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ES 2 340 499 T3

DESCRIPCION

ARNm de antigeno tumoral estabilizado con un contenido de G/C aumentado.

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que contiene un ARNm estabilizado por modifi-
caciones de secuencia en el campo traducido y optimizado para la traduccion, asi como a este ARNm estabilizado. La
composicién farmacéutica segiin la invencién es especialmente adecuada como vacuna.

La terapia genética y la vacunacién genética son procedimientos médicos moleculares cuya aplicacién en la terapia
y la prevencioén de enfermedades tendran considerables efectos sobre la practica médica. Ambos procedimientos se
basan en la introduccién de dcidos nucleicos en las células o en tejidos del paciente, asi como en el subsiguiente proce-
samiento de la informacién codificada por los dcidos nucleicos introducidos, es decir la expresion de los polipéptidos
deseados.

El método habitual para los procedimientos existentes hasta la fecha en la terapia genética y la vacunacion genética
es la utilizacién de ADN para introducir la informacién genética requerida en la célula. En este contexto se han
desarrollado diferentes procedimientos para la introducciéon de ADN en las células, por ejemplo transfeccién con
fosfato calcico, transfeccién con polipreno, fusién de protoplastos, electroporacién, microinyeccién y lipofeccion,
donde especialmente la lipofeccién resulté ser un procedimiento adecuado.

Otro método especialmente propuesto en los procedimientos de vacunacion genética es la utilizacién de ADN-virus
como vehiculos para el ADN. Tales virus tienen la ventaja de que, debido a sus caracteristicas infecciosas, se puede
conseguir un coeficiente de transfeccién muy alto. Los virus utilizados se modifican genéticamente de manera que en
la célula transfectada no se forman particulas infecciosas activas. Sin embargo, a pesar de esta medida de precaucion,
no se puede excluir un cierto riesgo de propagacién incontrolada de los genes de efecto en la terapia génica asi como
los virales introducidos debido a posibles eventos de recombinacion.

Normalmente, el ADN introducido en la célula se integra en cierta medida en el genoma de la célula transfectada.
Por un lado, este fendmeno puede tener un efecto deseado, ya que se puede conseguir asi una actividad de larga
duracién del ADN introducido. Por otro lado, la integracién en el genoma trae consigo un considerable riesgo para
la terapia genética. Asi, por ejemplo, se puede producir una insercién del ADN incorporado en un gen intacto, lo
que representa una mutacion que obstaculiza la funcién del gen endégeno o incluso la anula por completo. Debido a
tales eventos de integracion se pueden anular, por un lado, sistemas enziméticos vitales para la célula y, por otro lado,
también existe el peligro de una transformacién de la célula asi modificada en un estado de degeneracién cuando,
debido a la integracion del ADN extrafio, se modifica un gen decisivo para la regulacién del crecimiento celular. Por
esta razén, cuando se utilizan ADN-virus como agentes terapéuticos genéticos y vacunas no se puede excluir un riesgo
de desarrollo de cancer. En este contexto también se ha de tener en cuenta que, para la expresion efectiva de los genes
introducidos en la célula, los vehiculos de ADN correspondientes también contienen un fuerte promotor o el promotor
de CMV viral. La integracion de tales promotores en el genoma de la célula tratada puede conducir a modificaciones
no deseadas de la regulacion de la expresion genética en la célula.

Otra desventaja de la utilizaciéon de ADN como agente terapéutico genético y vacuna es la induccién de anticuerpos
patégenos anti-ADN en el paciente, provocando una reaccion inmunoldgica posiblemente letal.

Al contrario que el ADN, la utilizacién de ARN como agente terapéutico genético o vacuna se puede considerar
considerablemente mds segura. En especial, el ARN no presenta el peligro de integrarse de forma estable en el geno-
ma de la célula transfectada. Ademads, no son necesarias secuencias virales como promotores para una transcripcion
efectiva. Adicionalmente, el ARN se desintegra in vivo de forma considerablemente mas sencilla. Quizas debido al
periodo de semidesintegracion relativamente corto del ARN frente al ADN en el sistema sanguineo, no se han detecta-
do hasta la fecha anticuerpos anti-ARN. Por esta razén, el ARN puede considerarse como una molécula opcional para
los procedimientos de la terapia médica molecular.

No obstante, los procedimientos médicos que se basan en sistemas de expresion de ARN todavia requieren, antes
de una aplicacién mdas amplia, la solucién de algunos problemas basicos. Uno de los problemas al utilizar el ARN es la
transferencia segura, eficiente especificamente en cuanto a la célula o bien el tejido, del acido nucleico. Debido a que
normalmente el ARN resulta muy inestable en solucién, con los procedimientos tradicionales que se utilizan para el
ADN hasta la fecha el ARN no ha podido utilizarse o se ha utilizado con una gran ineficacia como agente terapéutico
0 vacuna.

En cuanto a la inestabilidad son responsables las enzimas de desintegracion del ARN, las llamadas RNAsas (ri-
bonucleasas). Incluso las impurezas més pequefias de ribonucleasas bastan para desintegrar por completo el ARN en
solucién. La desintegracion natural del ARNm en el citoplasma celular estd sujeta a una regulacién muy fina. A este
respecto, se conocen diversos mecanismos. Asi, para un ARNm funcional tiene una importancia decisiva la estructura
terminal. En el extremo 5 se encuentra la llamada estructura “cap” (caperuza) (un nucleétido de guanosina modifi-
cado) y en el extremo 3’ una secuencia de hasta 200 nucledtidos de adenosina (la llamada cola poli A). A través de
estas estructuras se reconoce el ARN como ARNm y se regula la desintegracion. Ademas, existen otros procesos que
estabilizan o desestabilizan el ARN. Muchos de estos procesos todavia no son conocidos, sin embargo, con frecuen-
cia parece decisivo para ello una interaccién entre el ARN y las proteinas. Por ejemplo, se describié hace poco un
“mRNA-Surveillance-System” (sistema de control de ARNm) (Hellerin y Parker, Amun. Rev. Genet 1999, 33: 229
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a 260) en el que se conocen, debido a determinadas interacciones de proteinas “feedback” (retroalimentacion) en el
citosol, ARNm incompletos o “nonsense” (sin sentido) a los que se proporciona acceso para la desintegracién, donde
una parte principal de este proceso es llevado a cabo por exonucleasas.

En la técnica actual se han propuesto algunas medidas para aumentar la estabilidad del ARN y, por tanto, hacer
posible su utilizacién como sustancia terapéutica genética o como vacuna de ARN.

En este contexto, la WO 98/34640 describe moléculas de ADN, pero sélo sintéticas, que codifican HIV gag y
modificaciones de HIV gag. Las moléculas dadas a conocer en la WO 98/34640 se pueden utilizar como vacunas
de polinucleétido que posibilitan una profilaxis inmunolédgica efectiva contra el HIV por estimulaciéon de anticuerpos
neutralizadores e inmunidad por mediacién celular. Sin embargo, la WO 98/34640 no describe ningtin tipo de aumento
0 maximizacién del contenido de G/C de las moléculas de ADN sintéticas codificadoras, ni ninguna molécula de
ARNm modificada y utilizada en este sentido.

La WO 97/48370 también describe moléculas de ADN sintéticas que codifican un péptido o proteina, en particular
HIV env y también modificaciones de HIV env. Pero la WO 97/48370 tampoco describe ningtin tipo de aumento o
maximizacién del contenido de G/C de las moléculas de ADN sintéticas codificadoras, ni ninguna modificacién de las
moléculas de ARNm utilizadas en este sentido.

En la EP-A-1083232 se propone para solucién del problema arriba enunciado de la inestabilidad del ARN ex vivo,
un procedimiento para la introduccién de ARN, especialmente ARNm, en células y organismos en los que el ARN
existe en forma de un complejo con una proteina o un péptido catiénico. También se da a conocer la utilizacién de
estos complejos para la terapia contra el cancer, en cuyo caso el ARNm codifica antigenos tumorales.

La WO 99/14346 describe otros procedimientos para la estabilizaciéon del ARNm. En particular, se proponen
modificaciones del ARN que estabilizan las especies de ARNm frente a la desintegracion por las RNAsas. Tales
modificaciones afectan, por un lado, a la estabilizacién por modificaciones de secuencia, especialmente reduccién
del contenido de C y/o U, mediante la eliminacién o sustitucién de bases. Por otro lado, se proponen modificaciones
quimicas, en especial la utilizacién de andlogos de nucleétidos, asi como grupos de bloqueo 5° y 3’, una mayor longitud
de la cola poli-A, asi como la formacién de complejos del ARNm con medios de estabilizacién y combinaciones de
las medidas indicadas.

En las patentes de Estados Unidos US 5.580.859 y US 6.214.804 se describen, entre otros, dentro del marco de
la “terapia genética transiente” (TGT), vacunas y sustancias terapéuticas de ARNm. Se describen diferentes medidas
para aumentar la eficacia de la traduccién y la estabilidad del ARNm, medidas que se refieren, sobre todo, a regiones
de secuencias no traducidas.

Bieler y Wagner (en: Schleef (Hrsg.), Plasmids for Therapy and Vaccination, capitulo 9, paginas 147 a 168, Wiley-
VCH, Weinheim, 2001) informan sobre la utilizacién de genes sintéticos en conexién con métodos terapéuticos genéti-
cos utilizando vacunas de ADN y vectores lentivirales. Se describe la construccién de un gen gag sintético derivado de
HIV-1 en el que se modifican los codones frente a la secuencia del tipo salvaje (utilizacidn alternativa de codones, ingl.
“codon usage”) de manera que se corresponda con la utilizacién de codones que se puede encontrar en genes altamente
expresados de mamiferos. Asi se reduce especialmente el contenido de A/T frente a la secuencia del tipo salvaje. En
particular, los autores observaron un mayor coeficiente de expresion del gen gag sintético en las células transfecta-
das. Ademads, se observé en ratones una mayor formacioén de anticuerpos contra la proteina gag en el caso de ratones
inmunizados con el constructo de ADN sintético y también una mayor liberacién de citoquinas in vitro con células
transfectadas del bazo de ratones. Finalmente, pudo observarse una induccién de una reaccién inmunoldgica citotoxica
en ratones inmunizados con el pldsmido de expresién gag. Los autores de este articulo atribuyen las mejores carac-
teristicas de esta vacuna de ADN esencialmente a una modificacién del transporte nicleo-citoplasmatico del ARNm
expresado de la vacuna de ADN, modificacién provocada por la utilizacién optimizada de codones. Por el contrario, los
autores consideran que el efecto de la utilizacién modificada de codones sobre la eficacia de la traduccién es pequeiio.

Por tanto, el objetivo de la presente invencidn consiste en proporcionar un nuevo sistema para la vacunacién
genética que elimina las desventajas relacionadas con las caracteristicas de las sustancias terapéuticas y vacunas de
ADN y aumenta la efectividad de las sustancias terapéuticas basadas en especies de ARN.

Este objetivo se alcanza segtn las formas de realizacidn caracterizadas en las reivindicaciones de la presente
invencion.

En particular, se propone un ARNm modificado de acuerdo con la invencidn, asi como un compuesto farmacéutico
que contiene un ARNm modificado de este tipo junto con un excipiente y/o vehiculo farmacéuticamente compatible,
donde el ARNm segtin la invencién modificado codifica al menos un péptido o un polipéptido de antigeno tumoral,
mostrando la secuencia del ARNm, especialmente en el campo que codifica al menos un péptido o un polipéptido, en
comparacion al ARNm del tipo salvaje, la siguiente modificacion.

El contenido en G/C del campo que codifica el péptido o polipéptido del ARNm segtin la invencién modificado
es mayor que el contenido en G/C del campo de codificacién del ARNm de tipo salvaje que codifica el péptido o el
polipéptido, permaneciendo la secuencia del aminoécido codificada sin modificar frente al tipo salvaje.
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Esta modificacion se basa sobre el hecho de que para una traduccién eficiente de un ARNm el desarrollo de la
secuencia del campo del ARNm a traducir es esencial. Aqui juegan un papel importante la composicion y la secuencia
de los diferentes nucle6tidos. Especialmente, las secuencias con un mayor contenido de G(guanosina)/C(citosina) son
mads estables que las secuencias con un mayor contenido de A(adenosina)/U(uridina). Por lo tanto, segin invencién
se varfan los codones frente al ARNm del tipo salvaje manteniendo la secuencia traducida del aminodcido, de forma
que contienen una mayor cantidad de nucledtidos de G/C. Debido a que varios codones codifican uno y el mismo
aminodcido (degeneracion del cédigo genético), es posible determinar los codones mds favorables para la estabilidad
(utilizacién alternativa de codones, ingl. “codon usage”).

Dependiendo del aminoécido a codificar por el ARNm modificado segtn la invencién son factibles diferentes
posibilidades para la modificacién de la secuencia de ARNm frente a la secuencia del tipo salvaje. En el caso de
aminodcidos codificados por codones que contienen exclusivamente nucledtidos G 6 C, no es necesaria ninguna mo-
dificacién del codon. Asi, los codones para Pro (CCC 6 CCG), Arg (CGC 6 CGC), Ala (GCC 6 GCG) y Gly (GGC 6
GGG) no requieren ninguna modificacién, ya que no existen ni A ni U.

En los siguientes casos se modifican los codones que contienen nucleétidos de A y/o U mediante la sustitucién de
otros codones que codifican los mismos aminoécidos pero no contienen ningiin A y/o U. Ejemplos son:

Los codones para Pro pueden modificarse de CCU 6 CCA a CCC 6 CCG;
- los codones para Arg pueden modificarse de CGU 6 CGA 6 AGA 6 AGG a CGC 6 CGG;

- los codones para Ala pueden modificarse de GCU 6 GCA a GCC 6 GCG;

los codones para Gly pueden modificarse de GGU 6 GGA a GGC 6 GGG.

Aunque en otros casos los nucleétidos de A o U no pueden eliminarse de los codones, sin embargo es posible
reducir el contenido de A y U mediante la utilizacién de codones que contienen menos nucledtidos A y/o U. Por
ejemplo:

Los codones para Phe pueden modificarse de UUU a UUC;

- los codones para Leu pueden modificarse de UUA, CUU 6 CUA a CUC 6 CUG;

- los codones para Ser pueden modificarse de UCU 6 UCA 6 AGU a UCC, UCG 6 AGC;

- el codén para Tyr puede modificarse de UAU a UAC;

- el codén de terminacién UAA puede modificarse a UAG 6 UGA;

- el codén para Cys puede modificarse de UGU a UGC;

- el codén His puede modificarse de CAU a CAC;

- el coddn para Gln puede modificarse de CAA a CAG;

- los codones para Ile pueden modificarse de AUU 6 AUA a AUC;

- los codones para Thr pueden modificarse de ACU 6 ACA a ACC 6 ACG;

- el coddn para Asn puede modificarse de AAU a AAC;

- el coddn para Lys puede modificarse de AAA a AAG;

- los codones para Val pueden modificarse de GUU 6 GUA a GUC 6 GUG;

- el coddn para Asp puede modificarse de GAU a GAC;

- el codén para Glu puede modificarse de GAA a GAG.

En el caso de los codones para Met (AUG) y Trp (UGG), por el contrario, no existe ninguna posibilidad de
modificacién de la secuencia.
Por supuesto, las sustituciones arriba indicadas pueden utilizarse por separado, pero también en todas las combi-

naciones posibles para aumentar el contenido de G/C del ARNm modificado frente a la secuencia original. Asi, por
ejemplo, se pueden modificar todos los codones para Thr que se presentan en la secuencia (del tipo salvaje) original a
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ACC (o0 ACQ). Preferentemente, sin embargo, se utilizan combinaciones de las posibilidades anteriores de sustitucion,
como por ejemplo:

- Sustitucién de todos los codones que codifican Thr en la secuencia original por ACC (6 ACG) y sustitucion de
todos los codones que codifican originalmente Ser por UCC (6 UCG 6 AGC);

- sustitucién de todos los codones que codifican Ile en la secuencia original por AUC y sustitucién de todos los
codones que codifican originalmente Lys por AAG y sustitucién de todos los codones que codifican original-
mente Tyr por UAC;

- sustitucién de todos los codones que codifican Val en la secuencia original por GUC (6 GUG) y sustitucién de
todos los codones que codifican originalmente Glu por GAG y sustitucién de todos los codones que codifican
originalmente Ala por GCC (6 GCQG) y sustitucién de todos los codones que codifican originalmente Arg por
CGC (6 CGQG);

- sustitucién de todos los codones que codifican Val en la secuencia original por GUC (6 GUG) y sustitucién de
todos los codones que codifican originalmente Glu por GAG y sustitucién de todos los codones que codifican
originalmente Ala por GCC (6 GCQ) y sustitucién de todos los codones que codifican originalmente Gly por
GGC (6 GGQ) y sustitucién de todos los codones que codifican originalmente Asn por AAC;

- sustitucién de todos los codones que codifican Val en la secuencia original por GUC (6 GUG) y sustitucion de
todos los codones que codifican originalmente Phe por UUC y sustitucién de todos los codones que codifican
originalmente Cys por UCG vy sustitucion de todos los codones que codifican originalmente Leu por CUG (6
CUCQC) y sustitucion de todos los codones que codifican originalmente Gln por CAG y sustitucion de todos los
codones que codifican originalmente Pro por CCC (6 CCQG); etc.

Preferentemente el contenido de G/C del campo del ARNm segtin la invenciéon modificado que codifica el péptido
o bien el polipéptido se incrementa en como minimo un 7%, con especial preferencia en como minimo un 15%, en
particular en como minimo un 20%, con respecto al contenido de G/C del campo codificado del ARNm de tipo salvaje
que codifica el polipéptido. En este contexto es especialmente preferente aumentar al maximo el contenido de G/C del
ARNm modificado, especialmente en el campo que codifica como minimo un péptido o polipéptido, en comparacién
con la secuencia del tipo salvaje.

Otras modificaciones posibles no correspondientes a la invencién del ARNm contenido en la composicién farma-
céutica caracterizada en la presente invencion se basan en el conocimiento de que la eficacia de traduccién también
queda determinada por una frecuencia diferente en la presencia de los ARNt en las células. Si, por tanto, en una
secuencia de ARN aparecen en mayor cantidad los 1llamados codones “raros”, el ARNm correspondiente se traduce
claramente peor que en el caso para los ARNt relativamente “frecuentes”, donde existen codones de codificacion.

Asi, en el ARNm modificado (incluido en la composicién farmacéutica), el campo que codifica el péptido o el
polipéptido se puede modificar frente al correspondiente campo del ARNm de tipo salvaje de tal forma que como
minimo un codén de la secuencia del tipo salvaje que codifica un ARNt relativamente raro en la célula se cambia
por un codén que codifica un ARNt relativamente frecuente en la célula que lleva el mismo aminodcido que el ARNt
relativamente raro.

Mediante esta modificacién no correspondiente a la invencién se modifican las secuencias de ARNm de manera
que se intercalan codones para los cuales estdn disponibles ARNt frecuentes.

Cudles son los ARNt que se presentan con relativa frecuencia en la célula y cudles son aquellos que, frente a éstos,
son relativamente raros, es bien conocido por el técnico en la materia; véase por ejemplo Akashi, Curr. Opin. Genet.
Dev. 2001, 11(6): 660-666.

Mediante esta modificaciéon no correspondiente a la invencidn, de acuerdo con la invencién se pueden cambiar
todos los codones de la secuencia del tipo salvaje que codifican un ARNt relativamente raro en la célula, por, en
cada caso, un codén que codifica un ARNt relativamente frecuente en la célula y que lleva, en cada caso, el mismo
aminodcido que el ARNt relativamente raro.

Segtn la invencidn tiene especial preferencia vincular el contenido de G/C secuencial, especialmente miximo,
incrementado segtn la invencién en el ARNm modificado con los codones “frecuentes” sin modificar la secuencia del
aminodcido del péptido o el polipéptido (uno o varios) codificado por el campo de codificacion del ARNm. Este tipo
de realizacién preferente proporciona un ARNm traducido y estabilizado de manera especialmente eficiente para la
composicion farmacéutica segin la invencion.

En las secuencias de ARNm eucaridtico existen elementos de secuencia desestabilizantes (DSE) en los que se
enlazan proteinas sefial que regulan la desintegracion enzimatica del ARNm in vivo. Por esta razén, para una mayor
estabilizacién del ARNm modificado incluido en la composicién farmacéutica segtin la invencion, se realizan, en caso
dado, para el campo de codificacién de como minimo un péptido o un polipéptido, una o varias modificaciones frente
al correspondiente campo del ARNm de tipo salvaje, de manera que no estd incluido ningtin elemento de la secuencia
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desestabilizadora. Naturalmente, también es preferente eliminar del ARNm segtn la invencién los DSE eventualmente
presentes en los campos no traducidos (UTR 3’ y/6 57).

Tales secuencias desestabilizadoras son, por ejemplo, secuencias ricas en AU (“AURES”), presentes en los seg-
mentos UTR 3’ de mdltiples ARNm inestables (Caput y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 1986, 83: 1670 a 1674).
Por tanto y preferentemente, las moléculas de ARN segtin la invencién incluidas en la composicion farmacéutica segtin
la invencidn se modifican de tal forma frente al ARNm de tipo salvaje que no contienen ninguna de tales secuencias
desestabilizadoras. Esto es aplicable también para aquellos motivos de secuencia que son reconocidos por posibles
endonucleasas, por ejemplo la secuencia GAACAAG incluida en el segmento 3’ UTR del gen que codifica el receptor
de la transferrina (Binder y col., EMBO J. 1994, 13: 1969 a 1980). Preferentemente también se eliminan estos motivos
de secuencia del ARNm modificado de la composicién farmacéutica segiin la invencion.

El técnico en la materia conoce diferentes procedimientos adecuados para la sustituciéon de codones en el ARNm
modificado segun la invencion. En el caso de campos de codificacién mds cortos (que codifican péptidos bacterianos
antigénos) se puede sintetizar, por ejemplo, todo el ARNm de forma quimica utilizando técnicas estdndar.

Sin embargo, preferentemente se introducen sustituciones de bases utilizando una matriz de ADN para la pro-
duccién del ARNm modificado con ayuda de técnicas de mutagénesis precisa usuales (Maniatis y col., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 3* edicion, Cold Spring Harbor, NY, 2001).

Por tanto, en este procedimiento se transcribe in vitro una molécula de ADN correspondiente para la produccién
del ARNm segun la invencién. Esta matriz de ADN tiene un promotor adecuado, por ejemplo un promotor de T7 6
SP6, para la transcripcion in vitro, al que siguen la secuencia de nucleétidos deseada para el ARNm a producir y una
sefial de terminacién para la transcripcidn in vitro. La molécula de ADN que constituye la matriz del constructo del
ARN a producir, se puede obtener mediante un crecimiento fermentativo y subsiguiente aislamiento como parte de un
pldsmido replicable en bacterias. Como plasmidos adecuados para la presente invencion se pueden citar, por ejemplo,
los plasmidos pT7T (niimero de acceso al banco de genes U26404; Lai y col., Development 1995, 121: 2349 a 2360),
la serie pPGEM®, por ejemplo pGEM®-1 (ntimero de acceso al banco de genes X65300; de Promega) y pSP64 (ntimero
de acceso al banco de genes X65327); véase también Mezei y Storts, Purification of PCR Products, en Griffen und
Griffen (Editores), PCR Technology (tecnologia de PCR): Current Innovation, CRC Press, Boca Raton, FL, 2001.

Asi, es posible clonar, utilizando oligonucledtidos de ADN sintéticos cortos, conteniendo en las intersecciones
que se producen transiciones cortas de un solo ramal, o mediante genes producidos por sintesis quimica segin un
método molecular-bioldgico conocido por el técnico en la materia, la secuencia deseada de nucleétidos en un pldsmido
adecuado (véase Maniatis y col, s.0.). Después se recorta la molécula del plasmido, en el que puede estar presente en
copia simple o multiple, mediante digestién con endonucleasas de restriccion.

El ARNm modificado segtin la invencién incluido en la composicién farmacéutica segin invencién puede tener
ademads una estructura “Cap” en 5’ (un nucleétido modificado de guanosina). Como ejemplo de estructuras “Cap”
pueden mencionarse m7G(5”)ppp (5’ (A,G(5”)ppp(5)A y G(5”)ppp(5)G.

Segtin otra forma de realizacién preferente de la presente invencién, el ARNm segin la invencién modificado
contiene una cola poliA de como minimo 50 nucleétidos, preferentemente de como minimo 70 nucledtidos, con
especial preferencia de como minimo 100 nucleétidos, en particular de como minimo 200 nucleétidos.

Para una traduccién eficiente del ARNm segtin la invencién es necesario, ademads, un enlace efectivo de los riboso-
mas en la posicion de enlace ribosémica (secuencia Kozak: GCCGCCACCAUGG, el AUG forma el coddn de inicio).
En este sentido se ha detectado que un mayor contenido de A/U alrededor de esta posicién hace posible un enlace mas
eficiente de los ribosomas con el ARN.

Ademas, es posible incluir en el ARNm segtin la invencién modificado uno o varios de los llamados IRES (ingl.
“internal ribosomal entry side” - sitio de entrada ribosomal interno). Asi, un IRES puede actuar como tinica posicién de
enlace para ribosomas, sin embargo, también puede servir para proporcionar un ARNm que codifica varios péptidos
o polipéptidos a traducir, de forma separada, por los ribosomas (“ARN multicistronico). Ejemplos de secuencias
IRES que se pueden utilizar segun la invencién son aquellas de picornavirus (por ejemplo FMDV), virus de la peste
(CFFV), virus de la poliomelitis (PV), virus de la encefalomiocarditis (ECMV), virus de la fiebre aftosa (FMDV),
virus de la hepatitis C (HCV), virus clasicos de la fiebre porcina (CSFV), virus de leucoma murino (MLV), virus de la
inmunodeficiencia del simio (SIV) o virus de la pardlisis de Cricket (CrPV).

Segtin otra forma de realizacién preferente de la presente invencion, el ARNm segin la invencién modificado
tiene, en las zonas no traducidas de 5° y/o 3’, secuencias de estabilizacién que son capaces de aumentar el periodo de
semidesintegraciéon del ARNm en el citosol.

Estas secuencias de estabilizacion pueden tener una homologia de secuencia al 100% con las secuencias naturales
que se presentan en los virus, bacterias y eucariotas; sin embargo, también pueden ser parcial o completamente de
naturaleza sintética. Como ejemplo de secuencias de estabilizacién que se pueden utilizar en la presente invencion se
pueden citar las secuencias no traducidas (UTR) del gen de la globina 3, por ejemplo de homo sapiens 6 de xenopus
laevis. Otro ejemplo de secuencia de estabilizacion tiene la férmula general (C/U)CCAN,CCC(U/A)Py,UC(C/U)CC
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contenida en el UTR 3’ del ARNm muy estable que codifica a-globina, @-(1)-coldgeno, 15-lipoxigenasa o tirosina-
hidroxilasa (véase Holcik y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1997, 94: 2410 a 2414). Naturalmente, tales secuencias de
estabilizacién pueden utilizarse por separado o en combinacién entre si o también en combinacidn con otras secuencias
de estabilizacién conocidas por el técnico en la materia.

Para una mayor estabilizacion del ARNm segin la invencién modificado se prefiere, ademads, que éste tenga como
minimo un nucleétido andlogo de procedencia natural. Esto se debe al hecho de que las enzimas que desintegran el
ARN y existen en las células reconocen como sustrato, de preferencia, los nucledtidos de procedencia natural. Por
tanto, mediante la introducciéon de andlogos de nucledtidos es posible dificultar la desintegracion del ARN, donde
la accion sobre la eficacia de traduccién al introducir estos andlogos, especialmente en la zona de codificacién del
ARNm, puede tener un efecto positivo o negativo sobre la eficacia de traduccion.

En un listado de ninglin modo limitativo se pueden nombrar como ejemplos de andlogos de nucleétidos a utilizar
segun invencién fosfo-amidatos, fosfo-tioatos, nucleétidos de péptidos, metil-fosfonatos, 7-desazaguanosina, 5-metil-
citosina e inosina. La produccion de tales andlogos es conocida por el técnico en la materia, por ejemplo de las patentes
US 4.373.071, 4.401.796, 4.415.732, 4.458.066, 4.500.707, 4.668.777, 4.973.679, 5.047.524, 5.132.418, 5.153.319,
5.262.530 y 5.700.642. Segitin la invencidn, tales andlogos pueden estar presentes en zonas traducidas y no traducidas
del ARNm segtn la invencién modificado.

Ademds, es posible mejorar la transferencia efectiva del ARNm segtn la invencién modificado a las células a tratar
o al organismo a tratar mediante la asociacién del ARNm modificado con una proteina o un péptido catiénico o la
combinacién con los mismos. Aqui es especialmente efectiva la utilizaciéon de protamina como proteina policatiénica
de enlace del dcido nucleico. Ademads, también es posible la utilizacién de otros péptidos o proteinas catiénicos, como
poli-L-lisina o histonas. Este método para la estabilizacion del ARNm modificado se encuentra descrito en la EP-A-
1083232.

Un posible campo de aplicacién de la presente invencidn es la vacunacion, es decir la utilizaciéon del ARNm segin
la invencién modificado para la vacunacién o la utilizacién de la composicién farmacéutica como vacuna o la utiliza-
cién segun la invencién del ARNm segtin la invencién modificado para la produccion de la composicién farmacéutica
para la vacunacién. La vacunacién se basa en la introduccién en el organismo, especialmente en la célula, de un an-
tigeno (tumoral), en el presente caso de la informacién genética para el antigeno en forma del ARN modificado que
codifica el antigeno. El ARNm segtin la invencién modificado incluido en la composicién farmacéutica se traduce en
el antigeno, es decir se expresa el polipéptido o el péptido antigeno codificado por el ARNm modificado, con lo cual
se estimula una reaccién inmunoldgica dirigida contra este polipéptido o péptido antigeno. En caso de la utilizacién
como vacuna genética para el tratamiento del cancer, la reaccién inmunoldgica se consigue por la introduccion de la
informacién genética para antigenos del tumor, especialmente proteinas que se expresan, exclusivamente, en células
cancerosas, administrando una composicién farmacéutica segin la invencién que contiene un ARNm segtin la inven-
cién que codifica un antigeno de tal tipo de cancer. Debido a ello, se expresan el o los antigenos del cancer en el
organismo, provocandose una reaccién inmunoldgica dirigida efectivamente contra las células cancerosas.

En su utilizacién como vacuna, la composicién farmacéutica segiin la invencion tiene su aplicacion especialmente
en el tratamiento de enfermedades cancerosas (donde el ARNm modificado codifica un antigeno superficial especifico
tumoral (TSSA)), por ejemplo para el tratamiento del melanoma maligno, carcinoma de colon, linfoma, sarcoma,
carcinoma de pulmoén de células pequeiias, blastomas, etc. Ejemplos especificos de antigenos tumorales son, entre
otros, 707-AP, AFP, ART-4, BAGE, -catenina/m, Bcr-abl, CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27/m, CDK4/m, CEA,
CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-AMLI, G250, GAGE, GnT-V, Gp100, HAGE, HER-2/neu, HLA-A*0201-R170I,
HPV-E7, HSP70-2M, HAST-2, hTERT (o hTRT), iCE, KIAA0205, LAGE, LDLR/FUr, MAGE, MART-1/Melan-A,
MC 1 R, Miosina/m, MUCI1, MUM-1, -2, -3, NASE-A, NY-ESO-1, p190 minor bcr-abl, Pml/RARa, PRAME, PSA,
PSM, RAGE, RUI 6 RU2, SAGE, SART-1 6 SART-3, TEL/AMLI, TPI/m, TRP-1, TRP-2, TRP-2/INT2 y WT1.
Ademads, preferentemente se utilizan segin la invencion ARNm que codifican polipéptidos, donde los polipéptidos
se tratan de poliepitopes, por ejemplo de los antigenos arriba mencionados, especialmente antigenos de superficie de
células tumorales, preferentemente formas de proteinas segregadas.

Ademds, el ARNm modificado segtin la invencién puede también contener, ademds del péptido o el polipéptido
antigeno, como minimo otro segmento funcional que codifica, por ejemplo, una citoquina que promociona la reaccién
inmunolégica (monoquina, linfoquina, interleuquina 6 quimioquina, como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-
8, IL-9, IL-10, IL-12, INF-a, LNF-y, GM-CFS, LT-«a o factores de crecimiento como hGH.

Ademds, para aumentar la inmunogenicidad, la composicidn farmacéutica segiin la invencién puede contener uno
o varios adyuvantes. Como “adyuvante” se ha de entender aqui cualquier compuesto quimico o biolégico que favorece
una reaccion inmunoldgica especifica. Dependiendo de los diferentes tipos de adyuvantes pueden tenerse en cuenta
aqui diferentes mecanismos. Por ejemplo, los compuestos que promocionan una endocitosis por células dendriticas
(DC) en el ARNm segtin la invencién modificado incluido en la composicidon farmacéutica forman una primera clase
de adyuvantes a utilizar. Otros compuestos que permiten la maduracion de las DC, por ejemplo lipopolisacéridos,
TNF-a 6 CD40-Ligando, son otra clase de adyuvantes adecuados. En general, se puede utilizar como adyuvante cual-
quier agente que actia sobre el sistema inmunolégico del tipo de “sefial de peligro” (LPS, GP96, oligonucleétidos
con el motivo CpG) o citoquinas como GM-CFS, que permiten reforzar una reaccién inmunoldgica contra un anti-
geno codificado por el ARNm segun la invenciéon modificado y/o ejercer una influencia precisa sobre esta reaccion.
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Son especialmente preferentes las citoquinas arriba mencionadas. Otros adyuvantes conocidos son hidréxido de alu-
minio, adyuvante de Freud, asi como los péptidos o polipéptidos catidénicos de estabilizacién arriba mencionados,
como la protamina. Ademds, son especialmente adecuados los lipopéptidos, como Pam3Cys, para ser utilizados como
adyuvante en la composicién farmacéutica de la presente invencion, véase Deres y col., Nature 1989, 342: 561-564.

La composicion farmacéutica segiin la invencién contiene, ademas del ARNm segtin la invencién modificado, un
excipiente farmacéuticamente compatible y/o un vehiculo farmacéuticamente compatible. Los correspondientes mé-
todos para una formulacién adecuada y la produccion de la composicion farmacéutica segiin la invencion se describen
en “Remington’s Pharmaceutical Sciences” (Mack Pub. Co, Easton, PA, 1980). Para la administracién parenteral se
pueden utilizar como excipiente, por ejemplo, agua esterilizada, soluciones de sal comun esterilizadas, polialquilen-
glicoles, naftaleno hidrogenado y, especialmente, polimeros lactida biocompatibles, copolimeros lactida/glicélido o
copolimeros polioxietileno/polioxipropileno. Las composiciones segun la invencién pueden contener sustancias de
carga o sustancias como lactosa, manitol, sustancias para la unién covalente de los polimeros, por ejemplo de polie-
tilenglicol como inhibidores segtin la invencién, formacién de complejo con iones de metal o inclusién de materiales
en o sobre preparados especiales de compuestos polimeros, por ejemplo polilactato, dcido poliglicélico, hidrogel o en
liposomas, microemulsién, micelas, vesiculos unilaminares o multilaminares, fragmentos de eritrocitos o esferoplas-
tos. Las correspondientes formas de realizacion de las composiciones se seleccionan en funcidén del comportamiento
fisico, por ejemplo con vistas a la solubilidad, la estabilidad, la biodisponibilidad o la posibilidad de desintegracién.
Una liberacién controlada o constante del componente del principio activo segtin la invencién en la composicién in-
cluye formulaciones basadas de depdsitos lipofilicos (por ejemplo dcidos grasos, ceras o aceites). Dentro del marco
de la presente invencion, también se describen recubrimientos de sustancias o composiciones segun la invencién que
contienen tales sustancias, es decir revestimientos con polimeros (por ejemplo poloxdmeros o poloxaminas). Ade-
mas, las sustancias o las composiciones segtin la invencién pueden presentar recubrimientos protectores, por ejem-
plo inhibidores de proteasa o reforzadores de la permeabilidad. Tipicamente, los excipientes preferentes sustancias
acuosas de excipientes, utilizindose agua para la inyecciéon (WFI) o agua, tamponadas con fosfato, citrato o acetato,
etc., y ajustandose el pH tipicamente a 5,0 a 8,0, preferentemente de 6,0 a 7,0. El excipiente o el vehiculo contiene,
ademds y preferentemente, ingredientes salinos, por ejemplo cloruro sédico, cloruro potdsico u otros componentes
que, por ejemplo, convierten la solucién en isoténica. Ademds, el excipiente o el vehiculo puede contener, apar-
te de los ingredientes arriba indicados, componentes como seroalbimina humana (HSA), polisorbato 80, aztcar o
aminodcidos.

La forma de administracién y la dosificacién de la composicion farmacéutica segtin la invencién dependen de la
enfermedad a tratar y de su estado de gravedad, como también del peso corporal, de la edad y del sexo del paciente.

Por tanto, la concentraciéon del ARNm segin la invencién modificado en tales formulaciones puede variar en
un amplio rango, de 1 ug hasta 100 mg/ml. Preferentemente, la composicién farmacéutica segin la invencién se
administra al paciente de forma parenteral, por ejemplo intravenosa, intra-arterial, subcutdnea, intramuscular. También
es posible administrar la composicién farmacéutica de forma tépica u oral.

Asi, también se puede proporcionar por ejemplo un procedimiento para el tratamiento de las enfermedades arriba
indicadas o un procedimiento de vacunacion para prevenir las enfermedades arriba mencionadas, procedimiento que
comprende la administracién de la composicién farmacéutica segin la invencién a un paciente, especialmente a un ser
humano.

Ademds, también se puede emplear un procedimiento que sirve para averiguar la secuencia modificada del ARNm
contenido en la composicién farmacéutica segin la invencién. En este caso se puede llevar a cabo, por ejemplo, la
adaptacion de las secuencias de ARN con dos metas diferentes de optimizacién: por un lado, uno con un contenido de
G/C lo mas alto posible, por el otro lado, teniendo en cuenta la mejor frecuencia posible de los ARNt’s segiin el Codon
Usage. En el primer paso del procedimiento se realiza una traduccién virtual de una secuencia cualquiera de ARN (o
ADN) con el fin de generar la correspondiente secuencia de aminodcidos. Partiendo de la secuencia de aminodcidos, se
realiza una traduccion virtual inversa que proporciona las posibilidades de seleccion para los correspondientes codones
debido al cédigo genético degenerado. Segiin la optimizacion o modificacion requerida, se utilizan para la seleccion del
codén apropiado listas correspondientes de seleccion y algoritmos de optimizacién. La realizacién de los algoritmos
tiene lugar, de forma tipica, con ayuda de un software apropiado, en una computadora. Asi, se obtiene la secuencia
optimizada de ARNm y puede editarse, por ejemplo, con ayuda del correspondiente dispositivo de visualizacién y
compararse con la secuencia original (del tipo salvaje). Lo mismo es aplicable también para la frecuencia de los
distintos nucleétidos. Las modificaciones frente a la secuencia original de nucleétidos se destacan aqui especialmente.
Ademéds, seglin una forma de realizacién preferente, se dan entrada por lectura a secuencias estables conocidas en
la naturaleza, que pueden proporcionar la base para un ARN estabilizado segtin los motivos naturales de secuencias.
También se puede prever un andlisis de estructura secundario que puede analizar, con ayuda de célculos de estructura,
caracteristicas de estabilizacién y de desestabilizacién o campos del ARN.

Las figuras muestran:

Figura 1: secuencias modificadas y del tipo salvaje no correspondientes a la invencién para la proteina matriz de la
gripe. La Figura 1A muestra el gen del tipo salvaje y la Figura 1B muestra la secuencia de aminoacidos derivada del
mismo (c6digo de una letra). La Figura 1C muestra una secuencia del gen que codifica la proteina matriz de la gripe,
secuencia génica cuyo contenido de G/C esta incrementado frente a la secuencia del tipo salvaje. La Figura 1D muestra
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la secuencia de un gen que codifica una forma segregada de la proteina matriz de la gripe (incluida una secuencia
sefial N-terminal) donde el contenido de G/C de la secuencia frente a la secuencia del tipo salvaje estd incrementado.
La Figura 1E muestra un ARNm que codifica la proteina matriz de la gripe, ARNm que contiene secuencias de
estabilizacion si se compara con el ARNm del tipo salvaje. La Figura 1F muestra un ARNm no correspondiente a la
invencién que codifica la proteina matriz de la gripe, ARNm que tiene, ademds de las secuencias de estabilizacién, un
mayor contenido de G/C. La Figura 1G muestra también un ARNm no correspondiente a la invencién modificado que
codifica la forma segregada de la proteina matriz de la gripe y tiene, si se compara con el tipo salvaje, secuencias de
estabilizacién y un mayor contenido de G/C. En la Figura 1A y las Figuras 1C a 1G se han destacado en negrilla los
codones de inicio y de parada. Los nucle6tidos modificados frente a la secuencia del tipo salvaje de la Figura 1A estan
representados en las Figuras 1C a 1G con mayusculas.

Figura 2: secuencias del tipo salvaje y secuencias no correspondientes a la invenciéon modificadas segtn la inven-
cién que codifican el antigeno del tumor MAGEI. La Figura 2A muestra la secuencia del gen del tipo salvaje y la
Figura 2B la secuencia de aminodcidos derivada del mismo (cédigo de tres letras). La Figura 2C muestra un ARNm
modificado que codifica el MAGEI, cuyo contenido de G/C estd incrementado frente al tipo salvaje. La Figura 2D
muestra la secuencia de un ARNm modificado que codifica el MAGE1, ARNm en el que se optimiz6 la utilizacion del
codoén en cuanto a la codificaciéon de ARNt, que se presentan con alta frecuencia en la célula. Los codones de inicio y
parada estan marcados en negrilla.

Los siguientes ejemplos explican mds en detalle la presente invencién sin limitarla.
Ejemplo 1

Como forma de realizacién a modo de ejemplo del procedimiento para averiguar la secuencia de un ARNm modifi-
cado segtin la invencidn, se prepard un programa de ordenador que modifica la secuencia de nucleétidos de un ARNm
cualquiera con ayuda del c6digo genético o bien su naturaleza degenerativa, de manera que resulta en un contenido
maximo de G/C en relacién con la utilizacién de codones que codifican los ARNt’s que se presentan con mayor fre-
cuencia en la célula, donde la secuencia de aminodcidos codificada por el ARNm modificado es idéntica a la secuencia
sin modificar. Alternativamente, también se puede modificar solamente el contenido de G/C o solamente la utilizacién
de codones frente a la secuencia original.

El cédigo fuente en Visual Basic 6,0 (entorno de desarrollo utilizado: Microsofot Visual Studio Enterprise, 6,0 con
Servicepack 3) estd indicado en el anexo.

Ejemplo 2

Con ayuda del programa de ordenador del Ejemplo 1 se prepar6 a partir de E. coli un constructo de ARN con una
secuencia del gen lac-Z optimizada en cuanto a la estabilizacién y la eficacia de traduccién. Asi, se pudo conseguir un
contenido de G/C del 69% (si se compara con la secuencia del tipo salvaje del 51% (véase Kalnins y col., EMBOJ.
1983, 2(4): 593-597). Por la sintesis de oligonucledtidos solapados que tienen la secuencia modificada, se obtuvo la
secuencia optimizada segiin procedimientos conocidos en la técnica actual. Los oligonucledtidos terminales tenfan las
siguientes interfaces de restriccion. En el extremo 5 un inferfaz EcoRV- asi como en el extremo 3’ un interfaz Bg/Il.
Mediante digestiéon con EcoRV/Bg/II se transformé la secuencia modificada lacZ en el pldsmido pT7Ts (nimero de
acceso del banco de genes U 26404; véase Lai y col., s.0.). pT7Ts contiene como regiones no traducidas secuencias
del gen de la globina-8 de Xenopus levis, en cada caso en 5’ y 3’. El plasmido se corté antes de introducir la secuencia
modificada de lacZ con las enzimas de restriccién mencionadas.

El constructo de pT7Ts-lac-Z se multiplicé en bacterias y se purificé por extraccién con fenol-cloroformo. Se
transcribieron in vitro 2 ug del constructo por procedimientos conocidos por el técnico en la materia, debido a lo cual
se obtuvo el ARNm modificado.

Ejemplo 3

Con ayuda del programa de ordenador segin la invencion del Ejemplo 1, se optimiz6 el gen para la proteina matriz
de la gripe (secuencia del tipo salvaje, véase la Figura 1A, secuencia de aminoécidos derivada, Figura 1B). Con ello se
obtuvo la variante de secuencia rica en G/C representada en la Figura 1C. También se averigud una secuencia rica en
G/C que codificaba la forma segregada de la proteina matriz de la gripe y codificaba una secuencia sefial N-terminal
(véase la Figura 1D). La forma segregada de la proteina matriz de la gripe tiene la ventaja de que tiene una mayor
inmunogenicidad si se compara con la forma no segregada.

Partiendo de las secuencias optimizadas se disefiaron las respectivas moléculas de ARNm no correspondientes a la
invencién. E1 ARNm optimizado en cuanto al contenido de G/C y la utilizacién de codones para la proteina matriz de
la gripe se equip6 adicionalmente con secuencias de estabilizacion en el sitio 5° y 3° (las secuencias de estabilizacion
provienen de los UTRs de 5° o0 3’ del ARNm de la 8-globina de Xenupus laevis; véase el vector pT7T en Lai y col.,
s.0.) (véanse las Figuras 1E y 1F). Igualmente también se optimiz6 la secuencia en la zona traducida del ARNm
que codifica la forma segregada de la proteina matriz de la gripe y se equipd con las secuencias de estabilizacién
mencionadas (véase la Figura 1G).
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Ejemplo 4

Con ayuda del programa de ordenador del Ejemplo 1 se modificé el ARNm que codifica el antigeno tumoral
MAGE]. Asfi se averigud la secuencia representada en la Figura 2C, que tiene un contenido de G/C mayor (351 G,
291 C) en un 24% si se compara con la secuencia de tipo salvaje (275 G, 244 G). Ademas, se mejord la secuencia del
tipo salvaje, por la utilizacion alternativa de codones, en cuanto a la eficacia de traduccidn, debido a la codificacion de
los ARNt que aparecen con mayor frecuencia en la célula (véase la Figura 2D). Mediante la utilizacién alternativa de
codones también se incrementd el contenido de G/C en un 24%.

Anexo
Texto fuente de un ejemplo de programa de computador
Curevac_Genetic_Controls con los siguientes médulos
Nombre: Cureva_Genetic_Controls.vbp
Cadigo:
Type =Coutrol

M {00030430-0000-0000-C000-000000000044 | #2.080#_\ \WINNTSystam) 2STDOLEL TLBAOLE Automation
Object={0D452EE 1-EOSF-101A-852E-02608C4ADOBB4} # 2.04 0; FM20.DLL
Object={ PF3043C88-F6F2-101 A-A3(09- OSWZBZF“FB}I 1.2¥ 0; OOMDLG32.0CX
UserControl=Curevac_Amino.ctl
&m —l [ ]
Tnle-’Omc Genctic Controk”
Command32="
Name =*Qurevac_Genetic_Controls®
HelpComextID =*0"
CompatbleMode="1*
MajorVer=1
MmorVer=Q
RevisionVer=0
AuolncrememtVer-0
ServerSupportFiles =0
VexsxonCommems ="the RINA people*
VeniwaCompanyName =*CureVac GobH*
VersionFilkeDescription="Controks for Handling of Nucleotids®
VersionLegalCopyright «”by Christian 3
VersionLegalTradenmarks =" Curevac Genetic Controls(tm)*
VerswouProductName =" Curevac Genetic Controls®
CompihtionType~0
nType «0
FavorPentumPro(tm) =0
CodeViewDebuginfo =0
NoAliasing =0
BoundsCheck=0
Overflow(Check<0
FlPointCheck=0
FDIVCheck=0
UnroundedFP =0
StartMode =1
Unauended <0
Retained=0
ThreadPerObject =0
MaxdNumberOf Threads =1
ThreadingModel =1
DebugStamupOption =1

10



ES 2 340 499 T3

DebugStartupComponent=Curevac_Amino
Nombre: Curevac_amino.ctl

5 Cédigo:

VERSION 5.00
" Object = *{0D452EE 1-EO8F-101A-852E-02608CADOBB4) # 2.04 0"; "FM20DLL"
Begin VB.UserContro} Curevac_Amino
CanGetFocus = O False
QlientHeight = 690
Qientleft « 0
13 ietTop = 0
QientWidth = 1200
ScaleHeight = 690
ScaleWidth = 1200
20 Begin VBLine linl ower
X1

- 0
X2 1080
Y1

600
» Yz 600

BengBanImUpper
= {20
% xz - 1080
Yi - 0
Y2 - 0
End
33 Begin MSForms Label [blAminoAcid
DragMode - 1 'Automanc
Height - 255
Lefc - 120
40 Tablndex -1
Top = 360
Wadth = 975
Size - "1720;450"
45 SpeculEffect = 1
ForaName « "Lucida Sans Unicode”
FontEffects « 1073741826
Pomnght - 165

Fonth:hAndPamily 2
PanagraphAlign ~
End

5 Begin MSForms .Label bITriplewt
DragMode = 1 "Automatic
Height = 255
Left = 120

g 8
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65
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Tabladkx = ©

Top - 120
Width - 975
Size w "1720:450°
SpecialEffect = 1
Fomtkight = 165
FonrChurSet « 0
FonPzchAndFamily= 2
PanagriphAlign = 3

End
End
Anribute VB_MName « "Curcvac_Amino"
Anribute VB_GloballNameSpace = False
Amnbutz VB_Creatable = True
Anrbute VB_Predechredld = False
Agribute VB_Exposed ~ True
Oprion Explicit

Private msAAShonout As Suing
Private msAAName As String
Private osBestTriplent As String
Private msSecondBest As Sering
Private nosThirdBest As Scring
Private msTriplen As String

Private rosBackColor As Long
Private mbShowOriginal As Boolean

Public Enum enuAminoAcid
amaGlycn
amAknin
amaValin
amaleucm
amalsoLeucin
umPhanzhhnh
ama Tyrosin
amaTryptophan
amaAsparaginAcid

annAspmg_m
amaGhtaminAcid
amaGlutamin
amaSerin
amaThreonin
amaCystein

Methioni
amaProlin

Fistidi
amaLysin

12
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Public Sub Transhtion(ByVal s Triplett As String)
msTriplent = sTriplent

Select Case sTriplen

Case "GGU", *GGC", "GGA™, *GGG"
msAAShoriout = *GLY"

Case "GCU™, "GOC", "GCA”", "GOG*
msAAShortcut = "ALA”

Gase "GUU", "GUC", "GUA", "GUG"
msAAShortcut = *“VAL®

Case "UUA", "UUG", *CUU, "CUA", "CUG", "axC
msAAShortewt » "LEU

Gase "AUA", "AULR, "ALC"
msAAShontewt = "ILE"

Case "UUU", "UUC’
msAAShorowt - "PHE "

Case "UAU, "UAC
msAAShortcut « *TYR®

Case "UGG"
msAAShonewt = *“TRP®

Case "GAU", "GAC
msAAShortcut - "ASP”

Case "AAU", "AAC
msAAShortcut = *ASN®

Case "GAA”", "GAG"
msAAShortcut « "GLU"

Case "CAA", "CAG"
meAAShorteut « "GLN"

Case "AGU", "AGC", "UCA", "UCU, "UOG", "o
msAAShorcut = "SER"

Case "ACA", "ACU™, "AQG", "ACC”
msAAShorcut = *THR"

Case "UGU", "UGC
msAAShorcut = *CYS”

Case "AUG*
omsAAShontcut = *MET”

Case "CCA", "OCU, *Q0OG", "0

13
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osAAShorucw < °PRO"
Case "CAU", "CAC"
msAAShoricut = "HIS"
Case "AGA", "AGG", "CGA”",
msAAShortnt = "ARG"
Case "AAA", "AAG"
msAAShortcut = "LYS”®
Case "UAA", "UAG", "UGA"
msAAShortcut = "STP”
End Select
Gall Symthesis(ms AAShostcn)
Gl Show

Eod Sub

Public Sub Syathesis(ByVal sShortCut As String)
msAAShoncut = sShortCust "our falls die Sub exter angesprochen wird

Select Case msAAShorcut
Case "GLY"

nsBackColor » 8421631
Case "ALA"

msAAName = "Abknin®

msBestTriplen = "GOG”

msSeconxiBest - *"GOC”

nxBackColor = 8454143
Case "VAL®

nsAAName = "Valin®

msBest Triplett = "GUC”

msSecondBest = “"GUG"

msBackColor = 8454016
Case "LEU"

msBackColor = 16777088
Case "ILE"

msAAName = *lsoleucin”

msBestTriplen « "AUC

msBackColor = 12615935
Case "PHE"

msAAName = "Phenylalanin®

msBestTeiplen = *UUC

msBackColor « 255

"QGU, “OGG, *OGC

14



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 340 499 T3

Case "TYR"
msAAName = “Tyrosin”
msBestTriplen - "UAC
msBackColor - 4210816
Case "TRP”
msAANume e “Tryprophan”
msBestTriplent = "UGG™
msBackColor = 4227327
Case "ASP"*
msAAName = * !
msBest Triplert = "GAC"
msBackColor - 8388863
Case "ASN"*
msAAName = " Asparagin®
msBestTriplett = "AAC
msBackColor = 4227200
Case "GLU"
msAAName = "Ghranusiure”
msBestTriplen = "GAG*"
msBackColor = 32768
Case "GLN"
msAAName = *Ghtamin®
msBestTriplett = "GGC"
msBackColor = 8421440
Case "SER"
msAAName = "Serin”
nxBest Triplen - *"AGC”
msSecondBest = "UOG"*
o ThirdBest - *UOC"
msBackColor = 16512
Case "THR"
esAAName o *Threown”
msBest Triplext = *AOG"
msBackColor « 16711680
Case "CYS"
msAAName = *Cystein®
msBestTriplent = *UGC™
msBackColor = 6932960
Case "MET"
msAAName » "Methionin®
msBest Triplen = "AUG"
msBackColor = 10417643
Case "PRO"
msAAName = "Prolin®
msBest Triplen « *O0G"
msSecondBest » *C0OC
msBackColor = 12898746
Case "HIS"®

ue
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msAAName « *Hisudin®
msBestTriplew = *"CAC”
msBackColor = 12898746
Case “ARG"
msAAName - "Arginin®
msBestTripken = *OGC’
msSecondBest = "OGG*
msBackColor = 6174925
Case "LYS"
msAAName - "Lysin"
nsBestTriplen = "AAG"
msBackColor = 14141641
Case "STP"
msAAName = "Stop”
msBestTriplerr = "UGA®
msSecondBest = "UAG"
msBackColor = 11332093
Ead Select

End Sub
Public Sub Show()

biAmnoAcid Caption = nsAAShorwau
if mbShowOriginal = True Then
Eblf:rr rplkuw.Caption » msTriplen

IbIT: Capdon = msBestTrplen
End ]fnplct:. ®
IblAmino Acid. BackColor = msBackColor
bITriplea BackColor « msBackColor

End Sub

Public Function ChooseBestGQ(sShorrCut As String)

Select Case sShortCnt

Case "GLY"
nsAAName = *Glycin®
msBestTriplett = "GGC
msSecondBest = "GGG*
msBackColor « 8421631

Case "ALA"
msAAName = *Alnin®
msBestTriplet = "GOG"
msSecondBest = "GQC®
msBackColor = 8454143

Case "VAL"
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msAAName = “Valin®
msBestTripletr = "GUC"
msSecondBest = "GUG"
msBackColor = 8454016
Gase "LEU
msAAName o "Leucin®
rosBestTriplen = "CUG*
msSecondBest = "CUC’
msBackColor = 16777088
Case "[LE"
msAAName = "[soleuemn”
rasBest Triplett = "AUC
msBackColor - 12615935
Case "PHE"
msAAName = P
msBest Trplen = *UUC
msBackColor = 255
Case "TYR"
msAAName = “Tyrosin”
msBestTriplert = "UAC
msBackColor = 4210816
Case “TRP"
msAAName « "Ti
msBestTriplent » "UGG*®
msBackColor — 4227327
Case "ASP"
msAAName - * ;
msBestTrplent = "GAC"
msBackColor = 8388863
Case "ASN"
msAAName = *Asparagin’
msBestTriplent = "AAC
msBackColor = 4227200
Case "GLU"

osAAName < "Glutammsiure®

msBestTriplenx = “GAG"
msBackColor = 16711808
Case "GLN°
msAAName « *Gluramin®
nsBestTriplen = *"GGC”
msBackColor = 12632256
Case “SER”
msAAName = "Serin”
msBestTriplent = "AGC
msSecondBest = "UOG"
msThirdBest = "UQC”
msBackColor = 8421504
Case “THR"
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msAAName < “Threonin®
msBestTripleat = "AQG"
msBackColor = 8HDAQOFF
Case "CYS*
asAAName = "Cystzin”
nsBestTriplent = "UGC”
msBackColor « SHDSQOFR
Case "MET"
msAAName = “Methionm"
msBestTriplen = "AUG*
msBackColor = &HD6(OFR
Case "PRO"
msAAName = "Prolin®
msBest Triplert = "Q0G*
msSecondBest « *Q0C"
msBackColor « 8d{D7Q0FF
Case "HIS"
msAAName = ‘Hisudin®
msBest Triplex = "CAC”
msBackColor = &HDSCOFF
Case "ARG"
msAAName » "Arginin®
msBest Triplett = "OGC”
msSecondBest = “0OGG"
msBackColor = 8&HDICDFF
Case "LYS"
msAAName = "Lysin®
axsBestTriplent ~ *AAG"
msBackColor = 8HEOCOFF
Case “STP"

msBackColor = &HE 1 QOFF
End Selecx

Ead Function

Public Property Let ShowOriginal(ByVal bNewValue As Boolean)
mbShowOnginal = bNewValue
End Propenty

Public Property Get ShowOriginal() As Boolean
ShowOriginal = mbShowOriginal
End Property

18
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Public Property Get AAShoncut() As Stning
AAShortcut « msAAShorzant

End Property

Public Property Get AAName() As String
AAName = msAAName

End Property

Public Property Get BestTriplett() As String
BestTriplent = msBestTriplen
End Propeny

Public Property Get SccondBest() As String
SecondBest = msSecondBest

End Property

PubthropmchtThn'dBatOAsSumg
‘ThirdBest = msThirdBest
Eud Property

Public Property Get BackColor() As String
BackColor = msBackColor
End Property

Private Property Get Tripleu() As String
Triplen = nsTriplent
End Property

Private Sub UserControl_Resize()

Dim [QuterWidth As Long
Dim IDistance As Long

[Distance <= 30
1OuterWidth = ScaleWidth + IDistance

With biTriplert
Jop=0
Left = IDistance / 2
Width = ScaleWidth - [Distance
Height = ScaleHeight / 2 + 30
End Wih
With IblAminoAcid
.Top = ScaleHeight / 2- 30

19
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Left = Distance / 2

.Wldl.ththid:h‘;DEmnce

Height « ScaleHei 2
End Wzh Feght
‘With linUpper

X1 = Scalelefe

Yl =

X2 = ScaleWidth

Y2 =0
End With
With knl.ower

X1 =Scaleleft

Y1 = ScaleHeight - 20

X2 = ScaleWh

Y2 = ScaleHeight - 20
End With

End Sub

Curevac_RNA_Optimizer con los siguientes médulos
Nombre: Curevac_RNA-Optimizer.vbp

Cédigo:
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Type=Exe

erence =*\G{00020430-0000-0000-CX00-
000000000046} # 2.04 OF .\..\ WINNT\ System32\STDOLE2 TLB# OLE Awtomation
Object={ F9043C88-FaF2- 101 A-A3C9-08002B2F49FB} # 1.24 0; COMDLG32.0CX
Module -busMun. basMainbas

Object="\AQurevac_Genetic_Controls.vbp

Objectv{3891 IDMEH&IIWMA}WDDOIIO'“S?” 1,14 0; COMCT332.0X
Object={3B7C3863-D78R-101B-BIB5-04021C009402) # 1.24 0; RICHTX32.0CX
Formef{rmOwPu frm

Form={rmStatistics frm

Module «basPublics; basPublics bas

Forme{rmOputons frm

Form=frminputfrm

Form=frmDsphy.frm

Form=frmAbowt.frm

Stastup =" mdiMain"

I_klppik -‘!

Tide ="RNA-Optimizer”

Command32=""

Name="RNA Opummer"

HelpContextID ="
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CompatibleMode="0"

MajorVer=1

MinorVer<0

RevisionVer=0

AutoIncrementVer=0
ServerSupportFiles =0

VensionCongnems ="the RNA people”
Vemon(‘onputybhn- CureVac GmbH"

VersionFileDescripnon="Application for Opummmn of RNA"

chmnl:plcopynghw'by Chnsuan Khump®

VersionLegalTrademarks =" Curevac RINA-Optimizer(tm)®

VersionProductiName «*Curevac RNA-Optimizer”
CompikationType =0

UnroundedFP =0
StartMode =0
Unattended <0
Retained =0
ThreadPerObject =0
MaxNumberOf Threads =1
DebugStarupOption =0

Name: basMain.bas
Code:
Auxbute VB Name = "basMain®
Option Expicix
Private Type udtAminoAcid
sShortcut As String
sName As String
sBestTriplews As String
sSecondBest As String
sThirdBest As String
End Type
Private mastrAminoAcids() As udtAminoAcid
Public Sub RebuildChain(bShowQriginal As Boolean)
Dim iLoop As Integer
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Foriloop = 1 To ’ r
With f lay Curevac_Amino1(iLoop)
ShowOriginal = bShowOriginal
Show
End With
Next il oop
End Sub
Public Sub Rthubln:so
gsOrigimalCode = *
g?omnm:d(bde
End Sub

Public Sub Build AminoChain(ByVal sTempCode As String, bGraphical As Boolean)

Dim [VenicalOffset As Long
Dim [HorizoutalOffset As Long
Dim [Top As Long

Dim asTriplens() As String
Dim sAminoChain As String
Dim [Loop As Long

If bGraphical = True Then
Enl;jr;? = frmDisphry.optNucleotids(0) Height + 40

ReDim mastrAminoAcids
asTripletts = Syh(sTcmpCode)
For [Loop =0 To glAminoCounter - {
If bGraphical = True Thea
Load frnDisplay.Curevac_Amino1({lLoop + 1)
With frmDisplay Carevac_Aminol (ILoop + 1)

Call . Transhtion{as Tripleus (ILoop))

.Leh « ILoop * Width - HorzontalOffset

Top = [VerticalOffset + [Top

If Leﬁ +2* Width >f mi)sphyﬁcz!e‘mdlh Then
VerticalOffset = [VenicalOffset + Height + 150

Enl:‘i]l}mnnldfm = [Loop * Width + .Width

sAminoChain = sAminoChain + aaShortcut + °,°
Visble « True
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End With
Ele

maswAminoAcids(ILoop) = Trans hnon(as'l'np!cn: (!Loop))
sTest = sTest + mastrAminoAcids(iLoop) s

End If

Privatz Fuocton Transhtoa(ByVal sTripleu As Sting) As udtAminoAcid

Dim stiTemp As udiAminoAcid

If mdiMain optKindOfOptimize(0) = True Then

‘Optiraization for Most GC

Select Case sTriplest

Gase “GGU", *GGC", "GGA", "GGG"

stiTemp.sShortcut
sulemp.sName =

= "GLY"
*Glyem®

stlempsBestTrplen = "GGC”
stifemp.sSecondBest = “"GGG*

CaseGCU‘G(I.‘GCAG(I;

stuTemp.sShortow
sulempshName =

= “ALA"®
*Ahlnin™

suTemp sBestTriplert » "GOG”*
sSecondBest

saTemp.

Case "GUU, "GUC", "GUA®, "GUG"”

suTempsShortcut
st [emp sName

- "GOC
- "VAL'

= *Valin"

stTemp.sBestTriplen = "GUC"
su’l‘cmp.sSecondBat = ‘GUG"

Case “UUA" 'UUG OJU' 'CUA'- -a)G'v 'CLK:‘

suTempsShom
stTempsName =

= "LEU"
*Leucin”

stiTemp sBestTriplett = "CUG"
stiTemp.sSecondBest = "CUC”

'AUA' "AUL,

"AUC

su‘I‘emp,sShom «"ILE

sulempsiName =

*Isoleucin”

stiTempsBestTripler = "AUC”

Case "UULS, "UUC
suTempsShortcut
sulempsiName =

o .Pm'

*Phenylabanin®

23
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stilemp.sBeniTriplent = "UUC"

CGase "UAU", "UAC

stiTempsShorntount = “TYR”

stiTempsiName « “Tyros

stTemp.sBestTrplett =
Gase "UGG”

m-
- "UAC"

sulemp.sShorcut = “TRP"
suTemp.sName = “Tryptophan®

sulempsBestTripktt =

Case "GAU", "GAC

QL’GGH

snTemp.sShnmn = "ASP"

stifempsName =
stilemp.sBestTriplett «
Case "AALP, "AAC

Fure
"GAC

sulermpsShontout = "ASN®

stTemmp.sName = "As

su'fcmp.sShomn - "GLU"
sulempsName = "Glmaminsiure®

silemp.sBestTripknt =

Case "CAA", "CAG"

"GAG”

stiTemp.sShortcut = "GLN™
sulempsName = "Glutamin”
stulemp.sBestTriplett « "CAG"

Case "AGU", "AGC, "UCA”", "UCU", “UCG", "UCC

sulempsShonow = *SER”
sulempsiName = "Serin®

suTemp.sBs:Tnplm
stiTemp.sSecondBest =

"AGC
“UaG*

stiTempsThirdBest = *UOC"
Gse':::‘;'s,l;mmw "AQG*, "TACC
sul = “THR"
suTempsName « "Threonin”
sulempsBestTriplen < "AQG*

Case "UGU", "UGC™

mTcmp.sShormm - CYS'

stuTenmpsName » "

suTemp.sBestTripleu = "UGC"

Case "AUG"

stifempsShortcut = "MET"
saTemp.sName = “Methionin®

stiTempsBestTriplett =

"AUG"

Case "CCA®, *OCLr, "Q0G", "OoC
suiTempsShortan « "PRO"
stiTempsName « "Proln®
stiTempsBestTnplett ~ "Q0OG"
stilermp.sSecondBest = "QOC"
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Gase "CAU, "CAC"
suTemp.sShorcut = "HIS"
suTemp.sName = “Hisudin®
suTemp.sBanpl:u = "CAC"

Case "AGA", "AGG’, "OGA", "OGU", "OGG*, *OGC
suTemp.sSboncut - 'ARG'
salempsName = *
sulempsBestTriplen = "OGC"
stilempsSecondBest = "OGG"

Case "AAA", "AAG"
stifemp.sShorcur = "LYS”
stifemp.shName = "Lysin”
suTemp.sBeszTrq;Ien "AAG”

Case "UAA", "UAG", "UGA"
su’l'cmpﬁhomu "STP*
stilernpsName = "Stop”
stiTempsBestTripku = “UGA”
sulemp.sSecondBest = “UAG®

End Select
Transhrion = sdTemp

Ebke ‘Optimization for best frequency
Select Case sTripleet

Case GGU' "GGC', °GGA’, "GGG*
suTemp.sShorwcut « "GLY"
sulempshame = "Glycin®
suTemp.sBestTriplen = "GGC”
stulempsSecondBest = "GGU”

Gase "GQUT, "GCC, “GCA', "GOG*
stuTempsShorour = "ALA"
stlempsName = "Alnin®
suTempsBestTrplen - "GO
suTempsSecondBest = “"GOU”

Gase "GUU", "GUC, "GUA®, "GUG"
stlempsShorcut = "VAL®
sulempsiName = "Valin®
suTempsBestTriplen = "GUG"
stiTemp.sSecondBest = "GUC” ‘

Case "UUA", "UUG", "QUU, "CUA", *CUG", *CuUC
suTempsShorteut = "LEU®
sulemp.sName - “Leucin"
sulempsBestTrplen = *CUG"
stuTemp.sSecondBest = "CUC”

Case "AUA’, "AUU", "AUC
suTemp.sShorcut = *[LE"
suTempsiName = "Isoleucin®
stTemp.sBestTriplent = *AUCT

Case "UUU", "UUC”
stiTempsShonout = "PHE"
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stTempsName = "Phenyhlanin®
stTempsBestTriplen = "UUC”
Case "UAU", "UAC
suTempsShorout = "TYR"
stilempsName « *Tyrosin”
stTempsBestTriplett = “UAC”
Case "UGG*
st Temp.sShorcut = "TRP*
stiTemp.sName = “Tryptophan*
stilemp.sBestTriplett = *UGG"
Case "GAU", "GAC"
sulempsShorout = "ASP*
st lemp.sName = " insiure
suTemp.sBestTripkn = "GAC"
Case "AAUT, "AACT
sulemp.sShortcut = "ASN"
stiTemp.sName = *Asparagin”
su'l'::;skt’l'ﬁpku = "AAC”
Case "GAA", "GAG"”
stiTempsShorteut « *GLU”
stifemp.sName = *"Ghtaminsgiure”
stifemp.sBestTriplen - "GAG"
Case "CAA", "CAG"
suTempsShorcut « “"GLN®
stilempsName = "Glutamin®
sulempsBestTriplett = "CAG”
Gase "AGU", "AGC", "UCA", "UCU, *UQG", *UOC”

stiTempsBestTriplett = "AOC”
Gase "UGU", "UGC"
suTempsShortcwt = *CYS*®
stiTempsName = "Cystein”
stilemp.sBestTriplent = "UGC
Case "AUG"
st Temp.sShortcut = "MET"
stTempsName = "Methionin®
stiTemp.sBestTriplent = "AUG"
Case "QCA", "OCU, “O0G", "OOC"
stTemp.sShortewt « "PRO"
sulempsName = "Prolin®
stTempsBestTriplent = *COC
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sulempsSecondBest = "OCU®
Case "CAL®, "CAC
suTempsShorcuwt = "HIS"
suTempsName = "Histidin"
stiTemp.sBestTriplert = "CAC’

Gase "AGA", "AGG*, "OGA®, "OGUF, "OGG”, "CGC

su'I'emp.sShom 'ARG'
suTempsName =
suTunp.sBanplm - "OGC
stTemp.sSecondBest = "AGG"
Case "AAA", "AAG”
stiTemp.sSkortcut = “LYS"
suTempsName = "Lysin”
suTempsBestTrplen - "AAG”
Case "UAA', "UAG", "UGA"
stTempsShorncut = *STP*
sulempsName = "Stop*
stilempsBestTriplent = "UGA"
suTempsSecondBest = "UAG”

End Select
Transhtion = suTemp
EedIf

End Function

Public Function Reverse Transcription() As String

Dim
Dim

sTempCode As Srring
iLoop As Lnteger

ForiLoop =0 To

glAminoCoumter - 1
sTempCode = sTempCode + mastrAminoAcids(lLoop) sBest Triplett

Rcvetse'l'nmmpmn = sTempCode
End Function

Public Sub CountBases(ByVal sTempCode As String)

[CodeLength = Len(s TempCode)
For [Loop = 1 To CLag(iCodeLength)

sActualBase = Mid(sTempCode, lLoop, 1)

Select Case sActualBase

C !E QA.. ﬂal. .
glOptAdenin = glOptAdenin + 1
Case "U", ", "T%, "t*
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glo'g'.l'h.ylsnn = glOptThymin + 1
g
e glOptGuanm + 1
Case *'C, °¢"
g!OptCtosin = glOptCyrosin + 1
End Select
Next Loop
End Sub

Name: basPublics.bas

Code:

Attribute VB Name = "basPublics®
Option Explice

Public gsOriginalCode As String
Public gsFormartedCode As String
Public giCodelength As Long

Public glAmmnoCounter As Long
Public glAdenin As Long
Public giThymin As Long
Public g)Guanin As Loog
Public glCytosin As Long
Public glOptAdenin As Long
PubbcglOpt'IbymAsI.ong
Public glOptGuanin As Long
Public glOptCytosin As Long

Public gbSequenceChanged As Boolean

Name: mdiMain frm

Code:

VERSION 5.00

Object = '{389lIDAD-E“E-llW4MDDOIIOQIS9}Fl 1#0%; "(I)MCBJZ.WX'
BegnVB.MDIFom mdiMain

BackColor SHDOFFFFFF&
Caption = "Curevac RNA_Analyzer”
ClientHeight = 8745

Clientleft < 165

QiemTop = 735

QiemWidth = 12255

Icon = “mdiMainfrx” 0000
LinkTopic == "MDIForm1®

Picture = “mdiMain frx":058A
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SuanUpPosttion = 3 "Windows Defauk
WndowState = 2 Maximized

Begin ComQi3.CoolBar cbarMain
Align = 1 'Align Top
Heght = 885
Lefe - 0
Tablndex = 0O
Top -0

Width - 12255
ExtemX - 21616
_ExtentY - 1561
BandCount = 1
BandBorders = O Fake
@BWidkh - 12255
_BhHeiglt = 885
_Version = "67.8988"
MinHeight! = 825
Widthi -« 4995
FoedBackgroundi= 0 Fake
NewRowl = 0 Take

Begin VB.OptionBunton optKindOfOptimize
Gaption = “Best Prequency”
Heght - 255
Index - 1
Leie - 4920
Tablndex - 7
Top = 480

Vahue w -1 Te
Width - 1575

End
Begin VB.OptionButton optKindOf Optimize
Gapuon = "Best GC
Heighs - 255
Index - 0
Left - 4320
Tablndex = 6
Top - 120
Widsh = 1575
End
Begin VBComndBmon cmdShowinput
Caption -
Hclght = 765
- 0
Pimnt "mdiMainfex" OC2A
Style - 1 'Graphical
Tablodex = 5
Top = 0
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End

Begin VB.CommandButton cmdShowOptions
w oy » L]

Enabled = 0 TFalse

Height - 760

Left o 3480

Picwuse « “mdiMain fre® OF34

Style = 1 ‘Graphical

Tablndex = 4
Top -0
Width = 735
End

Gpuon - “Statistcs®
Enabled = 0 Pake

Heiglt - 760

Left - 2640

P‘;x:zue = “mdiMain fx™:131E
S = 1 ‘Graphical
Tablodex - 3

Top -0

Width - 735

End
Begin VB.CommandBurton emdShowDisplay
Gaption « “Disphy”
Enabled « 0 Fake

Height - 760

Left = 1800

Picoure = “mdiMain frx*;1628
Syle = 1 ‘Graphical

Tablndex = 2
Top =0
Width - 735
End
Begin VB.CommandButton condShowOurpan
Caption - " °
Emableld - 0 TFalse
Height - 760
Left - 960

Picture = "mdiMain frx":20F2
Style = 1 'Graphical

Tablndex = 1
Top - 0
Width = 735
End
End
Begin VB Menu mnuMain

Caption - "8dnpw.."
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Index - 0

End

Begin VB Meau mauMain
Capdion = "8Results”
Index - 1
Begin VBMenu mnuResults

Gaption

Enabled - 0 TFabe
Index = 0

End

Begin VB Menu mnuResults
Caption = "8Disphy.."
Enabled = O 'Pale
Index - 1
Ead
BcngB.McnuumuResu.ks
Capdon *&Satistcs._"
Embled = 0 Fake

Index - 2
Ead
End
Begin VB Menu mnuMain
Capuon = "E8cxtras®
Index - 4
Begin VB Meou mnuE xiras
Caption = “8Language”
Index - 0
Begin VBM, g
Capgon - "E
Checked = -1 True
Index - Q
End
Begin VB Mems mnuLanguage
Gaption = *8Gemmnn”
Embled = O TFalse
lndex -1
chVB.Mcnu mnulanguage
*8&French”
Enabled = 0 TFalse
Index - 2
End
End
BengB.Menu mnuExuas
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Begint VB Menu mnuExtras
Caption - e
Index o 2
End
Begin VB Menu mnnE xtras
C’lptmn = “&Abowt”
= 3
End
End
BcvnVBMmMmmdo
G "&Windows®
ldex . =
Windowlist = -1 Tree
BengB.Menu mouWindows
Capuion *Tile &Horizontally”
Index « 0
End
Begin VB Menu ruuWindows

Caption = “Tile 8&Vertically”
Index - 1
End

Begin VBMenu mmuWindows
Gption = "&Cascade”
Index = 2

End

End
Begin VB Menu muuMain
Cption = “8Ext’
Index -6
End
End

Awrbute VB Name = *mdiMamn”
Annbute VB_GlobalNameSpace = False
Amnbute VB_Creatable = Fakse
Auribute VB Predeclaredld = True
Astribute VB_Exposed = Fake

Option Explicst

Private Sub cmdShowDisply Click()
Gall fomDisplay Show
Ernd Sub

Private Sub cmdShowinpux_Click{)
Call frmInpur Show
Ead Sub

1t

Private Sub emdShowOptions_Qlick{)
Call frmOptions Show
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End Sub

Private Sub cmdShowOutput_Click()
Call frmOuiPutShow

End Sub

Private Sub andShowSadstics Qlick()
Call fremStatistics.Show
End Sub

Private Sub MDIForm_Load()
Gall InitCootrols
Call frminput.Show

Eaod Sub

Private Sub InirControls()

Dim INextLeft As Long

Const ISpace As Long = 60

Const iButtonWidth As Long = 850

Const [BuntonHeight As Long = 770
INextLeft = Space + [ButtonWidth

With coadShowlnpe

L - e

Width = l_BmonWidzh
Height = BuonHeight
End With

With condShowOutput
il':‘;: = Space
= INextLeft + Space
Width = ButtonWidth

Height = BumonHeighe
End With

With cm:BhowD:sphy
.I.:? lNcnI.::& *2 + ISpxe
Width = [ButtonWidth
Height = BunonHeight

End With

With cmdShowStatistics

. o‘;:-lSpaoe
Jeft = INexaleft * 3 + {Space
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-Width = [BurtonWidth

Height - BunionHeight
End With

With crmdShowOptions
.Top = Space
Jeft o INextleft ¢ 4 + Space
..\‘Vi;h‘t - l%mathh
Height = ButtonHeight
End Woh

cbarMiin Height = [ButtonHeight + 2 * ISpace

Ecd Sub
Private Sub omuMhin Click{Index As Integer)

Select Case Index
Case 0
Call frnlnpurShow
Case 6
Unload Me
End Select

End Sub
Private Sub mnuResuls Click{Index As Lnteger)
Select Case Index
Case 0 ‘Output
Call fenOutPut Show
Case |
Gall frmDisphyShow

Private Sub mnuExtras_Click{Index As Lnteger)

Select Case Index
Case 0 Ourput

Case 1
Call frmDisphy Show
Case 3
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Call frm About Show{vbModal)
End Select

End Sub

Private Sub ranuWindows_Click({Index As Lnteges)

Select Case Index
Case 0 Horzontal
Me Amnge (vbTileHomzontal)
Case t Verukal
Me.Armange (vbTie Vertical)
Case 2 Kaskadieren
Me.Amange (vbCascade)
End Select

End Sub
Name: frminput.frm

Code:
VERSION 5.00

Object = "{ Pp043CB8-F6F2-101A-A3C9-08002B2F49FB} # 124 0"; "O0OMDLG32.0CX"
Objeat = *{3B7C3863-D78F 101B-BIB5-04021(009402} # 124 0*; "RICHTX32.0CX™

Begin VB.Form frmlnpa

Caption = "Input”
QienmHeight - 5730

Cliemleft = 60

QiemTop 345

QiemWedth = 13200

Icon « “frminpucfex 0000
LinkTopic = "Form1®
MDIChld = -1 Tne
ScaleHet - 5730

ScaleWh = 13200
WindowState = 2 ‘Maximized
Begin RichTextLb RichTextBox maRormatted

Height = 1815
Lefe - 120
Tablndex = 3
Top = 360

Widih - 12735
_ExtentX = 22463
_ExtemtY = 3201
_Vession = 393217
BordeetSeyte = 0
Enabled = -1 True
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ScrollBars = 2

DisableNoScroll = -1 True

TextRTF = $"frminput frx"03JOA

BengmpmyFom {OBE35203-8P91-11CE-9DE}-00AA004BB351}
edsys”

Begin VB.OptionButton optSequence
Gaption = "Formated"
Height = 255
Index - 1

Left - 2760
Style = 1 ‘Graphical
abIndex

-2
Top - 0
Value = -1 True
W’uhh = 855
BeanBC)puoanu optSequence
Caption = “Origimal”
Height « 255
Index - 0
I:yﬁlc - 1920
S ~ 1 'Graphical
Tabladex = 1
Top - 0
Width = 855
End
Begin VB.CommandButton cmdload
Caption w "Load Sequence”
Height - 285
Left - 0
Tabindex = 0
Top = 0
Width = 1695
End
Begin MSComDlg.CommonDialog CommonDialogt
Lefe = 3840 ;
Top = -120

_ExtentX = 847
_ExtentY - 847
_Version = 393216
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End
End
Attribute VB Name « "frminput”®
Artribute VB_GlobalNameSpace = False
Aurbute VB_Creatable = False
Anribute VB_Predecharedld « True
Anribute VB_Exposed - False
Opuon Explxic

t

{

i

i

Private Sub Form_Activate()
MeZOrder
Call lnstControls

End Sub

Public Sub LoadSequence()

Dim sFilke As String
Dim sTempCode As String

On Enror GoTo Errorhandler

With CommonDialog!
FileName ~ AppPath & "\SampleRNA.cx1”
CancelError = Truz
Call ShowOpen

Eud Wih

If Len(CommonDialog 1Fl:NameT ) >0 Then

= True

gsFormanedCode < **

LA
o=

gsOrigimalCode )
sFile «» CommonDialogl FileName
Open sPile For Input As # 1

Input # 1, gsOniginalCode
Close # 1

Call FormatText
Call FillSequence
mdiMain erndShowDisphiy Enabled e True
mdMin.cux!SbOWOapa.EuMed - True
mdiMain.cmdShowStanstics. Ensbled = True
End If
Exit Sub
Ermorhandler:

Dim lAnswer As Long
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If ErrNumber <> cdiCancel Then
. ')lAmwu' = MsgBox{"Datei konnte niclr geladen werden®, vbRetryCancel, *Dateiprob-
m
If IAnswer = vbRetry Then
Resume
End If
End If

End Sub
Private Sub ForroatText()

Dim iLoop As Integer
Dim sAcoalBase As String

giCodeLength = Len(gsOrigimlCode)

For iLoop = 0 To glCodeLength - 1
sAcaalBase = Mid(gsOriginalCode, iLoop + 1, 1)
If iL.oop Mod 3 = 0 Then
gsFormattedCode = gsFormattedCode +° *
g A = glAminoCounter + 1

Sclect Case sAcrualBase

Gse nAu' .a'
gsFormattedCode = gsFormmanedCode + "A”
glAdenin = glAdenin +1

Gse 'UI iu- .’l‘ t
gfbrnnned(hde gsFormanedCode + *
gfThymin = glThymin + 1

Gase "G*, "g"

gsFormatnedCode = gsFormaredCode + "G”
giGmnm glenm +1
Case "C", "c”
gsFormattedCode = gsFormattedCode + "C*
dCytosnn = glCytosin + 1
EndSelect

ext oop '
pFomnchodc = Trm(gsFormattedCode)
End Sub

Private Sub F
If opSequence(0). Value - True Then
oxtFormatted. Text <
Else
xtFormaned. Text = gsFormartedCode
EndIf
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Private Sub IntControls()

Const ISpace As Long = 40
Const ButonHeight As Long = 285

Wiah cindload
.Top = Space
Height o BuronHeight
Left = Space

End With

With optSequcncc(O)
.Top = [Space
-Hﬂsh

ButtontHeight
Left = cmdLoad Left + cndLoad Width + Space + 200

End With

With optSequence(1)
.Top = ISpace
Hewght =

[ButonHeight
Left = optSequence(D)Left + opeSequence(0).Width

End With

- mpacmdlmdl-hgln 15
Jop = +2*Bpace
Left « Space
Width = l\d:.SmleW:d:h

Height « Me ScaleHeight - txtFormatted Top

End Wrh
Eod Sub

Private Sub optSequence_(lick{Index As Integer)
Call FillSequence

End Sub

Name: frmOutPut.frm
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Code:
VERSION 5,00
Objecy « "{3B7C8863-D78F-101B-B9B5-04021C009402}# 1.2# 0%; "RICHTX32.0QC
5 Begin VB.Fonn f
Caption = "OuPw’
CliertHeight « 9120
Clientleft = 60
10 CiemTop = 345
CliemtWidth = 10215
Icon = “freoQOutPut.frx® 0000
LinkTopic = *Formi"
15 MDIChild « -1 True
ScaleFkight = 9120
ScaleWidth = 10215
Begin RichTextLib RichTextBox xtOptimized

20 Height - 2655
Left - 0
Tablndex -0
Top - 480

25 Width - 9855

_ExtentX = 17383

ExtemtY = 4683

_Version - 393217

Enabled - -1 "True

ScrolBars = 2

DisableNoScroll « -1 True

TextRTF = $*frmOwPuring” 0442

BeginProperty Font {OBE35203-8F91-11CE-9DE}-00AAC04BB351)
Name *Freedsys"

30

35

Size - 9
Charset -~ 0
Weight ~ 400

40 Underline « 0 TFalse
Itakic = 0 False
Stikethrough = 0 'False
EadProperty

45 End

End

Anrbute VB Name = "frmQutPut”

Anribute VB_GlobalNameSpace = False
50 Anrbute VB_Creatable = Fake

Anribute VB_Predechredld = True

Auribute VB_Exposed « False

QOption Explicit

Private Sub Form_Activate()
Me.ZOrder
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Call InitContyols
If gbSequenceChanged = True Then

Call BuildAminoChain{gsFormatzedCode, False)

Eod If
gbSequenceChanged = False

taOptimized Texx = LCase(Reverse Transcriprion)

End Sub

Private Sub [nirControls()
Const Space As Long = 40

With m()gmnud I
.Tog = Space
Jeft « Space
Width = Me ScaleWidth + Space
Height « MeScaleHeight + Space
Ead With
End Sub

Name: frmDisplay.frm
Code:
VERSION 5.00
Object = "\ACurevac_Genetic_Controks.vbp"
Begin VB.Form frmDisplay
ClientHeight = 8205

Clientleft 60

QiemTop = 345

CientWichh o 3745

Icon = “fmDisphyfrx":0000
LinkTopic = "Form1®
MDIChild = -1 True
Scaleleiglt = 8205

ScaleWidth <= 8745
ShownTaskbar = 0 TFalse

Begin VB.OptionButton optNucleotids
Gpuon = "Onginal”

Height = 255

Index - 0

Lefe - 0

Style = 1 'Graphical
Tabindex = 1

Top « 0
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Width - 855

End

Begn VB.OptionButton optNucleotids
Capuon = "Optimized”
Height = 255

Index - 1

Left = 840

Style = 1 ‘Graphical
Tablndex = O

Top = 0

Value = -1 True

Width = 855
End

Height = 495

Index -0

Left - 240

Top - )60

Visible = 0 TFalse

Width = 735

_ExtrmX = 1296
_ExtetY = 873

~ End

End

Auribute VB Name = "frmDisp

Aaribute VB_GlobalNameSpace = False

Auribute VB_Creatable = False

Ly”

Annbute VB Predechiredld = True

Anribuie VB_Exposed = Fake

Opoon Expicit

Private Sub Form_Activate()
Me ZOrder

If gbSequenceChanged = True Then

Call BuldAminoChain(gsFormattedCode, True)

End If
gbSequenceChanged = False

End Sub

Private Sub optNucleotids_Click(Index As Integer)

Dim bShowOriginal As Boolean

If Index = 0 Then 'Orniginal Qlicked

bShowOriginal = True
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Name: frmSuanstics frm

Code:

VERSION 5.00

B&?Rm frmStatists

o0 - “Stadsucs”

CiemHeigle ~ 6450
Uiemleft = 60
QietTop = 345
ClieraWidth = 8595

Icon =~ "frmStaustics frx*:0000

LinkTopic @ = “Formi®
MDIChid = -1 Tre
ScaleHe: - 6450
Scale Wi = B595

Begin VB.Frame Frame1
Caption = “ongmnal®
Height - 2655
Left = 120
Tablndex = 9
Top - 720
Width - 2175
Begin VB.Label blAdenin

BordesStyle  « 1 Ficed Single
" - 495
Left - 840
Tablndex = 17
Top - 240
Width - 1215
End
Begin VB.Label blCytosin
BordesStyle « 1 Fixed Single
i - 495
Lefe - 840
TabIndex = 16
Top = 2040
Width = 1215
End
Begin VB.Label blGuanin

BorderStyle = 1 Fixed Single
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= 495
Left - 840
Tablndex - 15
Top - 1440

Width = 1215
End
Begin VB Label biThymin

BordesStyle = 1 Fixed Single

Height = 495
Lefr = 840

Tablndex = 14
Top = 840

Width - 1215
End

Begin VB.Label Labell4
C‘z;?non = “"Cyrosin”
Hewgln ~ 255
Left - 120
TabIndex - 13
Top ~ 2160

Width = 615
End

Begin VB Label
Caprion w» “Thymin"
Height = 255
Lefe - 120
Tablndex = 12
Top = 960

Wadth - 615
End

Begin VB.Label
Caption = "Guanm"®
Height - 255
Lefe = 120
TabIndex = 11
Top e 1560
Width = 615

End

Begin VB.Label Labell
Capuon w "Adenin”
Heght = 255
Lefe = 120
Tabindex = 10
Top = 360
Width ~ 615

End

End

Begin VB.Framne Frame2
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Caption - "opumized"
Height = 2655
Left = 2520

Tabindex =0

Top = 720

Width - 2175

Begin VB Label Labeld
Capuon = “Adenin*
Heght - 255

LeRt = 120
Tablndex = 8

Top = 360
Width - 615

End

Begm VB Label Label6
Caption =« "Cyposin”
Heigln = 255
Left = 120
Tabladex = 7

Top - 2160
Width - 615

End

Begin VB.Label Label8
Caption = "Guanin®
Hexght = 255
Left - 120
Tablndex = 6

Top - 1560
Wkh = 615

End

Begin VB.Label Labelt2
Caption - ;I;nynm'
Left - 120
Tablndex « 5
Top - 960
Width - 615
End

Begin VB.Label

Leh = 840
Tablndex = 4

Top - 240

Width = 1215

End

Begin VB Label biOptThymin

BordetStyle < 1 Fixed Single
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Height = 495
Left = 840
Tablndex « 3
Top = 840
Width = 1215
End
Begin VB1abel b
BorderStyle = 1 Fixed Single
Heiglu - 495
Left =~ 340
Tablndex = 2
Top = 1440
Width = 1215
End
Begin VB Label BIOptCytosin
BorderStyle « 1 Foeed Single
Heigin - 495
Left - 840
Tablodex = 1
Top = 2040
Width = 1215
End
End
Begin VB lLabel [biBascs
BorderStyls = 1 ‘Fixed Single
Height - 495
Lefe - 1320
Tablndex = 19
Top = 120
Width - 1215
End
Begm VB.Label Label5
jon = "Sum of bases”
Height = 255
Left e 120
Tablndex = 18
Top - 240
Width = 1095
End

End
Aunbyte VB Name = “frmStatistics”

¥

Aurnbute VB_GlobalNameSpace « False

4

Annbute VB_Creatable = False
Annbute VB_Predechredld = True
Armbute VB_Exposed = False
Option Explic

Private Sub Form_Activate()
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MeZOrder
biBases ('hpnon - C’Su(glAmnoCountcr k)

bIG\uy:::Ca
lblC)wsn(‘Apnon Gu(glewm)

Gl CmmBases(funthcxst.mOpunmd.Ten)
lbl( W}]ﬂ_ 3 ~» l a)tﬂ‘h“n)
bIOpt Thymin.Caption = CSu{glOpt Thymin)
blOp:Guanin.Caption = CStr{glOptGuanin)
blOprCyrosin.Caption = CSufglOptCytosin)
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End Sub

Name: frmCptions frm
Code:
VERSION 5.00

Capticn =

ClientHeipht = 3915

Cliemleft = 60

ieatTop = M5

QiemWidh = 5760

Icon = "frmOptions frx” 0000
LinkTopic = "Forml®
MDIChidd = -1 Tiue
ScaleHeight = 3915

ScaleWidhth = 5760

End

Anribute VB_Name = "frmOptions*
Anribute VB_GlobalNamsSpace = False
Anribute VB_Creatable = Fake
Anrbute VB_Predecharedld « True
Ansbute VB_Exposed = False

Option Explict

i

{

Name: ([rmAboutfrm

Code:

YERSION 5.00

Begin VB.Form frmAbout
BorderStyle « 3 TFoxed Dhlog
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Gpton = "About Gurevac RNA- Analyzer”

CliemHeight = 2490
Cliemleft < 2340
QieTop = 1935
QiemWikh = 6195
QipConurols = O TFabe
LinkTopic = "Form2"
MaxButton = 0 TFake
MinButon = O TFabe
ScaleHeight = 1718.642
ScaleMode = O User
ScaleWidth « 5817425
ShowinTaskbar « O Talse
Begin VB PictureBox picicon
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Private Sub cmdOK_Qlick()
Unload Me
End Sub

Private Sub Form_Load()
Me.Caption ~ “Abour * & App.Title

blVersion.Capton = "Versioa " & AppMajor & *.* & AppMinor & *." & AppRevision

biTale Caption = App.Tale

biDescription.Capton = App FileDescription

blCompany.Capuon = App.CompanyName
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REIVINDICACIONES

1. ARNm modificado que codifica como minimo un péptido o un polipéptido antigeno tumoral, caracterizado
porque el contenido de G/C de la zona del ARNm modificado que codifica el péptido o el polipéptido es mayor que
el contenido de G/C del campo de codificacién del ARNm del tipo salvaje que codifica el péptido o el polipéptido, y
porque la secuencia del aminoécido codificada permanece sin modificar frente al tipo salvaje.

2. ARNm modificado segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el contenido de G/C de la zona del ARNm
modificado que codifica el péptido o el polipéptido es como minimo un 7%, preferentemente como minimo un 15%,
mayor que el contenido de G/C del campo de codificacion del ARNm del tipo salvaje que codifica el péptido o el
polipéptido.

3. ARNm modificado segtin una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado porque el ARNm modificado presenta
una estructura cap en 5’ y/o una cola poliA de como minimo 70 nucleétidos y/o un IRES y/o una secuencia de
estabilizacién de 5 y/o una secuencia de estabilizacién de 3’.

4. ARNm modificado segiin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el ARNm modificado tiene
como minimo un nucleétido andlogo de procedencia natural.

5. ARNm modificado segun la reivindicacién 4, caracterizado porque el andlogo se selecciona de entre el grupo
consistente en fosforotioatos, fosforamidatos, nucleétidos de péptidos, metilfosfonatos, 7-desazaguanosina, 5-metilci-
tosina e inosina.

6. ARNm modificado segtin una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el ARNm codifica un antigeno
de superficie especifico de tumores.

7. ARNm modificado segin una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el ARNm modificado codifica
un antigeno tumoral seleccionado de entre el grupo consistente en 707-AP, AFP, ART-4, BAGE, g-catenina/m, Ber-
abl, CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27/m, CDK4/m, CEA, CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-AML1, G250, GAGE,
GnT-V, Gp100, HAGE, HER-2/neu, HLA-A*0201-R1701, HPV-E7, HSP70-2M, HAST-2, hTERT (o hTRT), iCE,
KIAAO0205, LAGE, LDLR/FUT, MAGE, MART-1/Melan-A, MCIR, Miosina/m, MUC1, MUM-1, -2, -3, NAS8-A,
NY-ESO-1, p190 minor ber-abl, Pml/RAR«e, PRAME, PSA, PSM, RAGE, RU1 6 RU2, SAGE, SART-1 6 SART-3,
TEL/AMLI, TPI/m, TRP-1, TRP-2, TRP-2/INT2 y WT1.

8. ARNm modificado segtin una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el polipéptido es un poliepi-
topo de antigenos de tumores.

9. ARNm modificado segiin una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el ARNm codifica, ademads,
como minimo una citoquina.

10. ARNm modificado segin una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque el ARNm estd asociado o
unido a una proteina o un péptido catiénico.

11. ARNm modificado segtn la reivindicacién 10, caracterizado porque la proteina o el péptido catiénico se
selecciona de entre el grupo consistente en protamina, poli-L-lisina e histonas.

12. Composicién farmacéutica caracterizada porque contiene el ARNm modificado segtin una de las reivindica-
ciones 1 a 11 junto con un excipiente y/o vehiculo farmacéuticamente compatible.

13. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 12, caracterizada porque contiene como minimo un adyu-
vante que estimula la respuesta inmunoldgica.

14. Composicién farmacéutica segiin una de las reivindicaciones 12 6 13, que contiene como minimo ademads una
citoquina.

15. Utilizacién de una composicién farmacéutica segtin una de las reivindicaciones 12 a 14 o de un ARNm mo-
dificado segin una de las reivindicaciones 1 a 11 para la preparacién de una vacuna para la inoculacién contra el
céncer.

16. Utilizacién de una composicién farmacéutica segun las reivindicaciones 12 a 14 para la preparacién de un

medicamento para el tratamiento de melanomas, carcinomas del colon, linfomas, carcinomas de pulmén de células
pequeidias, sarcomas 6 blastomas.
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Fig. 1A
Matriz de la influenza: Gen del tipo salvaje (para comparacion)

agatctaaagatgagtctictaaccgaggtcgaaacgtacgttcetetecta
tcatcccgtcaggeccectcaaagecgagatcgcacagagacttgaagat
gtctttgcagggaagaacaccgatcttgaggttctcatggaatggctaaa
gacaagaccaatcctgtcacctctgactaaggggattttaggatttgtgt
tcacgctcaccgtgeccagtgagcgaggactgcagegtagacgetttgtce
caaaatgcccttaatgggaacggggatccaaataacatggacaaagcagt
taaactgtataggaagctcaagagggagataacattccatggggccaaaqg
aaatctcactcagttattctgctggtgcacttgccagttgtatgggecte
atatacaacaggatgggggctgtgaccactgaagtggcatttggcecctggt
atgtgcaacctgtgaacagattgctgactcccagecatcggtetcatagge
aaatggtgacaacaaccaacccactaatcagacatgagaacagaatggtt
ttagccagcactacagcectaaggctatggagcaaatggcetggatcgagtga
gcaagcagcagaggccatggaggttgctagtcaggctaggcaaatggtge
aagcgatgagaaccattgggactcatcctagetceccagtgetggtectgaaa
aatgatcttcttgaaaatttgcaggectatcagaaacgaatgggggtgea
gatgcaacggttcaagtgaactag

Fig. 1B
Matriz de la influenza: Secuencia de proteinas

MSLLTEVETYVLSIIPSGPLKAEIAQRLEDVFAGKNTDLEVLMEWLKTRP
ILSPLTKGILGFVETLTVPSERGLQRRRFVONALNGNGDPNNMDKAVKLY
RKLKREITFHGAKEISLSYSAGALASCMGLI YNRMGAVTTEVAFGLVCAT
CEQIADSQHRSHROMVTTTNPLIRHENRMVLASTTAKAMEQMAGSSEQAA
EAMEVASQAROMVQAMRT IGTHPSSSAGLKNDLLENLQAYOKRMGVQMQR
FK*
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Fig. 1C
Matriz de la influenza: Gen con un contenido de G/C aumentado

agatctaaagatgagCctGetGaccgaggtGgaGacCtacgtGetGAGCa
tcatcccCAGCggecccctGaaGgecgagategeCecagagGetGgaGgacl
gtGttCgcCggCaagaacaccgaCctGgaggtGetGatggaGtggctGaa
gacCagGeceCatectgAGCecCetgacCaagggCatCCTGgglttCgtgt
tcacCctGaccgtgceccagCgageglgglectgecagegClGlegettCgtG
caGaaCgccctGaaCggCaacggCgalcecCaaCaacatggacaaGgeCgt
GaaGectgtaCaggaagctGaagagggagatCacCttceccaCggCgccaaGg
aGatcAGCctGagCtaCAGCycCgglgcCetGgecagltgCatgyggectG
atCtacaacaggatgggCgcCgtgaccacCgalgtggeCttCggectagt
GtgCgcCacctygCgaGeagatCgecCgacAGCcagecaCegCAGCcaCagge
aGatggtgacCacCaccaacccCctiGatcagGecaCgagaacagGatggtG
CTGgccagcacCacCgceCaaggeCatggagecaGatggecCggCAGCaGCga
gcaGgceCgeCgaggccatggaggtGgeCagCcaggeCaggecaGatggtge
aGgcCatgagGaccatlggCacCcaCcecclagecAGCaglgeCggCctgaat
aaCgaCctGectGgaGaallTGecaggecctaCcagaaGegCatgggCgtygcs
gatgcaGeglttcaagtgaactagt

Fig. 1D
Matriz de la influenza: Gen para forma segregada (secuencia de seiial N-
terminal) con un contenido de G/C aumentado

RgatctaaagatgGCCGTCATGGCCCCCCGCACCCTGGTGCTGCTGCTGA
GCGGCGCCCTGGCCCTGACCCAGACCTGGG CTagtetGetGaccgaggttG
gaGacCtacgtGetGAGCatcatcecCAGCggececectGaaGgecgagat
cgeCcagagGetGgaGgaCgtGttCgeCgglaagaacaccgaletGgagg
tGctGatggaGtggetGaagacCagGeeCatectgAGCeeCetgacCaag
ggCatCCTGggCttlgtgttcacCctGacegtgeccagCgagegCgglet
gcagegCCGCegettCgtGeatGaaCgecctGaaCgglaacggCgaCeceCa
aCaacatggacaaGgecCgtGaaGetgtaCaggaagctGaagagggagatC
acCttccaCggCgccaaGgaGatcAGCctGagCtaCAGCgeCqgglgelet
GgceccagCtgCatgggecctGatCtacaacaggatgggCgcCgtgaccacCy
aGgtggeCttCggecctyggtGtgCgecCacctgCgaGeagatCgeCgacAGC
cagcaCcgCAGCcaCaggcaGatggtgacCaclaccaaccclctGatecag
GeaCgagaacagGatggtGCTGgeccagecacCacCgecCaaggeCatggage
aGatggcCqggCAGCaGCgagcaGgcCgclgaggeccatggaggtGgeCagl
caggcCaggcaGatggtgcaGgeCatgagGaccatCgqgtacCeaCccCayg
cAGCagCgcCgglctgaaGaaCgaCctGetGgaGaaCCTGecagygectaCe
agaaGegCatgggCgtgcecagatgcaGegCttcaagtgaactagt
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Fig. 1E
Matriz de la influenza: ARNm con secuencias de estabilizacion

GCUUGUUCUUUUUGCAGAAGCUCAGAAUAARCGCUCAACUUUGGCagauc
uaaagaugagucuucuaaccgaggucgaaacguacguucucucuaucauc
ccqucaggeccccucaaagecgagaucgcacagagacuugaagaugucuu
ugcagggaagaacaccgaucuugagguucucauggaauggcuaaagacaa
gaccaauccugucaccucugacuaaggggauuuuaggauuuguguucacg
cucaccgugcccagugagcgaggacugcagcguagacgcuuuguccaaaa
ugcccuuaaugggaacggggauccaaauaacauggacaaagcaguuaaac
uguauaggaagcucaagagggagauaacauuccauggggccaaagaaauc
ucacucaguuauucugcuggugcacuugccaguuguaugggccucauaua
caacaggaugggggcugugaccacugaaguggcauuuggecugguaugug
caaccugugaacagauugcugacucccagcaucggucucauaggcaaaug
gugacaacaaccaacccacuaaucagacaugagaacagaaugguuuuagce
cagcacuacagcuaaggcuauggagcaaauggcuggaucgagugagcaag
cagcagaggccauggagguugcuagucaggcuaggcaaauggugcaagceg
augagaaccauugggacucauccuagcuccagugcuggucugaaaaauga
ucuucuugaaaauuugcaggccuaucagaaacgaaugggggugcagaugc
aacgguucaagugaACUAGUGACUGACUAGCCCGCUGGGCCUCCCAACGG
GCCCUCCUCCCCUCCUUGCACCAAARAARRAAAARARAARAAAAARAARRANILA
AARRARAAPAARAARAARAAPARARBARARARARRARRARAARAR

Fig. 1F

Matriz de la influenza: ARNm con un contenido de G/C aumentado y con
secuencias de estabilizacion

GCUUGUUCUUUUUGCAGAARGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCagauc
uaaagaugagCcuGcuGaccgagguGgaGacCuacguGcuGAGCaucauc
ccCAGCggcceccuGaaGgecgagaucgeCcagagGeuGgatGgaCguGuu
CgcCggCaagaacaccgaCcuGgagguGcuGauggaGuggeuGaagacCa
gGececCauccugAGCleecCcugactCaaggglauCCUGggCuulguguucacC
cuGaccqugecccaglgageglgglecugecagegClGlegcuulgulGcaGaa
CgcccuGaaCggCaacggCgaCcecCaaCaacauggacaaGgcCguGaaGe
uvguaCaggaagcuGaagagggagauCacCuuccaCgglgccaaGgaGauc
AGCcuGagCuaCAGCgcCgglgeCeuGgecagCugCaugggecuGauCua
caacaggaugggCgcCgugaccacCgaGguggcCuuCggeccugquisugCyg
cCaccugCgaGecagauCgclgacAGCcagcaCcgCAGCcaCaggcaGaug
gugacCacCaccaacccCcuGaucagGeaCgagaacagGauggquGCUGge
cagcacCacCgcCaaggcCauggagcaGauggeCggCAGCaGlgagecaGy
cCgcCgaggceccauggagguGgeCagCcaggcCaggcaGauggugeaGgeC
augagGaccaulCgglCacCcaCeccCagcAGCagCygcCgglcecugaaGaaCga
CcuGcuGgaGaaCCUGcaggccuaCecagaaGegCaugggCgugcagauge
aGcgCuucaagugaACUAGUGACUGACUAGCCCGCUGGGCCUCCCARCGG
GCCCUCCUCCCCUCCUUGCACCARAAARAAAANARAARARRAAAAARAALA
AAARARAAAAAAARARAAAARAAAARAARADAARARARAARRRAR
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Fig. 1G
Matriz de la influenza: ARNm con un contenido de G/C aumentado y con
secuencias de estabilizacién, que codifica la forma segregada

GCUUGUUCUUUUUGCAGAAGCUCAGAAUAAACGCUCAACUUUGGCagauc
uaaagavgGCCGUCAUGGCCCCCCGCACCCUGGUGCUGCUGCUGAGCGGC
GCCCUGGCCCUGACCCAGACCUGGGCCagCeuGecuGaccgagguGgaGac
CuacguGcuGAGCaucaucccCAGCggeeccccuGaatGgecgagaucgeCe
agagGcouGgaGgaCguGuulgcCggCaagaacaccgaCcuGgagguGeuG
auggaGuggcuGaagacCagGecCauccugAGCecCecugacCaagggCau
CCUGggCuuCguguucacCcuGaccgugcecccagCgagegCggCcugeage
gCCGCcgcuuCguGecaGaaCgecccuGaaCggCaacggCgaCecCaalaac
auggacaaGgcCguGaaGeocuguaCaggaagcuGaagagggagauCacCuu
ccaCggCgccaaGgaGaucAGCcuGagCuaCAGCgeCgglgeCcuGgeca
gCugCaugggccuGauCuacaacaggaugggCgcCgugaccacCgaiGgug
gcCuuCggccugguGugCgeCaccugCgaGeagauCgcecCgacAGCcagcea
CcgCAGCcaCaggcaGauggugacCacCaccaacccCcuGaucagGeaCqg
agaacagGaugguGCUGgceccagecacCacCgceCaaggcCauggagecaGaug
gcCggCAGCaGCgageaGgeCygcCgaggecauggagguGgeCagCcagge
CaggcaGauggugcaGgeCaugagGaccaulggCacCcaCeecCagehGCa
gCgcCggCcugaaGaaCgaCeuGouGgatGaaCCUGecaggecuaCcagaat
cgCauggqgCgugcagaugcaGegCuncaagugahACUAGUGACUGACUAGC
CCGCUGGGCCUCCCAACGGGCCCUCCUCCCCUCCUUGCACCAARARARAA
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Fig. 2A
MAGE1: Gen del tipo salvaje (para comparacion)

catcatgtctcttgagcagaggagtctgcactgcaagcetgaggaagcce
ttgaggcccaacaagaggccctgggectggtgtgtgtgecaggetgecace
tccteoectoctetectetggtectgggeaccectggaggaggtgeccactge
tgggtcaacagatccteccecagagtecctcagggagecteegectttecceca
ctaccatcaacttcactcgacagaggcaacccagtgagggttccagcage
cgtgaagaggaggggccaagcacctecttgtatectggagtecttgttecyg
agcagtaatcactaagaaggtggctgatttggttggttttectgectectca
aatatcgagccagggagccagtcacaaaggcagaaatgetggagagtgtce
atcaaaaattacaagcactgttttcctgagatcttcggecaaagectctga
gtccttgcagectggtecttitggcattgacgtgaaggaagcagaccccaccyg
gccactcectatgtecttgteacctgectaggtectetectatgatggectg
ctgggtygataatcagatcatgeccaagacaggcttectgataattgtcecet
ggtcatgattgcaatggagggcggecatgctoctgaggaggaaatctggg
aggagctgagtgtgatggaggtgtatgatgggagggagcacagtgcctat
ggggagcccaggaagctgctcacccaagatttggtgcaggaaaagtacct
ggagtaccggcaggtgeccggacagtgatcecgcacgectatgagttcetgt
ggggtccaagggecctegetgaaaccagetatgtgaaagtecttgagtat
gtgatcaaggtcagtgcaagagttcgectttttctteccatecectgegtga
agcagctttgagagaggaggaagagggagtctgagecatga

Fig. 2B
MAGE1: Secuencia de proteinas

SER, LEU, GLU, GLN, ARG, SER, LEU, HIS, CYS, LYS, PRO, GLU, GLU, ALA, LEU, GL
U, ALA, GLN, GLN, GLU, ALA, LEU,GLY, LEU, VAL, CYS, VAL, GLN, ALA, ALA, THR,
SER, SER, SER, SER, PRO, LEU, VAL, LEU,GLY, THR, LEU, GLU, GLU, VAL, PRO, TH
R, ALA, GLY, SER, THR, ASF, PRO, PRO, GLN, SER, PRO, GLN, GLY, ALA, SER, ALA,
PHE, PRO, THR, THR, ILE, ASN, PHE, TRR, ARG, GLN, ARG, GLN, PRO, SER, GLU, GL
Y, SER, SER, SER, ARG, GLU, GLU, GLU, GLY, PRO, SER, THR, SER,CYS, ILE, LEU,
GLU, SER, LEU, PHE, ARG, ALA, VAL, ILE, THR,LYS, LYS, VAL, ALA, ASP, LEU, VA
L,GLY, PHE, LEU, LEU, LEU, LYS, TYR, ARG, ALR, ARG, GLU, PRO, VAL, THR, LYS,
ALA, GLU,MET, LEU, GLU, SER, VAL, ILE, LYS, ASN, TYR,LYS,HIS,CYS, PHE, PR
0,GLU, ILE, PHE,GLY, LYS, ALA, SER, GLU, SER, LEU, GLN, LEU, VAL, PHE, GLY,
ILE, ASP, VAL, LYS,GLU, ALA, ASP, PRO, THR, GLY, HIS, SER, TYR, VAL, LEU, VA
L, THR, CYS, LEU,GLY, LEU, SER, TYR,ASP,GLY, LEU, LEU, GLY,ASP, ASN, GLN,
ILE,MET, PRO, LYS, THR,GLY, PHE, LEU, ILE, TLE, VAL, LEU, VAL, MET, ILE, AL
A, MET, GLU, GLY,GLY, HIS, ALA, PRO, GLU, GLU, GLU, ILE, TRP, GLU, GLU, LEU,
SER, VAL, MET, GLU, VAL, TYR, ASP, GLY, ARG, GLU, HIS, SER, ALA, TYR, GLY, GL
U, PRO, ARG, LYS, LEU, LEU, THR, GLN,ASP, LEU, VAL, GLN, GLU, LYS, TYR, LEU,
GLU, TYR, ARG, GLN, VAL, PRO, ASP, SER, ASP, PRO, ALA, ARG, TYR, GLU, PHE, LE
U, TRP, GLY, PRO, ARG, ALA, LEU, ALA, GLU, THR, SER, TYR, VAL, LYS, VAL, LEU,
GLU, TYR, VAL, ILE, LYS, VAL, SER, ALA, ARG, VAL, ARG, PHE, PHE, PHE, PRO, SE
R, LEU, ARG, GLU, ALA, ALA, LEU, ARG, GLU, GLU, GLU, GLU, GLY, VAL, STP -
«ALA,STP
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Fig. 2C
MAGE1: ARNm con un contenido de G/C aumentado

augagccuggagcagegcagecugcacugcaagecggaggaggegcuggaggegecagecagga
ggcgcugggccuggucugeguccaggeggcgacgagcageagcageccgcugguccugggcea
cgcuggaggaggucccgacggegggcagcacggacccgccgeagageocgeaggqygegegage
gcguucccgacgacgaucaacuucacgegecagcgecageecgagegagggcagcageagecy
cgaggaggagggcccgagcacgagcugcauccuggagagccuguuccgegeggucaucacga
agaaggucgcggaccuggucggcuuccugcugcugaaguaccgcgegcgegagecggucacy
aaggcggagaugcuggagagcgucaucaagaacuacaagcacugcuucccggagaucuucgg
caaggcgagcgagagccugcagcuggucuucggcaucgacgucaaggaggcggacccgacygg
gccacagcuacguccuggucacgugacugggecugageuacgacggccugcugggcegacaac
cagaucaugccgaagacgggcuuccugaucaucguccuggucaugaucgcgauggagggcgg
ccacgcgcocggaggaggagaucugggaggagcugagcgucauggaggucuacgacggecgeyg
agcacagcgcguacggcgagccgcgcaagcugcugacgcaggaccugguccaggagaaguac
cuggaguaccgccaggucccggacagegacceggcgcgcuacgaguuccuguggggeccgeyg
cgcgeuggeggagacgagcuacgucaagguccuggaguacgucaucaaggucagegegegcg
uccgcuucuucuucccgagecugcgcgaggeggegougegegaggaggaggagggegucuga
gcgugauga

Fig. 2D
MAGE1: ARNm con utilizacion alternativa de codones

aungagccuggagcagcgcagccugcacugcaagccegaggaggecccuggaggeccageagga
ggcccugggecuggugugcgugcaggecgccaccagcagcagcagecoccuggugcugggea
cccuggaggaggugceccaccgecggcageaccgaccocecccagageccccagggegecage
gccuuccccaccaccaucaacuucacccgecagegecageccagegagggcagcageagecg
cgaggaggagggeccccagcaccagcugcauccuggagagecuguuccgcgecgugaucacca
agaagguggccgaccuggugggcuuccugcugcugaaguaccgcgecccgcegagcecegugace
aaggccgagaugcuggagagcgugaucaagaacuacaagcacugcuuccecgagaucuucygyg
caaggccagcgagagecugcagcugguguucggcaucgacgugaaggaggccgacccecaceyg
gccacagcuacgugcuggugaccugccugggccugagcuacgacggccugcugggcgacaac
cagaucaugcccaagaccggcuuccugaucaucgugcuggugaugaucgccauggaggqgegy
¢ccacgccecccegaggaggagaucugggaggagcugagegugauggagguguacgacggeegeg
agcacagcgcecouwacggcgagcccecgecaagcugcugacccaggaccuggugcaggagaaguac
cuggaguaccgccaggugcccgacagcgaccccgeccgeuacgaguuccuguggggeccccyg
cgcccuggccgagaccagcuacgugaaggugcuggaguacgugaucaaggugagcgoececgog
ugcgcuucuucuuccccagccugecgegaggecgeocugegegaggaggaggagggeguguga
gccugauga

57
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<110> Von der Muelbe, Florian
Hoerr, Igmar (solamente EE.UU.)
Pascolo, Steve (solamente EE.UU:)

<120> Composicioén farmacéutica que contiene un ARNm estabilizado y optimizado para la traduccién en sus campos

de codificacion.

<130> CUO1P0O03WO EPT3.
<140> PCT/EP02/06180
<141> 2002-06-05
<160> 13

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1
<211> 774
<212> ADN

<213> Influenza virus

<220>

ES 2 340 499 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<223> Influenza-Matrix: Gen del tipo salvaje (para comparacién)

<220>

<223> Cédon de inicio: atg (Nucledtidos 11 a 13), codén de parada

<400> 1

<210>2

agatctaaag
aggeeccecte
cgatcttgag
ggggatttta
acgettigte
taaactgtat
cagttattct
tgtgacecact
ccagcatcgyg
cagaatggtt
gecaagcagca
aaccattqggg
gcaggectat

<211> 252
<212> PRT

<213> Influenza virus

atgagtctec
aaagcecgaga
gttctecatgg
ggatttgtgt
caaaatgeeco
aggaagctca
getggtgcac
gaagtggcat
tctcatagge
ttagccagea
gaggccatgg
actcatccta
cagaaacgaa

taaccgaggt
tcgeacagaqg
aatggctaaa
tcacgetcac
ttaatgggaa
agagggagat
ttgccagtig
ttggectgyt
aaatggtgac
ctacagctaa
aggtrgetag
gctecagtge
tgggggtgea

cgaaacgtac
acttgaagat
gacaagacca
cgtgcccagt
cggggatcca
aacattecat
tatgggcctc
atgtgcaace
aacaaccaac
ggctatggag
tcaggctagg
tggtctgaaa
gatgcaacygg

gttctctcta
gtetttgeag
atcetgtcac
gagcgaggac
aataacatgg
ggggccaaaq
atatacaaca
tgtgaacaga
ccactaatca
caaatggctyg
caaatggtgc
aatgatcttce
ttcaagtgaa

: tga (Nucleétidos 767 a 769)

tcatcccgte
ggaagaacac
ctctgactaa
tgcagagtag
acaaagcagt
aaatctcact
ggatgggggc
ttgctgacte
gacatgagaa
gatcgagtga
aagcgatgag
ttgaaaattt
ctag

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
774
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<400> 2

Met

Sex

'Thr

65

Gln

Val

Lys

Gly

Gly

145

Ser

Ala

Ala

Ser

225

Gln

Ser

Gly

Gly

Pro

50

Leu

Asn

Lys

Glu

Leu

130

Leu

His

Arg

Gly

Atrg

210

Ser

Lys

Leu

Pro

Lys

a5

Ile

Thr

Ala

Leu

Ile

115

Tle

Val

Axrg

Met

Ser

195

Gln

Ala

Arg

Leu

Leu
20

Asn

Leu

val

Leu

Tyrx

100

Ser

Tyr

Cys

Gln

vVal
180

Ser

Mat

Gly

Met

ES 2 340 499 T3

Thx Glu Val

Lys Ala Glu

Thx Asp Leu

Ser Pro Leu
53

Pro Ser Glu
T0

Asn Gly Asn
a5

Axg Lys Leu

Leu Ser Tyr

Asn Axrg Met
135

Ala Thr Cys
150

Met Val Thr
165

Leu Rla Ser

Glu Gln Ala

vVal Gin Ala
215

Leu Lys Rsn

230

Gly vVal Gln
245

Glu Thr

Ile Ala
25

Glu vVal
40

Thr Lys

Arg Gly

Gly Asp

Lys Arg

105

Ser Ala
120

Gly Ala’

Glu Gln

Thr Thx

Thr Thr
185

Ala Glu
200

Met Arg

Asp Leu

Met Gln

Tyr Val Leu
10

Gln Axg Leu

Leu Met Glu
Gly Ile Leu

Leu Gin Arg
78

Pro Asn Aan
90

Glu 1lle Thr
Gly Ala Leu

Val Thrx Thr
140

Ile Mla Asp
155

Asn Pro Leu
170

Ala Lys Ala
Ala Met Glu

Thr Ile Gly
220

Leu Glu Asn

235

Arg Phe Lys
250

Ser

Glu

Trp

45

Gly

Arg

Met

Phe

Ala

125

Glu

Ser

Ile

Met

Val
205

Thy

Leu

Ile

Asp
30

Leu

Phe

Arg

Asp

His

110

Ser

val

Gln

Arg

Glu

180

Ala

His

Gln

Ile
15

Val

Lys

val

Phe

Lys

85

Gly

Cys

Ala

His

His

175

Gln

Sex

Pro

Ala

Pro

Phe

Thr

Phe

val

80

ARla

Ala

Met

Phe

Arg

160

Glu

Met

Gln

Ser

Tyr

240
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<210>
<211>
<212>

3
775
ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 340 499 T3

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Influenza-Matrix: Gen con un mayor contenido de G/C

<220>

<223> Codén de inicio: atg (Nucledtidos 11 a 13), codén de parada: tag (Nucleétidos 767 a 769)

<400>

<210>
<211>
<212>

3

agatctaaag
cggeceecty
tgacctggag
gggcatcctg
ccgettegty
gaagctgtac
gagctacagc
cgtgaccacc
ccagcacege
caggatggtg
gcaggeccgcece
gaccatcgge
gcaggectac

4
844
ADN

atgagceotge
aaggccgaga
gtgctgatgg
ggcttegtgt
cagaacgcce
aggaagctga
gccggegoce
gaggtggect
agccacaggce
ctggccagea
gaggecatgyg
agecaceeca
cagaagegea

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Influenza-Matrix: Gen para forma segregada (con secuencia de sefial N-

<220>

tgaccgaggt
tegeccagag
agtggctgaa
tcaccetgac
tgaacggcaa
agagggagat
tggecagety
teggectggt
agatggtgac
ccaccgeccaa
aggtggcecag
gcagcagcge
tgggcgtyca

terminal) con un mayor contenido de G/C

ggagacctac
gctggaggac
gaccaggcec
cgtgcccage
cggcgaccece
caccttecac
catgggectg
gtgegecacae
caccaccaac
ggccatggag
ccaggecagy
cggectgaag
gatgcagcgc

gtgetgagea
gtgttogecy
atcctgagee
gagcgcggee
aacaacatgg
ggcgccaagy
atctacaaca
tgeqgagecaga
ceceectgatca
cagatggecqg
cagatggtgce
aacgacctgc
ttcaagtgaa

tcatcecceag
gcaagaacac
ccctgaccaa
tgcagcgecg
acaaggccgt
agatcagcct
ggatgggege
tecgeccgacag
ggcacgagaa
gcagcagcga
aggccatgay
tggagaacct
ctagt

<223> Codon de inicio: atg (Nucleétidos 11 a 13), codén de parada: tga (Nucledtidos 836 a 838)

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
775
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<400> 4

agatctaaay
ggccctgace
catccccage
caagaacace
cctgaccaag
gcagegeege
caaggccgtg
gatcagcctyg
gatgggegee
cgccgacage
gcacgagaac
cagcagcgag
ggccatgagg
gygagaacctg
tagt

<210> 5
<211>942
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>

atggccgtca
cagacctggg
ggeeccoecctga
gacctggagg
ggcatectgg
cgcttegtge
aagctygtaca
agctacagcg
glLgaccaccg
cagcaccgca
aggatggtgc
caggccgecg
accateggca
caggectace

ES 2 340 499 T3

tggececcecy
ctagcctgcet
aggecgagat
tgctgatgga
gcttegtgtt
agaacgccct
ggaagctgaa
ccggcgeocct
aggtggeett
gccacaggca
tggccageac
aggccatgga
ceccaccccag
agaagcgcat

caccctggtg
gaccgaggty
cgcccagaqg
gtggctgaag
caccctgace
gaacggcaac
gagggagatc
ggccagetge
cggectggty
gatggtgace
caccgccaag
ggtggccage
cagcagcgee
gggcgtgeag

ctgctgetga
gagacctacy
ctggaggacyg
accaggccca
gtgcecageg
ggcgacceca
accttecacyg
atgggcctga
tgcgecacet
accaccaacc
gccatggage
caggccagge
ggcctgaaga
atgcagcgcet

gcggegecet
tgctgageat
tgttecgecgg
Lcctgagece
agcgcggect
acaacatgga
gegcecaagga
tctacaacag
gcgagcagat
ccctgatcag
agatggcecgg
agatggtgca
acgacctgct
tcaagtgaac

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Influenza-Matrix: ARNm con secuencias de estabilizacion

<220>

60

120
180
240
300
360
420
480
540
800
660
720
780
840
844

<223> Las secuencias de estabilizacion provienen de los UTRs de 5° 0 3° de la ARNm de B-globina de Xenopus laevis

<220>

<223> Codén de inicio: aug (Nucledtidos 56 a 58), Coddn de parada: uga (Nucleétidos 812 a 814)

<400> 5

gcuuguucuu
ucuucuaace
cgagaucgca
cauggaaugg
UQuUgUUCACY
ugcccuuaau
gcucaagaqgqg
ugcacuugece
ggcauuugge

uaggcaaaug
cagcacuaca
cauggagguu
uccuagcuce
acgaaugggg
cucccaacgg
aaaaaaaaaa

uuugcagaag
gaggucgaaa
cagagacuug
cuaaagacaa
cusaccqguge
gggaacgggyg
gagauaacau
aguuguaugg
cugguaugug

gugacaacaa
gcuaaggcua
gcuagucagyg
agugcugguc
gugcagauge
gcecuccuce
aaaaaaaaaa

cucagaauaa
cguacguucu
aagaugucuu
gaccaauccu
ccagugageg
auccaaauaa
uccauggyge
gccucauaua
caaccuguga

ccaacccacu
uggagcaaau
cuaggcaaau
ugaaaaauga
aacgguucaa
ccuccuugca
aaaaaaaaaa

acgeucaacu
cucuaucauc
ugcagggaag
gucaccucug
aggacugoag
cauggacaaa
caaagaaave
caacaggaug
acagauugeu

aaucagacau
ggcuggaucy
ggugcaagcg
ucuucuugaa
gugaacuagu
ccaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

uuggcagauc
ccqucagges
aacaccgauc
acuaagggga
cguagacgeou
gcaguuaaac
ucacucaguu

g9g9gcuguga
gacucccage

gagaacagaa
agugagcaag
augagaacca
aauuugcagqg
gacugacuag
aanaaaasaa
aa

uaaagaugag
cccucaaaqe
uugagguucu
uuuuaggauu
uuguccaaaa
uguauaggaa
auucugcugg
ccacugaagu
aucggucuca

ugguuuuage
cagcagaggc
uugggacuca
ccuaucagaa

cecgougyge
aaaaaaaaaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840Q
900
942
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<210> 6
<211>942
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Influenza-Matrix: ARNm con un mayor contenido de G/C y secuencias

de estabilizacion

<220>

<223> Las secuencias de estabilizacién provienen de los UTRs de 5’ o 3’ del ARNm de la g-globina de Xenopus

laevis

<220>
<223> Codén de inicio:

<400> 6

gouuguucuuy
ccugcugace
cgagaucgcc
gauggagueg
cquguucace
CgCCCUgaac
gcugaagagyg
cgcccuggee
ggccuucgge
caggcagaug
cagcaccace
cauggaggug
ccccagcage
gcgcauggge
cucccaacgyg
aaaaaaaaaa

<210>17
<211> 1011
<212> ARN

ES 2 340 499 T3

aug (Nucleétidos 56 a 58), Codon de parada: uga (Nucledtidos 812 a §14)

uuugcagaag
gagguggaga
cagaggcugg
cugaagacca
cugaceguge
ggcaacggcy
gagaucaccu
agcugcaugyg
cuggugugcg
gugaccacca
gccaaggeca
gccagecagg
agcgeeggece
gugcagaugc
gceccuccuce
aaaaaaaaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

cucagaauaa
cCuacgugcy
aggacguguu
ggcceaucecu
ccagcgageg
accccaacaa
uccacggege
gcocugaucua
ccaccugcga
ccaacceccu
uggagcagau
ccaggcagau
ugaagaacga
agcgcuucaa
couccuuygca
aaaaaaaaaa

acgcucaacu
gagcaucauc
cgccggcaag
gagceccceug
cggccugcag
cauggacaag
caaggagauc
caacaggaug
gcagaucgcee
gaucaggcac
ggccggeage
ggugcaggcc
ccugcuggag
gugaacuagu
ccasaanasa
aaaaaaaaaa

uuggcagauc
cccageggee
aacaccgacc
accaagggea
cgecegacgeu
gcogugaage
agccugagceu
ggcgecguga
gacagccage
gagaacagga
agcgageaqqg
augaggacca
aaccugcaqg
gacugacuag
aaaaaaaaaa
aa

vaaagaugag
cccugaagge
uggaggugcu
uccugggeouy
ucgugcagaa
uguacaggaa
acagcgecgg
ccaccgaggu
accgcagceca
uggugcugge
ccgeecgagge
ucggcaccca
ccuaccagaa
cecegeugagge
aaaaaaaaaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
942

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Influenza-Matrix: para ARNm con mayor contenido de G/C y secuencias
de estabilizacién que codifican la forma segregada

<220>

<223> Codén de inicio: aug (Nucledtidos 56 a 58), Codén de parada: uga (Nucledtidos 881 a 883)
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<400> 7

geuuguucuu
cgucauggee
cugggccagce
cocugaaggee
ggaggugcug
ccugggeuue
cgugcagaac
gquacaggaag
cagcgecyggce
caccgagguy
ccgcagccac
ggugcuggec
cgecgaggeo
cggcacccac
cuaccagaadg
ccgocugggce
dadlaaamas

<210> 8

<211> 940

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<220>

uuugcagaag
ccccqcaccc
cugcugaccg
gagaucgoce
auggagugge
guguucacce
gcccugaacg
cugaagaggg
gcccouggeca
gccuucggee
aggcagaugy
agcaccaccy
auggaggugg
cccagoagcea
cgcaugggeg
UCCCaacygy
aqazaaqAaaaa

ES 2 340 499 T3

cucagaauvaa
uggqugcugeu
agguggagac
agaggcugga
ugaagaccag
ugacegugee
gcaacggega
agaucaccuu .
geugcauggg
uggugugege
ugaccaceac
ccaaggecau
ccageeagge
gcgecggocu
ugcagaugea
cceucoucee
aaaaaaaaaa

<223> MAGEI1: Gen del tipo salvaje (para comparacion)

<220>

<223> Codon de inicio:

<400> 8

catgatgtct
acaagaggcc

cetgggoace
gggagcctcc
ttccagecage
agcagtaatce
cagggageca

tettcetgag:

gaaggaagca
tgatggcctyg
ggtcatgatt
tgtgatggag
cacccaagat
cgcacgctat
cctrgagtat
agcagcetttg

acgcucaacy
gcugagcgge
cuacgugouyg
ggacguguuc
gceccauccuyg
cagcgagcgce
CCCCaacaac
ccacggqcgee
ccugaucuac
caccugcygag
caaccecocug
ggagcagauyg
caggcagaug
gaagaacgac
gegcuucaag
cuccuugcac
aaaaaaaaaa

uuggcagauc
gcocuggece
agcaucauec
goccggcaaga
agcccocuga
ggccugeage
auggacaagg
azggagauca
aacaggaugyg
cagaucgccyg
aucaggcacy
geeggcagca
gugcaggcca
cugcuggaga
ugaacuagug
caaaaaaaaa
aaaaaaaaaa

uaaagaugge
ugacccagac
ccageggece
acaccgaccu
ccaagggcau
geccgecgeuu
<cgugaagecu
gccugageua
gcgecgugac
acagccagca
agaacaggau
gcgagcaggc
ugaggaccau
accugcagge
acugacuagce
Adaaaaaaaa
a

atg (Nucleétidos 5 a 7), Codén de parada: tga (Nucledtidos 932 a 934)

cttgagcaga
ctgggectygy

ctggaggagyg
gecctttcoca
cgtgaagagg
actaagaagg
gtcacaaagg
atctteggea
gaccecacog
ctgggtgata
gecaatggagyg
gtgtatgatg
ttggtgcagg
gagtteetgt
gtgatcaagg
agagaggagg

ggagtctgca ctgcaagect
kgtgtgtgca ggctgccace

tgcecactyge
ctaccatcaa
aggggccaag
tggctgattt
cagaaatgct
aagcctetga
gecactecta
atcagateat
geggecatge
ggagggagca
aaaagtacct
ggggtccaag
tcagtgcaag
aagagggagt

tgggteaaca
cttcactcga
cacceecttgt
ggttggtttt
ggagagtgte
gtccttgcag
tgtecttgte
geoccaagaca
tectqgaggag
cagtgcectat
ggagtaccgg
ggccetoget
agttcegettt
ctgagcatga

gaggaagece
tcctocteot

gatccteccee
cagaggcaac
atcctggagt
ctgetocetea
atcaaaaatt
ctggtctttg
acctgcectayg
ggcttcctga
gaaatctggyg
ggyggagecca
caggtgecgg
gaaaccaget
ttcttccecat

ttgaggccca
ctectetggt

agagtcctca
c¢cagtgaggg
cettgtteeg
aatatcgagc
acaagcacty
gcattgacgt
gtctctecta
taattgtecet
aggagctgag
ggaagectget
acagtgatcc
atgtgaaagt
ccetgegtga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1011

60
120

180
240
300
360
420
480
S40
€00
660
720
7180
840
900
940
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<210>9
<211> 308
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<220>

ES 2 340 499 T3

<223> Antigeno tumoral MAGEI1: secuencia de proteinas

<400> 9

Ser

Ser

Gly

Thr

65

Ser

Fhe

Leu

Leau

Gln

Ser

Ser

50

Thr

Axg

Arg

Glu

Gln

Ser

35

Thr

Ile

Glu

Ala

Lys
115

Gln

Glu

20

Pro

Asp

Asn

Glu

val

100

Tyr

Arg

Ala

Leu

Pro

Phe

Gliu

85

Ile

Ser Leu

Leu Gly

val Leu

Pro Gln

55

Thr Arcg

10

Gly Pro

Thr Lys

Ala Arg

His

Gly

40

Sey

Gln

Ser

Lys

Glu
120

Cys

val

25

Thr

Pro

Arg

Thr

val

105

Pro

Lys

10

Cys

Leu

Gln

Gln

Serx

30

RAla

Val

Pro

val

Glu

Gly

Pro

75

Cys

Asp

Thr

Glu

Gln

Glu

Ala

60

Ser

Ile

Lys

Glu

Ala

val

415

Ser

Glu

Leu

Val

123

Ala

Ala

30

Pro

Ala

Gly

Glu

‘Gly

110

Glu

15

Thr

Thr

Phe

Serx

Ser

95

Phe

Met

Glu

Ser

Rla

Pro

Ser

80

Leu

Leu

Leu
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Glu Ser
130

Lys Ala
145

Ala Asp

Ser Tyr

Phe Leu

Pro Glu

210

Gly Arg
225

Asp Leu

Asp Pro

Thr Ser

Val Arg
290

Glu Glu
305

<210> 10
<211>939
<212> ARN

<213> Artificial Sequence

<220>

val

Ser

Pro

Asp

Ile

195

Glu

Glu

Yal

Ala

TYyr

275

Phe

Gly

Ile

Glu

Thy

Gly

180

Ile

Glu

Hls

Gln

Arg

260

val

Phe

Vval

Lys

Ser

Gly

165

Leu

val

Ile

Serx

Glu

245

Tyx

Lys

fhe

Asn

Lau

150

His

Leu

Leu

Trp

Rla

230

Lys

Glu

Val

Pro

ES 2 340 499 T3

Tyr Lys
135

Gln Leu

Sexr Tyr

Gly Asp

Val Met
200

Glu Glu
215

Tyr Gly

Tyr Leu

Phe Leu

Leu Glu

280

Ser Leu
295

His

val

val

185

Ile

Leu

Glu

Glu

Trp
265

Tyr

Arg

Cys

Phe

Leu

170

Gln

Ala

Ser

Pro

YL

250

Gly

val

Glu

Phe

Gly

135

Val

Ile

Met

val

Arg

235

Arg

Pro

lle

Ala

Pro

140

Ile

The

Met

Glu

Met

220

Lys

Gln

Arg

Lys

Ala
300

Glu

Asp

Cys

Pro

Gly

203

Glu

Leu

val

Ala

vVal

285

Ley

Ile

val

Leu

Lys

150

Gly

val

Leu

Pro

Leu

270

Serx

Arg

Phe

Lys

Gly

175

Thr

His

Tyr

Thr

Asp

285

Ala

Ala

Glu

<223> Descripcién de la secuencia artificial: MAGE1: ARNm con un mayor contenido de G/C

<220>

<223> Codén de inicio: aug (Nucledtidos 1 a 3), codén de parada: uga (Nucleétidos 937 a 939)

Gly
Glu
160
Leu
Gly
Ala
Asp
Gln
240
Ser
Glu

Arg

Glu
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<400> 10

<210>

augagccugg
gaggegeugg
ggcacgcugyg
gocgagcegegu
agcageccgeyg
gucaucacga
gagcegguea
ccggagaucu
gaggcggace
ggccugcugyg
augaucgcyga
auvggaggucu
caggaccugg
cgcuacgagu
gaguacguca
gegeugegeg

11

<211>939
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

agcagcgcag
gccuggucug
aggagguces
ucccgacgac
aggaggaggg
agaaggucge
cgaaggogga
ucggcaaggc
cgacgggcca
gcgacaacca
uggagggcgy
acgacggecyg
uccaggagaa
uccugugggg
ucaaggucag
aggaggagga

ES 2 340 499 T3

ccugcacuge
cguccaggeyg
gacggeggge
gaucaacuuc
cccgageacy
ggaccugguc
gaugcuggag
gagcgagage
cagcuacguc
gaucaugcey
ccacgegecy
cgagcacage
guaccuggag
cccgegegeyg
cgcgegegue
gggcgucuga

aagccggagy
gcgacgagea
agcacggace
acgegecage
agcugcauce
ggeuuccuge
agegucauca
cugcagecugg
cuggucacgu
aagacgggeu
gaggaggaga
geguacggcy
uaccgecagg
cuggeggaga
cgecuucuucu
gegugauga

aggcgeugga
geageagece
cgccgcagag
gccagecgag
uggagagceu
ugcugaagua
agaacuacaa
ucuucggeau
gccugggeeou
uccugaucau
ucugggagga
agccgegeaa
ucccggacag
cgagouacgu
ucccgagecu

dggegcagceag
geugguccug
cccgraggge
cgagggcage
guuccgegeg
cegogegege
gcacugeuue
cgacgucaag
gagcuacgac
cgquccugguc
geugagegue
gcugcugacg
cgacecggey
caagguccug
gcgcgaggeg

<223> Descripcién de la secuencia artificial: MAGE1: ARNm con utilizacién alternativa de codén.

<220>

<223> Codon de inicio:

<400>

11

augagccugyg
gaggcccugyg
ggcacccugyg
gecagogaeu
agcagcegeyg
gugaucacca
gagcccguga
cccgagaucu
gaggccgace
ggecugeugyg
augaucgcca
auggaggugu

caggaccugg
cgcuacgagu
gaguacguga
geceugegeg

aug (Nucleétidos 1 a 3), codén de parada: uga (Nucledtidos 937 a 939)

agcagcgceayg
gccuggugug
aggaggugee
uccecaccac
aggaggaggyg
agaagguggc
ccaaggccga
ucggcaagge
ccaccggcca
gegacaacca
uggagggcegyg
acgacggceeqg

ugcaggagaa
uccuguggyg
ucaaggugag
aggaggagga

ccugcacuge
cgugcaggec
caccgccgge
caucaacuuc
ceccageace
cgaccuggug
gaugcuggag
cagcgagagce
cagcuacgug
gaucaugcee
ceacgeceec
cgagcacage

guaccuggag
ceccegegee
cgcecgegug
gggcguguga

aageccqgagg
gccaccagea
agcaccgacc
acceogecage
agcugcaucc
ggcuuccugc
agcgugauca
cugcagcuyg
cuggugaccu
aagaccggeu

‘gaggaggaga

gccuacqggeg

uaccgccagqg
cuggccgaga
cgcuucuucu
gcocugauga

aggececcugga
geagecageee
ccccecagaqg
gceagecocag
uggagageccu
ugcugaagua
agaacuacaa
uguucggcau
gcocugggecu
uccugaucau

ucugggagga
agccecgeaa

ugceccgacag
ccagcuacgu
uccgcagecu

ggcccagcag
ccuggugeug
cccccaggge
cgagggcage
guuccgcgce
cecgegecocgc
geacugcuue
cgacgugaag
gagcuacgac
cgugcuggug
gcugagcgug
geugcugacc

cgacccegee
gaaggugcug
gcgcgaggcce

60

12¢
180
240
300
360
420
480
540
600
€60
720
780
840
9900
539

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

180
840
300
839
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ES 2 340 499 T3

<210> 12
<211>17
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un motivo de secuencia reconocible para una endonucleasa, motivo de
secuencia que esta contenido en el segmento de UTR 3’ del gen que codifica el receptor de la transferrina (p.
10 de la descripcion)

<400> 12
gaacaag 7

<210> 13

<211> 13

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Secuencia Kozak, sitio de enlace de ribosomas (p. 12 de la descripcién)
<400> 13

gcegecacca ugg 13

10
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