagcgguucc
auccugauca
uucgaggcca
gagcugugcg
aacgcccuca
gacgagcacu
guggcgccgg
guggccgggc
cacggcaaga
gccaagaagc
aagcucgacg
gccguguaag
cccuccuuge
aaaaaaaaaa
caccccagag

uduagaauu

cgcccuucua
gguacgcccu
ccuacgcgga
ugaacaccaa
ugcugggege
gggagcugcu
gccugcagaa
uggacagcaa
ucccgccggg
ucgcccugau
accggaccgc
ucccggacac
cccugggcua
uguuccugcg
ucagcuucuu
ucgceagegg
accucccggg
cccccgaggg
dagguggugga
ugcgggggcc
ucgacaagga
ucuucaucgu
ccgagcugga
ugccggacga
ccaugacgga
ugcggggcgg
cccggaagau
acuaguuaua
accgagauua
aaaaaaaaaa

gcccacgugg

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

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1509



<212> ARN

<213> artificial

<220>

ES 2739 649 T3

<223> secuencia de ARNm de ppLuc(GC)-ag-A64-G30

<400> 51

gggagaaagc
cccgeuggag
ggugcegggce
guacuucgag
ccaccggauc
ccucuucauc
gaacagcaug
gauccugaac
gaccgacuac
cuucaacgag

caugaacagc

uugaggaugg
gacgggaccg
acgaucgccu
augagcgugc
guggugugcu
ggcguggccy
gggaucagcc
gugcagaaga
cagggeuucc
uacgacuucg

agcggcagca

aggacgccaa
ccggcgagea
ucaccgacge
gccuggcocga
cggagaacag
ucgeceegge
agccgaccgu
agcugcccau
agucgaugua
ucccggagag

ccggecugcec

gaacaucaag
gcuccacaag
ccacaucgag
ggccaugaag
ccugcaguuc
gaacgacauc
gguguucgug
cauccagaag
cacguucgug
cuucgaccgg

gaaggggguyg

81

aagggccegg
gccaugaagc
gucgacauca
cgguacggcc
uucaugccgg
uacaacgagc
agcaagaagg
aucaucauca
accagccacc
gacaagacca

gcoougeege

cgcccuucua
gguacgcccu
ccuacgcgga
ugaacaccaa
ugcugggege
gggagcugcu
gccugcagaa
uggacagcaa
ucccgccggyg
ucgcccugau

accggaccgc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



10

ES 2739 649 T3

dudddddddd dddddddddd adddddddddd dddddadddd ddddaadaad daaaaaaaaa

daaaaaugca ugggggyg9g99 9999999999 9999999999 9

<210> 52

<211> 1841

<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de ARNm de ppLuc(GC)-ag-A64-U30

<400> 52

gggagaaagc
cccgouggag
ggugccgggc
guacuucgag
ccaccggauc
ccucuucauc
gaacagcaug
gauccugaac

gaccgacuac

cuucaacgag
caugaacagc
cugcgugege
cgccauccug
ccucaucuge
gagccugcag
cgccaagagc
gggcgececg
cauccgccag
ggacgacaag
ccuggacacc
gaugaucaug

cggcuggeug

uugaggaugg
gacgggaccg
acgaucgeccu
augagcgugc
guggugugcu
ggcguggccg
gggaucagec
gugcagaaga
cagggcuucc
uacgacuucg
agcggcagcea
uucucgecacg
agcgugguge
ggcuuccggg
gacuacaaga
acccugaucg
cugagcaagg
ggcuacggcc
ccgggegeeg
ggcaagaccc
agcggcuacg

cacagcggeg

aggacgccaa
ccggegagea
ucaccgacgce
gccuggecga
cggagaacag
ucgececccgge
agccgaccgu
agcugcccau
agucgaugua
ucccggagag
ccggeeugec
cccgggaccc
cguuccacca
ugguccugau
uccagagcgc
acaaguacga
aggugggcga
ugaccgagac
ugggcaaggu
ugggcgugaa
ugaacaaccc

dacaucgccua

gaacaucaag
gcuccacaag
ccacaucgag
ggccaugaag
ccugcaguuc
gaacgacauc
gguguucgug
cauccagaag
cacguucgug
cuucgaccgg
gaagggggug
caucuucggc
cggcuucgge
guaccgguuc
gcugcucgug
ccugucgaac
ggccguggec
cacgagcgcg
ggucccguuc
ccagecggggc
ggaggccacc
<ugggacgag

82

ddgggcccgg
gccaugaagc
gucgacauca
cgguacggec
uucaugccgg
uacaacgagc
agcaagaagg
aucaucauca

dccagccacc

gacaagacca
gccecugeege
aaccagauca
auguucacga
gaggaggagc
ccgacccugu
cugcacgaga
aagcgguucc
auccugauca
uucgaggcca
gagcugugcg
aacgcccuca

gacgagcacu

cgcccuucua
gguacgcccu
ccuacgcgga
ugaacaccaa
ugcugggegce
gggagcugcu
gccugcagaa
uggacagcaa
ucccgeceggg
ucgcccugau
accggaccgc
ucccggacac
cccugggcua
uguuccugeg
ucagcuucuu
ucgccagcgg
accucccggg
cccccgaggg
agguggugga
ugcgggggcc
ucgacaagga

ucuucaucgu

1800
1841

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
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cgaccggeug
gagcauccug
cgacgccggc
gaaggagauc
cgugguguuc
ccgcgagauc
agacugacua

dudaaaaaaa

dddadaaugca
<210> 53
<211> 1857
<212> ARN
<213> artificial

<220>

aagucgcuga
cuccagcacc
gagcugccgg
gucgacuacg
guggacgagg
cugaucaagg
gcccgauggg
dddddddddd

uuuuuuuuuu

ucaaguacaa
ccaacaucuu
ccgcgguggu

uggccagcca
ucccgaaggg

ccaagaaggg
ccucccaacg
dddddadaaa

ulduuuuuuu

ES 2739 649 T3

gggcuaccag
cgacgccggce
ggugcuggag

ggugaccacc
ccugaccgag

cggcaagauc
ggcccuccuc
dddddadddd

uuuuuuuuuu

<223> secuencia de ARNm de ppLuc(GC)-ag-A64-SL

<400> 53

gggagaaagc
cccgeuggag
ggugccgggce
guacuucgag
ccaccggauc
ccucuucauc

gaacagcaug

uugaggaugg
gacgggaccg
acgaucgccu
augagcgugc
guggugugcu
ggcguggecg
gggaucagcc

aggacgccaa
ccggcgagea
ucaccgacge
gccuggecga
cggagaacag
ucgeeeegge

agccgaccgu

gaacaucaag
gcuccacaag
ccacaucgag
ggccaugaag
ccugcaguuc
gaacgacauc

gguguucgug

83

guggcgccgg
guggccgggc
cacggcaaga

gccaagaagc
aagcucgacg

gccguguaag
cccuccuugc
dddddadddaad

u

aagggcecegg
gccaugaagce
gucgacauca
cgguacggcec
uucaugccgg

uacaacgagc

agcaagaagg

ccgagecugga
ugccggacga
ccaugacgga

ugcggggcgg
cccggaagau

dcuaguuaua
accgagauua

dddaddaaaa

cgcccuucua
gguacgcccu
ccuacgcgga
ugaacaccaa
ugcugggcge
gggagcugcu
gccugcagaa

1380
1440
1500

1560
1620

1680
1740
1800
1841

120
180
240
300
360
420



gauccugaac
gaccgacuac
cuucaacgag
caugaacagc
cugcgugege
cgccauccug
ccucaucugce
gagccugcag
cgccaagage
gggcgccccg
cauccgcecag
ggacgacaag
ccuggacacc
gaugaucaug
cggcuggcug
cgaccggcug
gagcauccug
cgacgccgge
gaaggagauc
cgugguguuc
ccgcgagauc
agacugacua
auvaaaaaaaa

aaaaaaugca
<210> 54
<211> 1838
<212> ARN
<213> artificial

<220>

gugcagaaga
cagggcuucc
uacgacuucg
agcggeagea
uucucgcacg
agcgugguge
ggcuuccggg
gacuacaaga
acccugaucy
cugagcaagg
ggcuacggec
€cgggcgcecg
ggcaagaccc
agcggouacg
cacagcggeg
aagucgcuga
cuccagcacc
gagcugccgg
gucgacuacg
guggacgagg
cugaucaagg
gcccgauggg
aaaaaaaaaa

uuauggcggc

<223> ppLuc(GC)-ag-A64-N32

<400> 54

agcugeccau
agucgaugua
ucccggagag
ccggecugec
cccgggacce
cguuccacca
ugguccugau
uccagagcgce
acaaguacga
4ggugggcga
ugaccgagac
ugggcaaggu
ugggcgugaa
ugaacaaccc
acaucgccua
ucaaguacaa
ccaacaucuu
ccgcgguggu
uggccageca
ucccgaaggg
ccaagaaggg
ccucccaacg
aaaaaaaaaa

cguguccacc

ES 2739 649 T3

cauccagaag
cacguucgug
cuucgaccgg
gaagggggug
caucuucggc
cggcuucgge
guaccgguuc
gcugcucgug
ccugucgaac
ggccguggcec
cacgagcgeg
ggucccguuc
ccagcggggc
ggaggccacc
cugggacgag
gggcuaccag
cgacgccgge
ggugcuggag
ggugaccacc
ccugaccggg
cggcaagauc
ggcccuccuc
aaaaaaaaaa

acggauauca

84

aucaucauca
accagccacc
gacaagacca
gcecugeege
aaccagauca
auguucacga
gaggaggagc
ccgacccugu
cugcacgaga
aagcgguucc
auccugauca
uucgaggcca
gagcugugcg
aacgcccuca
gacgagcacu
guggcgccgg
guggccgggc
cacggcaaga
gccaagaagc
aagcucgacg
gccguguaag
cccuccuuge

ddddaaaddad

ccguggugga

uggacagcaa
ucccgeeggg
ucgcccugau
accggaccge
ucccggacac
cccugggecua
uguuccugeg
ucagcuucuu
ucgccagegg
accucccggg
cccccgaggg
d4gguggugga
ugcgggggcec
ucgacaagga
ucuucaucgu
ccgagcugga
ugccggacga
ccaugacgga
ugcggggcgg
cccggaagau
acuaguuaua
accgagauua

dddadddadad

cgcggcec

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1857



gggagaaagc
cccgeuggag

ggugccgggc
guacuucgag

ccaccggauc

<210> 55
<211> 747
<212> ARN

<213> artificial

uugaggaugg
gacgggaccg
acgaucgccu
augagcgugc

guggugugcu

aggacgccaa
ccggcgagea
ucaccgacgc
gccuggecga

cggagaacag

ES 2739 649 T3

gaacaucaag aagggcccgg
gcuccacaag gccaugaagc
ccacaucgag gucgacauca
ggccaugaag cgguacggec

CCugcaguuc uucaugccgg

85

cgcccuucua
gguacgcccu
ccuacgcgga
ugaacaccaa

ugcugggcgc

60
120
180
240
300
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<220>
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<223> secuencia de ARNm de NY-ESO-1(GC)-ag-A64-c30

<400> 55

gggagaaagc
gacgggcccg

gaggccggcg
c€ccggegggy

ugccggqugcg
uucgcgaccc
cugcceguge
cggcugaccg
cugagccuge
agcggecage
ggcccuccuc
ddadadddadad

cccccccccc
<210> 56
<211>761
<212> ARN
<213> artificial

<220>

uuaccaugca

gcggcccggg
ccaccggegg
gcgecccgeg
gcgceocgegg
cgauggaggc
€gggcgugcu
ccgcggacca
ugauguggau
gccggugacc
cccuccuuge
ddddddaadaad

ucuagacaau

ggccgagggce

caucccggac

gcggggcccyg
gggcccgcac

cccggagage
cgagcuggec
ccugaaggag
ccggcageug
cacccagugc
acuaguuaua
accgagauua
aaaaaaaaaa

uggaauu

cgcggcaccg gcggcucgac
ggcccgggog ggaacgcggg
cggggcgeceg gcgecgeccg

ggcggcgecy
cggcuccugg
cggcggagec
uucacgguga
cagcugucga
uuccugeegg
agacugacua
auaaaaaaaa

daaaaauauu

ccagcggecu
aguucuaccu
uggcccagga
gcggcaacau
ucagcagcug
uguuccuggce
gcccgauggg
aaaaaaaaaa

CcCccccCcCCC

<223> secuencia de ARNm de NY-ESO-1(GC)-ag-A64-c30-histonaSL

<400> 56

86

cggcgacgec
cggcccgggc

ggcgagcggc
gaacgggugc

ggccaugccg
cgccecgecg
ccugaccauc
ccuccagcag
ccagccgecc
ccucccaacg
aaaaaaaaaa

[ o of o of o ot ot of of

60
120

180
240

300
360
420
480
540
600
660
720
747
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<210> 57

<211> 646

<212> ARN

<213> artificial

<220>
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<223> secuencia de ARNm de survivina(GC)-ag-A64-C30-histonaSL

<400> 57

gggagaaagc
gaccaccgca

gagcggaugg
cagugcuucu
gagcacaaga
cugacgcucg
gagaccaaca
gagcagcugg
ccaacgggcec
aaaaaaaaaa

dasaaaadas

<210> 58

<211> 1813

uuaccauggg
ucucgaccuu

€cgaggccgg
ucugcuucaa
agcacagcag
gggaguuccu
acaagaagaa
ccgecaugga
cuccuccccu
aaaaaaaaaa

ccccccccaa

cgcccccacc
caagaacugg

cuucauccac
ggagcuggag
cggcugegec
gaagcuggac
ggaguucgag
cugaccacua
ccuugcaccg
aaaaaaaaaa

aggcucuuuu

cugcegeegg
ccguuccugg

ugccccaceg
ggcugggagc
uuccugageg
cgggagcggg
gagaccgcca
guuauaagac
agauuvaauaa
aaaaaaaaaa

cagagccacc

87

ccuggeagec
agggcugcgc
agaacgagcc
cggacgacga
ugaagaagca
ccaagaacaa
agaaggugcg
ugacuagecc
aaaaaaaaaa
aaugcauccc

agaauu

guuccucaag
gugcaccccg

ggaccuggcec
cccgaucgag
gquucgaggag
gaucgcgaag
gcgggeccauc
gaugggccuc
aaaaaaaaaa

CCCCCCCCCC

120
180
240
300
360
420
480
540
600
646
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<212> ARN

<213> artificial

<220>

<223> secuencia de ARNm de MAGE-C1(GC)-ag-A64-c30-histonaSL

<400> 58

88



ugccuguccg
ducuucauca
ggcgugcgqgg
gucugggugc
uacgaguucc
uuccuggcga
cugaaggacg
accgagagceg
auaagacuga
uuaauaaaaa
aaaaaaaaau

agccaccaga

acgagcaggg
agggcaccua
ccggocgega
aggagcacua
uguggggecc
ugcucaagaa
uggaggagcg
cguccagcuc
cuagcccgau
aaaaaaaaaa
gcaucccecc

auu

gaugagccag
cgccagcgag
gcacuucgcec
ccucgaguac
ccgegeccac
cacggucccc
ggcccaggec
cgugaugagc
gggccuccca
aaaaaaaaaa

CCCCcocccc
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aaccgocugc
gaggucaucu
uucggggagc
cgcgaggugce
agcgagguca
aucaccuucc
aucaucgaca
cccagcuucu
acgggcccuc
aaaaaaaaaa

CCcoccoccocecc

89

ucauccugau
gggacgugcu
cccgggageu
ccaacagcuc
ucaagcggaa
cguccagcua
ccaccgacga
ccagcgagug
cuccccuccu
dddaadaadd

cccccaaagg

ccuguccauc
cuccgggauc
gcugaccaag
cccgecccgg
ggugguggag
caaggacgcc
cuccacggece
accacuaguu
ugcaccgaga
dddddddddd

cucuuuudcag

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1813
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REIVINDICACIONES
Kit o kit de partes que comprende:

A) un acido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la regién codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral NY-ESO-1 o un fragmento del mismo;

B) un acido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la regién codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral 5T4 o un fragmento del mismo;

C) un acido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la region codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral survinina o un fragmento del mismo;

D) un &cido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la region codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral MAGE-C1 o un fragmento del mismo;

E) un &cido nucleico que comprende o codifica para una regién codificante, donde la region codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral MAGE-C2 o un fragmento del mismo;

donde el fragmento de NY-ESO-1, 5T4, survinina, MAGE-C1 o MAGE-C2 tiene una longitud de al menos seis
residuos aminoacidos;

donde cada secuencia de &cido nucleico A, B, C, D o E, en la direcciéon 5’ a 3’, comprende o codifica para
i)

a) la region codificante

b) al menos un tallo-bucle de histona, y

¢) una secuencia poli(A);

a) la region codificadora
b) una secuencia poli(A); y
c¢) al menos un tallo-bucle de histona;
donde el al menos un tallo-bucle de histona en i) o ii) se selecciona de las férmulas (1) o (I1)

férmula (1) (secuencia tallo-bucle sin elementos frontera de tallo):

No.2GN3.s] INg.{(U/MINo.] [N;sCN,.
[No., 3-5]£0-4(Y) 0-4] [N3s5CNo.y]

tallol bucle tallo 2

férmula (1) (secuencia de tallo-bucle con elementos frontera de tallo):

N6 \[NO_QSN_?,-E’] £N0_4(8FN)N0-5] [N3sCNg,] Nog

elemento frontera tallo 1 bucle tallo 2 elemento frontera
tallo 1 tallo

donde:

los elementos frontera Ni-s de tallo 1 o tallo 2 es una secuencia consecutiva de 1 a 6, de manera preferente de 2 a
6, de manera mas preferente de 2 a 5, ain de manera mas preferente de 3 a 5, de manera mucho mas preferente
de 4a 505N, donde cada N se selecciona independientemente de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C,
0 un analogo de nucleoétido del mismo;
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tallo 1 [No-2GNss] es una complementariedad inversa o complementariedad parcialmente inversa con el elemento
tallo 2, y es una secuencia consecutiva de entre 5 a 7 nucle6tidos; donde No-2 €s una secuencia consecutiva de 0
a 2, de manera preferente de 0 a 1, de manera mas preferente de 1 N, en donde cada N se selecciona
independientemente de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C o un analogo de nucleétido del mismo; donde
N3-5 es una secuencia consecutiva de 3 a 5, de manera preferente de 4 a 5, de manera mas preferente de 4 N, en
donde cada N se selecciona independientemente de otro de un nucleoétido seleccionado de A, U, T, Gy C o un
analogo de nucleétido del mismo, y donde G es guanosina o un analogo de la misma, y se puede reemplazar
opcionalmente por una citidina o un analogo de la misma, con la condicién de que su citidina de nucle6tido
complementaria en el tallo 2 se reemplace por guanosina;

la secuencia de bucle [No-4(U/T)No-4] se sitla entre los elementos tallo 1 y tallo 2, y es una secuencia consecutiva
de 3 a 5 nucledtidos, de manera mas preferente de 4 nucleétidos; donde cada No.4 es independientemente una
secuencia consecutiva de 0 a 4, de manera preferente de 1 a 3, de manera mas preferente de 1 a 2 N, en donde
cada N se selecciona independientemente de otro de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C o un analogo
de nucledtido del mismo; y donde U/T representa uridina, u opcionalmente timidina;

tallo 2 [N3.sCNo-2] es complementariedad inversa o complementariedad parcialmente inversa con el elemento tallo
1y es una secuencia consecutiva entre 5 a 7 nucledétidos; donde Ns.s es una secuencia consecutiva de 3 a 5, de
manera preferente de 4 a 5, de manera mas preferente de 4 N, en donde cada N se selecciona independientemente
de un nucledtido seleccionadode A, U, T, G y C o un analogo de nucleétido del mismo; donde No-2 es una secuencia
consecutiva de 0 a 2, de manera preferente de 0 a 1, de manera mas preferente de 1 N, en donde cada N se
selecciona independientemente de un nucleétido seleccionado de A, U, T, G o C o un analogo de nucleétido del
mismo; y donde C es citidina o un analogo de la misma, y se puede reemplazar opcionalmente por una guanosina
0 un analogo de la misma con la condiciéon de que su guanosina de nucleétido complementaria en el tallo 1 se
reemplace por citidina;

donde

tallo 1 y tallo 2 son capaces de un emparejamiento de bases entre si formando una secuencia complementaria
inversa, donde el emparejamiento de bases puede presentarse entre el tallo 1 y tallo 2, o formando una secuencia
complementaria parcialmente inversa, donde un emparejamiento de bases incompleto puede presentarse entre
tallo 1 y tallo 2,y

donde el al menos un tallo-bucle de histona se une a un tallo-bucle de una proteina de enlace (SLBP); y

donde cada acido nucleico A, B, C, D o E ademas comprende o codifica para una secuencia poli(C) que comprende
al menos 10 nucle6tidos citidina.

Kit o kit de partes segun la reivindicacién 1, que ademas comprende un acido nucleico que comprende o codifica
para una regién codificante que codifica un antigeno tumoral, donde el antigeno tumoral es un antigeno especifico
de melanocitos, un antigeno cancer-testis o un antigeno especifico de tumor, preferentemente un antigeno CT-X,
un antigeno CT no X, una pareja de unién para un antigeno CT-X o0 una pareja de unién para un antigeno CT-no
X 0 un antigeno tumoral, mas preferiblemente un antigeno CT-X, una pareja de unién para un antigeno CT-no X o
un antigeno tumoral especifico o un fragmento de dicho antigeno tumoral, donde el fragmento tiene una longitud
de al menos seis residuos aminoacidos.

Kit o kit de partes segun la reivindicacion 1 o 2, que ademas comprende un acido nucleico que comprende o
codifica para una region codificante que codifica un antigeno tumoral, donde el antigeno tumoral se selecciona de
la lista de: 707-AP, 9D7, AFP, AIbZIP HPG1, alfa-5-beta-1-integrina, alfa-5-beta-6-integrina, alfa-actinin-4/m, alfa-
metilacil-coenzima A racemasa, ART-4, ARTC1/m, B7H4, BAGE-1, BCL-2, bcr/abl, beta-catenina/m, BING-4,
BRCA1/m, BRCA2/m, CA 15-3/CA 27-29, CA 19-9, CA72-4, CA125, calreticulina, CAMEL, CASP-8/m, catepsina
B, catepsina L, CD19, CD20, CD22, CD25, CDE30, CD33, CD4, CD52, CD55, CD56, CD80, CDC27/m, CDK4/m,
CDKN2A/m, CEA, CLCA2, CML28, CML66, COA-1/m, proteina similar a coactosina, collage XXIll, COX-2, CT-
9/BRD6, Cten, ciclina B1, ciclina D1, cyp-B, CYPB1, DAM-10, DAM-6, DEK-CAN, EFTUD2/m, EGFR, ELF2/m,
EMMPRIN, EpCam, EphA2, EphA3, ErbB3, ETV6-AML1, EZH2, FGF-5, FN, Frau-1, G250, GAGE-1, GAGE-2,
GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5, GAGE-6, GAGE7b, GAGE-8, GDEP, GnT-V, gpl100, GPC3, GPNMB/m, HAGE,
HAST-2, hepsina, Her2/neu, HERV-K-MEL, HLA-A*0201-R17I, HLA-A11/m, HLA-A2/m, HNE, homeosecuencia
NKX3.1, HOM-TES-14/SCP-1, HOM-TES-85, HPV-E6, HPV-E7, HSP70-2M, HST-2, hTERT, iCE, IGF-1R, IL-
13Ra2, IL-2R, IL-5, receptor de laminina inmadura, calicreina-2, calicreina-4, Ki67, KIAA0205, KIAA0205/m, KK-
LC-1, K-Ras/m, LAGE-A1, LDLR-FUT, MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A6, MAGE-A9, MAGE-
Al10, MAGE-A12, MAGE-B1, MAGE-B2, MAGE-B3, MAGE-B4, MAGE-B5, MAGE-B6, MAGE-B10, MAGE-B16,
MAGE-B17, MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-C3, MAGE-D1, MAGE-D2, MAGE-D4, MAGE-E1, MAGE-E2, MAGE-
F1, MAGE-H1, MAGEL2, mamaglobina A, MART-1/melan-A, MART-2, MART-2/m, proteina de matriz 22, MC1R,
M-CSF, ME1/m, mesotelina, MG50/PXDN, MMP11, antigeno MN/CA 1X, MRP-3, MUC-1, MUC-2, MUM-1/m, MUM-
2/m, MUM-3/m, miosina clase I/m, NA88-A, N-acetilglucosaminiltransferasa-V, Neo-PAP, Neo-PAP/m, NFYC/m,
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NGEP, NMP22, NPM/ALK, N-Ras/m, NSE, NY-ESO-B, NY-ESO-1, OAl, OFA-LRP, OGT, OGT/m, 0S-9, 0S-9/m,
osteocalcina, osteopontina, p15, bcr-abl menor p190, p53, p53/m, PAGE-4, PAI-1, PAI-2, PAP, PART-1, PATE,
PDEF, Pim-1-Quinasa, Pin-1, Pml/PARalfa, POTE, PRAME, PRDX5/m, prosteina, proteinasa-3, PSA, PSCA,
PSGR, PSM, PSMA, PTPRK/m, RAGE-1, RBAF600/m, RHAMM/CD168, RU1, RU2, S-100, SAGE, SART-1,
SART-2, SART-3, SCC, SIRT2/m, Spl17, SSX-1, SSX-2/HOM-MEL-40, SSX-4, STAMP-1, STEAP-1, survivina,
survivina-2B, SYT-SSX-1, SYT-SSX-2, TA-90, TAG-72, TARP, TEL-AML1, TGFbeta, TGFbetaRIl, TGM-4, TPI/m,
TRAG-3, TRG, TRP-1, TRP-2/6b, TRP/INT2, TRP-p8, tirosinasa, UPA, VEGFR1, VEGFR-2/FLK-1, WT1 y un
idiotipo de inmunoglobulina de una célula sanguinea linfoide o un idiotipo de un receptor de células T de una célula
sanguinea linfoide, o un fragmento de dicho antigeno tumoral, donde el fragmento tiene una longitud de al menos
seis residuos aminoacidos.

Kit o kit de partes segun las reivindicaciones 1 a 3, donde el al menos un tallo-bucle de histona es heterologo a la
region codificadora, preferentemente donde la region codificadora no codifica una proteina de histona o un
fragmento, derivado o variante de la misma que tiene una funcién similar a histona.

Kit o kit de partes de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la regién codificadora no codifica una proteina
reporter o una proteina marcadora o de seleccién, donde la proteina reporter, la proteina marcadora o de seleccion
no es NY-ESO-1, 5T4, survivina, MAGE-C1, MAGE-C2 o un antigeno tumoral como se define segun la
reivindicacion 2 o 3.

Kit o kit de partes segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el acido nucleico es un ARN,
preferentemente un ARNm.

Kit o kit de partes segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el al menos un tallo-bucle de histona se
selecciona de al menos una de las siguientes formulas (1a) o (lla):

férmula (la) (secuencia tallo-bucle sin elementos frontera de tallo):

[No. 1 GN3sT [Ny 5(U/T)Ngo] [N; sCNg.1]

~
\ —~ <\ J S "

tallo 1 bucle tallo 2
férmula (lla) (secuencia tallo-bucle con elementos frontera de tallo):

Nas [Ng.1GN3s] [N, 3(U/T)No-2] [N3 5CNy ] st

e ——

elemento frontera  tallo 1 bucle tallo2 elemento frontera
tallo 1 tallo 2

Kit o kit de partes segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde la secuencia poli(A) comprende una
secuencia de aproximadamente 25 a aproximadamente 400 nucleétidos de adenosina, preferentemente una
secuencia de aproximadamente 50 a aproximadamente 400 nucle6tidos de adenosina, de manera mas preferente
una secuencia de aproximadamente 50 a aproximadamente 300 nucleétidos de adenosina, de manera mas
preferente una secuencia de aproximadamente 50 a aproximadamente 250 nucleétidos de adenosina, de manera
mucho mas preferente una secuencia de aproximadamente 60 a aproximadamente 250 nucleétidos de adenosina.

Kit o kit de partes segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el acido nucleico es un acido nucleico
modificado, en particular un acido nucleico estabilizado.

Kit o kit de partes segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el acido nucleico C consiste en un acido
nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO 57 y/o el a&cido nucleico D consiste en un acido nucleico de acuerdo con la
SEQ ID NO 58.

Composicion que comprende los acidos nucleicos tal como se definen en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10
en relacion al kit o kit de partes.

Kit o kit de partes segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, comprendiendo el kit o kit de partes:
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A) un acido nucleico que comprende o codifica para una regién codificante, donde la regién codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral NY-ESO-1 o un fragmento del mismo;

B) un &cido nucleico que comprende o codifica para una regién codificante, donde la region codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral 5T4 o un fragmento del mismo;

C) un acido nucleico que comprende o codifica para una regién codificante, donde la region codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral survinina o un fragmento del mismo;

D) un acido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la regién codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral MAGE-C1 o un fragmento del mismo;

E) un &cido nucleico que comprende o codifica para una regién codificante, donde la region codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral MAGE-C2 o un fragmento del mismo;

donde el fragmento de NY-ESO-1, 5T4, survinina, MAGE-C1 o MAGE-C2 tiene una longitud de al menos seis
residuos aminoacidos;

donde cada secuencia de acido nucleico A, B, C, D 0 E, en la direccién 5’ a 3’, comprende o codifica para
i)

a) la region codificante

b) al menos un tallo-bucle de histona, y

) una secuencia poli(A);

i)
a) la region codificadora
b) una secuencia poli(A); y
c¢) al menos un tallo-bucle de histona;
donde el al menos un tallo-bucle de histona en i) o ii) se selecciona de las férmulas (1) o (II)

férmula (1) (secuencia tallo-bucle sin elementos frontera de tallo):

[No,GN; 5] £N0-4(liff INo.oJ [N3sCNo]

tallol bucle tallo 2

férmula (1) (secuencia de tallo-bucle con elementos frontera de tallo):

Nig IN0-2€N3-5] [No-4(lifr JNo.gJ [N35CNop] Nog

.

elemento frontera tallo 1 bucle tallo 2 elemento frontera
tallo 1 tallo

donde:

los elementos frontera N1-s de tallo 1 o tallo 2 es una secuencia consecutiva de 1 a 6, de manera preferente de 2 a
6, de manera mas preferente de 2 a 5, ain de manera mas preferente de 3 a 5, de manera mucho mas preferente
de4a5o05N, donde cada N se selecciona independientemente de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C,
0 un analogo de nucleétido del mismo;

tallo 1 [No-2GN3zs] es una complementariedad inversa o complementariedad parcialmente inversa con el elemento
tallo 2, y es una secuencia consecutiva de entre 5 a 7 nucle6tidos; donde No-2 €s una secuencia consecutiva de 0
a 2, de manera preferente de 0 a 1, de manera mas preferente de 1 N, en donde cada N se selecciona
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independientemente de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C o un analogo de nucleétido del mismo; donde
N3-5 es una secuencia consecutiva de 3 a 5, de manera preferente de 4 a 5, de manera mas preferente de 4 N, en
donde cada N se selecciona independientemente de otro de un nucleoétido seleccionado de A, U, T, Gy C o un
analogo de nucleétido del mismo, y donde G es guanosina o un analogo de la misma, y se puede reemplazar
opcionalmente por una citidina o un analogo de la misma, con la condicién de que su citidina de nucleétido
complementaria en el tallo 2 se reemplace por guanosina;

la secuencia de bucle [No-4(U/T)No-4] se sitla entre los elementos tallo 1 y tallo 2, y es una secuencia consecutiva
de 3 a 5 nucledtidos, de manera mas preferente de 4 nucleétidos; donde cada No4 es independientemente una
secuencia consecutiva de 0 a 4, de manera preferente de 1 a 3, de manera mas preferente de 1 a 2 N, en donde
cada N se selecciona independientemente de otro de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C o un analogo
de nucledtido del mismo; y donde U/T representa uridina, u opcionalmente timidina;

tallo 2 [N3-5CNo-2] es complementariedad inversa o complementariedad parcialmente inversa con el elemento tallo
1y es una secuencia consecutiva entre 5 a 7 nucledétidos; donde Ns.s es una secuencia consecutiva de 3 a 5, de
manera preferente de 4 a 5, de manera mas preferente de 4 N, en donde cada N se selecciona independientemente
de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C o un analogo de nucleétido del mismo; donde No-2 es una secuencia
consecutiva de 0 a 2, de manera preferente de 0 a 1, de manera mas preferente de 1 N, en donde cada N se
selecciona independientemente de un nucleétido seleccionado de A, U, T, G o C o un analogo de nucleétido del
mismo; y donde C es citidina o un analogo de la misma, y se puede reemplazar opcionalmente por una guanosina
0 un analogo de la misma con la condicién de que su guanosina de nucleétido complementaria en el tallo 1 se
reemplace por citidina;

donde

tallo 1 y tallo 2 son capaces de un emparejamiento de bases entre si formando una secuencia complementaria
inversa, donde el emparejamiento de bases puede presentarse entre el tallo 1 y tallo 2, o formando una secuencia
complementaria parcialmente inversa, donde un emparejamiento de bases incompleto puede presentarse entre
tallolytallo 2,y

donde el al menos un tallo-bucle de histona se une a un tallo-bucle de una proteina de enlace (SLBP); o
composicién segun la reivindicacion 11

para su uso como medicamento.

Kit o kit de partes segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, comprendiendo el kit o kit de partes:

A) un acido nucleico que comprende o codifica para una regién codificante, donde la regién codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral NY-ESO-1 o un fragmento del mismo;

B) un &cido nucleico que comprende o codifica para una regién codificante, donde la region codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral 5T4 o un fragmento del mismo;

C) un acido nucleico que comprende o codifica para una regién codificante, donde la region codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral survinina o un fragmento del mismo;

D) un acido nucleico que comprende o codifica para una region codificante, donde la regién codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral MAGE-C1 o un fragmento del mismo;

E) un &cido nucleico que comprende o codifica para una regién codificante, donde la region codificante codifica
al menos un péptido o proteina, que comprende el antigeno tumoral MAGE-C2 o un fragmento del mismo;

donde el fragmento de NY-ESO-1, 5T4, survinina, MAGE-C1 o MAGE-C2 tiene una longitud de al menos seis
residuos aminoacidos;

donde cada secuencia de acido nucleico A, B, C, D 0 E, en la direccién 5’ a 3’, comprende o codifica para
i)

a) la region codificante

b) al menos un tallo-bucle de histona, y

) una secuencia poli(A);

i)
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a) la region codificadora
b) una secuencia poli(A); y
c¢) al menos un tallo-bucle de histona;
donde el al menos un tallo-bucle de histona en i) o ii) se selecciona de las férmulas (1) o (I1)

férmula (1) (secuencia tallo-bucle sin elementos frontera de tallo):

[No,GNj 5] {No-4(liff MNo.oJ [N55CNoo]

tallol bucle tallo 2

férmula (1) (secuencia de tallo-bucle con elementos frontera de tallo):

N, \[N0-2EN3-5J] [\NU"*(%/T)NO‘ﬁ] [N3sCNg,] Nog

elemento frontera tallo 1 bucle tallo 2 elemento frontera
tallo 1 tallo

donde:

los elementos frontera Ni-s de tallo 1 o tallo 2 es una secuencia consecutiva de 1 a 6, de manera preferente de 2 a
6, de manera mas preferente de 2 a 5, aln de manera mas preferente de 3 a 5, de manera mucho mas preferente
de 4a 505N, donde cada N se selecciona independientemente de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C,
0 un analogo de nucleoétido del mismo;

tallo 1 [No-2GNss] es una complementariedad inversa o complementariedad parcialmente inversa con el elemento
tallo 2, y es una secuencia consecutiva de entre 5 a 7 nucleétidos; donde No-2 es una secuencia consecutiva de 0
a 2, de manera preferente de 0 a 1, de manera mas preferente de 1 N, en donde cada N se selecciona
independientemente de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C o un analogo de nucleétido del mismo; donde
N3-5 es una secuencia consecutiva de 3 a 5, de manera preferente de 4 a 5, de manera mas preferente de 4 N, en
donde cada N se selecciona independientemente de otro de un nucleétido seleccionado de A, U, T, Gy C o un
analogo de nucleétido del mismo, y donde G es guanosina o un analogo de la misma, y se puede reemplazar
opcionalmente por una citidina o un analogo de la misma, con la condicién de que su citidina de nucleétido
complementaria en el tallo 2 se reemplace por guanosina;

la secuencia de bucle [No-4(U/T)No-4] se sitla entre los elementos tallo 1 y tallo 2, y es una secuencia consecutiva
de 3 a 5 nucledtidos, de manera mas preferente de 4 nucleétidos; donde cada No4 es independientemente una
secuencia consecutiva de 0 a 4, de manera preferente de 1 a 3, de manera mas preferente de 1 a 2 N, en donde
cada N se selecciona independientemente de otro de un nucleétido seleccionado de A, U, T, G y C o un analogo
de nucledtido del mismo; y donde U/T representa uridina, u opcionalmente timidina;

tallo 2 [N3-5CNo-2] es complementariedad inversa o complementariedad parcialmente inversa con el elemento tallo
1 y es una secuencia consecutiva entre 5 a 7 nucleétidos; donde Ns.5 es una secuencia consecutiva de 3 a 5, de
manera preferente de 4 a 5, de manera mas preferente de 4 N, en donde cada N se selecciona independientemente
de un nucledtido seleccionado de A, U, T, Gy C o un analogo de nucleétido del mismo; donde No-2 €s una secuencia
consecutiva de 0 a 2, de manera preferente de 0 a 1, de manera mas preferente de 1 N, en donde cada N se
selecciona independientemente de un nucleétido seleccionado de A, U, T, G o C 0 un analogo de nucledétido del
mismo; y donde C es citidina o un analogo de la misma, y se puede reemplazar opcionalmente por una guanosina
0 un analogo de la misma con la condicién de que su guanosina de nucle6tido complementaria en el tallo 1 se
reemplace por citidina;

donde

tallo 1 y tallo 2 son capaces de un emparejamiento de bases entre si formando una secuencia complementaria
inversa, donde el emparejamiento de bases puede presentarse entre el tallo 1 y tallo 2, o formando una secuencia
complementaria parcialmente inversa, donde un emparejamiento de bases incompleto puede presentarse entre
tallolytallo 2,y

donde el al menos un tallo-bucle de histona se une a un tallo-bucle de una proteina de enlace (SLBP); o
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composicién segun la reivindicacion 11
para su uso en el tratamiento de enfermedades cancerosas o tumorales.

Kit o kit de partes o composicion para su uso segun la reivindicacion 13, donde la enfermedad cancerosa o tumoral
en cancer de pulmén de células no pequefias.

Composicion farmacéutica que comprende los acidos nucleicos como se definen segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10 en relacion al kit o kit de partes o0 composicién como se define en la reivindicacion 11 y
opcionalmente un portador farmacéuticamente aceptable.

Uso del kit o kit de partes segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o composicioén segun la reivindicacion
11 para incrementar la expresion de dicho péptido o proteina codificada in vitro.

Método in vitro para incrementar la expresién de un péptido o proteina codificada que comprende las etapas de:

a) proporcionar el kit o kit de partes segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o la composicién segun la
reivindicacion 11,

b) aplicar o administrar los acidos nucleicos del kit o kit de partes o de la composicién a un sistema de expresion
libre de células, a una célula o a un tejido.

Acido nucleico seleccionado del grupo consistente en las SEQ ID NO 57 y SEQ ID NO 58.
Composicién farmacéutica que comprende un acido nucleico segun la reivindicacién 18.

Acido nucleico segun la reivindicacion 18 o composicion farmacéutica segin la reivindicacion 19 para su uso en
el tratamiento de enfermedades cancerosas o tumorales.

Acido nucleico o composicién farmacéutica segin la reivindicacion 20, donde la enfermedad cancerosa o tumoral
es cancer de pulmon de células no pequefias.
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Figura 6
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Figura 7
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ppLuc (CG)-ag-histonaSL

Figura 8
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ppLuc (CG)-ag-A64-histonaSL

Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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ppLuc(GC) - ag ~ A64 - PolioCL
gggagaaagcuugaggAUGGAGGACGCCAAGAACAUCAAGARGGGCCCGGLCGCCCUUCUA
CCCGCUGGAGGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCUCCACAAGGCCAUGAAGCGGUACGCCCU
GGUGCCGGGCACGAUCGCCUUCACCGACGCCCACAUCGAGGUCGACAUCACCUACGCGGA
GUACUUCGAGAUGAGCGUGCGCCUGGCCGAGGCCAUGAAGCGGUACGGCCUGAACACCAA
CCACCGGAUCGUGGUGUGCUCGGAGAACAGCCUGCAGUUCUUCAUGCCGGUGCUGGGCGC
CCUCUUCAUCGGCGUGGCCGUCGCCCCGECGAACGACAUCUACAACGAGCGGGAGCUGCU
GARCAGCAUGGGGAUCAGCCAGCCGACCGUGGUGUUCGUGAGCAAGAAGGGCCUGCAGAA
GAUCCUGAARCGUGCAGAAGAAGCUGCCCAUCAUCCAGARGAUCAUCAUCAUGGACAGCAA
GACCGACUACCAGGGCUUCCAGUCGAUGUACACGUUCGUGACCAGCCACCUCCCGCCGGE
CUUCAACGAGUACGACUUCGUCCCGGAGAGCUUCGACCGGGACAAGACCAUCGCCCUGAU
CAUGRACAGCAGCGGCAGCACCGGCCUGCCGAAGGGGGUGGCCCUGCCGCACCGGACCGL
CUGCGUGCGCUUCUCGCACGCCCGGGACCCCAUCUUCGGCAACCAGRUCAUCCCGGACAC
CGCCAUCCUGAGCGUGGUGCCGUUCCACCACGGCUUCGGCAUGUUCACGACCCUGGGCUA
CCUCAUCUGCGGCUUCCGGGUGGUCCUGAUGUACCGGUUCGAGGAGGAGCUGUUCCUGCG
GAGCCUGCAGGACUACAAGAUCCAGAGCGCGCUGCUCGUGCCGACCCUGUUCAGCUUCUU
CGCCAAGAGCACCCUGAUCGACAARGUACGACCUGUCGAACCUGCACGAGAUCGCCAGCGG
GGGCGCCCCGCUGAGCAAGGAGGUGGGCGAGGLCGUGGCCAAGCGGUUCCACCUCCCGGG
CAUCCGCCAGGGCUACGGCCUGACCGAGACCACGAGCGCGAUCCUGAUCACCCCCGAGGG
GGACGACAAGCCGGGCGCCCUGGGCAACGUCGUCCCGUUCUUCGAGGCCAAGGUGCUGGA
CCUGGACACCGGCAAGACCCUGGGCGUGAACCAGCGGGGCGAGCUGUGCGUGCGGGGGCC
CAUGAUCAUGAGCGGCUACGUGAACRACCCGGAGGCCACCAACGCCCUCAUCGACAAGGA
CGGCUGGCUGCACAGCGGCGACAUCGCCUACUGGGACGAGGACGAGCACUUCUUCAUCGU
CGACCGGCUGAAGUCGCUGAUCAAGUACAAGGGCUACCAGGUGGCGCCGGCCGAGCUGGA
GAGCAUCCUGCUCCAGCACCCCAACAUCUUCGACGCCGGCGUGGCCGGGCUGCCGGACGA
CGACGCCGGCGAGCUGCCGGCCGCGCUGGUGGUGCUGGAGCACGGCAAGACCAUGACGCGA
GAAGGAGAUCGUCGACUACGUGGCCAGCCAGGUGACCACCGCCAAGRAGCUGCGGGGCGG
CGUGGUGUUCGUGGACGAGGUCCCGAAGGGCCUGACCGGGAAGCUCGACGCCCGGAAGAU
CCGCGAGRUCCUGAUCAAGGCCAAGAAGGGCGGCARGAUCGCCGUGUAAgacuaguuaua
agacugacuaGCCCGAUGGGCCUCCCAACGGEGCCCUCCUCCCCUCCUUGCACCGagauua
aQuAAMANNAANAAAADNADNALAARAADARAARAADNANDANAADNANNAPAAARNNANDARAND
ARRARRUgcauCAAUUCUAAAACAGCUCUGGGGUUGUACCCACCCCAGAGGCCCACGUGG
CGGCUAGUACUCCGGUAUUGCGGUACCCUUGUACGCCUGUUUUAGAALIUT-3"

Figura 13
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ppLuc(GC) — ag ~ A64 — G30
gggagaaagcuugaggAUGGAGGACGCCAAGAACAUCAAGAAGGGCCCCCCCCCCUUCUA
CCCGCUGGAGGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCUCCACARAGGCCAUCAAGCGGUACGCCCU
GGUGCCGGECACGAUCGCCUUCACCGACGCCCACAUCGAGGUCGACAUCACCUACGCGGA
GUACUUCGAGRUGAGCGUGCGCCUGGCCGAGGCCAUGRAGCGGUACGGCCUGAACACCAA
CCACCGGAUCGUGGUGUGCUCGGAGAACAGCCUGCAGUUCUUCAUGCCGGUGCUGGGLGL
CCUCUUCAUCGGCGUGGCCGUCGCCCCGGCGAACGACAUCUACAACGAGCGGGAGCUGCU
GAACAGCAUGGGGAUCAGCCAGCCGACCGUGGUGUUCGUGAGCRAAGAAGGGCCUGCAGAA
GAUCCUGAACGUGCAGAAGAAGCUGCCCAUCAUCCAGAAGAUCAUCAUCAUGGACAGCAA
GACCGACUACCAGGGCUUCCAGUCGAUGUACACGUUCGUGACCAGCCACCUCCCGCCGGE
CUUCAACGAGUACGACUUCGUCCCGGAGAGCUUCGACCGGGACAAGACCAUCGCCCUGAU
CAUGAACAGCAGCGGCAGCACCGGCCUGCCGAAGGGGGUGGCCCUGCCGCACCGGALCCGC
CUGCGUGCGCUUCUCGCACGCCCGGGACCCCAUCUUCGGCAACCAGAUCAUCCCGGACAC
CGCCAUCCUGAGCGUGGUGCCGUUCCACCACGGCUUCGGCAUGUUCACGACCCUGGGCUA
CCUCAUCUGCGGCUUCCGGGUGGUCCUGAUGUACCGGUUCGAGGAGGAGCUGUUCCUGCG
GAGCCUGCAGGACUACAAGAUCCAGAGCGCGCUGCUCGUGCCGACCCUGUUCAGCUUCUU
CGCCAAGAGCACCCUGAUCGACAAGUACGACCUGUCGAACCUGCACGAGAUCGCCAGCGG
GGGCGCCCCGCUGAGCAAGGAGGUGGGCGAGGLLCGEUGGCLCAAGCGGUUCCACCUCCCGGE
CAUCCGCCAGGGCUACGGCCUGACCGAGACCACGAGCGCGAUCCUGAUCACCCCCGAGGG
GGACGACAAGCCGGGCGCCGUGGGCAAGGUGGUCCCGUUCUUCGAGGCCAAGGUGGUGGA
CCUGGACACCGGCAAGACCCUGGGCGUGAACCAGCGGGGLCGAGCUGUGCGUGCGGGGGCC
GAUGAUCAUGAGCGGCUACGUGAACAACCCGGAGGCCACCAACGCCCUCAUCGACAAGGA
CGGCUGGCUGCACAGCGGCGACAUCGCCUACUGGCACGAGGACGAGCACUUCUUCAUCGU
CGACCGGCUGAAGUCGCUGAUCAAGUACAAGGGCUACCAGGUGGCGCCGGCCGAGCUGGA
GAGCAUCCUGCUCCAGCACCCCAACAUCUUCGACGCCGGLGUGGCCGGGCUGCCGGACGA
CGACGCCGGCGAGCUGCCGGCCGCGGUGGUGGUGCUGGAGCACGGCARGACCAUGACGGA
GAAGGAGAUCGUCGACUACGUGGCCAGCCAGGUGACCACCGCCAAGAAGCUGCGGGGCGG
CGUGGUGUUCGUGGACGAGGUCCCGAAGGGCCUGACCGGGAAGCUCGACGCCCGGAAGAU
CCGCGAGAUCCUGAUCRAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGAUCGCCGUGUAAgacuaguuaua

agacugacuaGCCCGAUGGGCCUCCCAACGGGCCCUCCUCCCCUCCUUGCACCGagauua

ARAAARUGCAUGGGGGGGGEEGGGGEGECGCEEEEEGGGEGG-3"

Figura 14

110



ES 2739 649 T3

Figura 15
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Figura 16

112



ES 2739 649 T3

Figura 17
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NY-ESO-1(GC) — ag - A64 - C30
GGGAGAAAGCUUACCAUGCAGGCCGAGGGCCGCGGCACCGGCEECUCGACCGGCGACGLT
GACGGGCCCGGCGGCCCGGGCAUCCCGGACGGCCCGGGCGGGAACGCGGGCGGCCCGGGE
GAGGCCGGCGCCACTCGGCGGGLGGGGCCCGLGEEELECLGEGCEGCCGCCCGGGCGAGCGGT
CCCGGCGGGGGCGCCCCGLGGGGCCCGCACGGCGGCGCCGCCAGCGGCCUGAACGGGUGT
UGCCGGUGCGGCGCCCGCGGCCCGGAGAGCCGGCUCCUGGAGUUCUACCUGGCCAUGCCG
UUCGCGACCCCGAUGGAGGCCGAGCUGGCCCGGCGGAGCCUGGCCCAGGACGCCCCGLCG
CUGCCCGUGCCGGGCGUGCUCCUGAAGGAGUUCACGGUGAGCGGCAACAUCCUGACCAUC
CGGCUGACCGCCGCGGACCACCGGCAGCUGCAGCUGUCGAUCAGCAGCUGCCUCCAGCAG
CUGAGCCUGCUGAUGUGGAUCACCCAGUGCUUCCUGCCGGUGUUCCUGGCCCAGCCGCCC
AGCGGCCAGCGCCGGUGAccacuaguuauaagacugacuaGCCCGAUGGECCUCCCAACG
GGCCCUCCUCCCCUCCUUGCACCGagauuaauARARAAAAAAAAAAARAAARARRARARRA
AAAAARAADAAABMNAARAAARDAAARAAAARAARAARUAUUCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
CCCCCCCCCCucuagacaauuggaauu

Figura 18

NY-ESO-1(GC)-ag-A64-C30-histonaSL

GGGAGAAAGCUUACCAUGCAGGCCGAGGGCCGCGGCACCGGLGGCUCGACCGGCGACGCC
GACGGGCCCGGCEGCCCGGGCAUCCCGGACGGCCCGEGCGGGAACGCGGGCGGCCCGGGT
GAGGCCGGCGCCACCGGCGGGLCGGGEGLCCGCGGGGCGCCGGLGCCGCCCGGGCGAGCGGT
CCCGGCGGGGGCGCCCCGCGGGGCCCGCACGGCGGCGCCGCCAGCGGCCUGAACGGGUGC
UGCCGGUGCGGCGCCCGCGGCCCGGAGAGCCGGCUCCUGGAGUUCUACCUGGCCAUGCCG
UUCGCGACCCCGAUGGAGGCCGAGCUGGCCCGGCGGAGCCUGGCCCAGGACGCCCCGCCG
CUGCCCGUGCCGGGCGUGCUCCUGAAGGAGUUCACGGUGAGCGGCAACAUCCUGACCAUC
CGGCUGACCGCCGCGGACCACCGGCAGCUGCAGCUGUCGAUCAGCAGCUGCCUCCAGCAG
CUGAGCCUGCUGAUGUGGAUCACCCAGUGCUUCCUGCCGGUGUUCCUGGCCCAGCCGCCC
AGCGGCCAGCGCCGGUGAccacnagunauaagacugacuaGCCCGAUGGGCCUCCCAACG
GGCCCUCCUCCCCUCCUUGCACCGagauuaauAAAAAAADARARAARAAAARAAAAAAARR
ARABRRAAAPADMANANARDANARNAAARAADAAAARAAUGCAUCCCCCCCCCCCCCCCLCCLC
CCCCCCCCCCCCAAAGGCUCUUUUCAGAGCCACCAggaauu

Figura 19
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Survivina(GC)-ag-A64-C30-histonaSL
GGGAGAAAGCUUACCAUGGGCGCCCCCACCCUGCCGCCGGCCUGGCAGCCGUUCCUCAAG
GACCACCGCAUCUCGACCUUCAAGAACUGGCCGUUCCUGGAGGGCUGCGCGUGCACCCCG
GAGCGGAUGGCCGAGGCCGGCUUCAUCCACUGCCCCACCGAGAACGAGCCGGACCUGGLC
CAGUGCUUCUUCUGCUUCAAGGAGCUGGAGGGCUGGGAGCCGGACGACGACCCGAUCGAG
GAGCACAAGRAGCACAGCAGCGGCUGCGCCUUCCUGAGCGUGAAGAAGCAGUUCGAGGAG
CUGACGCUCGGGGAGUUCCUGAAGCUGGACCGGGAGCGGGCCAAGAACAAGAUCGCGAAG
GAGACCAACAACAAGAAGARGGAGUUCGAGGAGACCGCCAAGAAGGUGCGGCGGGCCAUC
GAGCAGCUGGCCGCCAUGGACUGAccacuaguuauaagacugacuaGCCCGAUGGGCCUC
CCAACGGGCCCUCCUCCCCUCCUUGCACCGagauuaauAAAAAARARARARNARADARRNR

ARARAAAAAAAAANAAARAAARDAARAARARARAARAAAAARAAUgCcauCCCCCCCCCCCCC
CCCCCCCCCCCCCCCCCCAAAGGCUCUUUUCAGAGCCACCAGAAUU-3"

Figura 20
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MAGE-C1(GC)-ag-A64-C30-histonaSL

Figura 21
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- H

ppluc (CG) ~ag-histonaSL ‘%

Ve

48 horas

ppLuc (CG) ~ag-A64 ........... Ml 24 horas

e
[1 6 horas
ppLuc (CG) —ag .......... e .
M
ARN de control g
L] L] L L] :
102 103 - 100 109 10 ppluc [RLU]

media, SD

Figura 22

117



ES 2739 649 T3

histonaSL - A250

A64-histonaSL

histonaSL ......

48 horas
A300 .......... B o) horas
- 6 horas
RM20 ...........
ppluc(GC) - ag ... A6 ... .......

ARN de control

ppluc [RLU]

media, SD

Figura 23

118



p. T

AG4

h6d

Ab4

AG4

A64

AG4

=~ 8L ...,

- PolioCL .

- aCPSL ...

[ - S

A64-histonaSL
histonaSL o
ppluc(GC} - ag ... A6 ...........

AFN de control

ES 2739 649 T3

e e ey

e ]

LIRSS SRE LIRS RERS SIS

Figura 24

119

48 horas
B 24 horas
[ 6 horas

ppLuc [RLU]

media,

SD



ES 2739 649 T3

expresién de luciferasa in vivo
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