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DESCRIPCION

Biosensor para determinar la funcion exportadora de CRM1

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método para determinar si la funciéon de una variante
de CRM1 esta alterada en una muestra y a un método para identificar un compuesto con
capacidad de modular la funcién de CRM1 o de una variante equivalente de la misma. La
presente invencion también se refiere a una proteina de fusion y al uso de dicha proteina de
fusidon para determinar si la funcién de una variante de CRM1 esta alterada en una muestra

y para identificar un compuesto con capacidad de modular la funcion de CRM1.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La proteina CRM1/exportinal, es un miembro de la familia de las carioferinas, un grupo de
proteinas que funcionan como receptores en el transporte de macromoléculas entre el
nucleo y el citoplasma a través de los poros nucleares. Los receptores de transporte nuclear
se pueden clasificar funcionalmente en dos grandes grupos: los receptores de importacion
(importinas) y los receptores de exportacion (exportinas). En el citoplasma celular, las
importinas reconocen y se unen a secuencias especificas de aminoacidos, denominadas
sefiales de localizacién nuclear (NLS, nuclear localization signal) en las proteinas “cargo”
que han de ser transportadas al nucleo. La importina facilita la entrada del cargo al nucleo a
través del poro nuclear y, una vez en el nucleo, el complejo importina/cargo se disocia por la
unién de RanGTP a la importina. El proceso de transporte inverso, la exportacién de
proteinas al citoplasma, esta mediada principalmente por el receptor de exportacion CRM1.
En el nucleo, y en presencia de RanGTP, CRM1 reconoce y se une a secuencias de
aminoacidos denominadas sefiales de exportacion nuclear (NES, nuclear export signal) en
los cargos que han de ser exportados. El complejo trimérico CRM1/cargo/RanGTP atraviesa
el poro nuclear y se disocia en el citoplasma tras la hidrolisis del GTP. El transporte
nucleocitoplasmico de proteinas es un proceso esencial para la homeostasis celular, y se

encuentra alterado en varios procesos patologicos, incluido el cancer.

Numerosas proteinas celulares dependen de la funcion de CRM1 para ser exportadas al
citoplasma y asi desarrollar de modo correcto su funciéon. Entre estas proteinas se

encuentran importantes reguladores del ciclo celular y de la apoptosis como p53 o survivina
2
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(Stommel et al., 1999, EMBO J. 18:1660-1672; Rodriguez et al., 2002, Exp. Cell Res. 275:
44-53), cuya alteracion es causa frecuente del desarrollo tumoral. Recientemente, se han
identificado mutaciones puntuales del gen XPO1, que codifica CRM1, en pacientes con
leucemia linfocitica cronica (CLL) (Puente et al., 2011, Nature. 475: 101-105). Debido a su
importante funcion en la homeostasis celular, y a su papel central como regulador de
proteinas relacionadas con el desarrollo de tumores, CRM1 constituye una interesante diana
terapéutica para el tratamiento del cancer (Turner et al., 2012, Biochem. Pharmacol.,
83:1021-1032).

La funcion de CRM1 se ha analizado en numerosos estudios utilizando diferentes métodos,
dirigidos fundamentalmente a determinar su capacidad de unién a una secuencia NES
(aislada o en el contexto de una proteina). Estos métodos pueden clasificarse en dos
grandes grupos segun se lleven a cabo en un tampén de reaccion bien definido
bioquimicamente (ensayos in vitro), o en células intactas o permeabilizadas (ensayos

celulares).

Los ensayos in vitro se basan en la utilizacion de proteinas recombinantes producidas in
vitro o purificadas a partir de sistemas de expresion procaridticos o eucariéticos. A la
secuencia de aminoacidos de estas proteinas recombinantes se afiaden a menudo epitopos
artificiales (por ejemplo GST o 6xHistidine) que facilitan su aislamiento o deteccion.
Usualmente, las proteinas recombinantes (CRM1 y NES) purificadas se afaden a un
tampon, que contiene RanGTP, el tercer componente del complejo de exportacion.
Utilizando diversas variantes de ensayos de co-purificacion (por ejemplo GST-pull down)
(Grespin et al., 2008, J. Biol. Chem. 283: 25576-25588; Guittler et al., 2010, Nat. Struct. Mol.
Biol. 17:1367-1376) o ensayos basados en la cuantificacion de la hidrdlisis de GTP
(RanGAP protection assay) (Askjaer et al., 1999, Mol. Cell. Biol., 19: 6276-6285) se
determina si se produce la interaccion CRM1/NES. Los ensayos in vitro presentan la

limitacion de que se llevan a cabo en un medio distinto al fisiolégico.

Los ensayos celulares pueden estar dirigidos a evaluar la funcién de la proteina CRM1
producida de modo natural por las propias células en las que se realiza el ensayo (CRM1
enddgena), por ejemplo mediante la transfeccion o microinyeccion de sustratos de CRM1
fluorescentes (Ossareh-Nazari et al., 1997, Science 278: 141-144; Cabot et al. 2002, Biol.
Reprod. 67: 814-819; Fetz et al., 2009, Sensors 9: 5423-5445). Sin embargo, los ensayos
que analizan la funcién de CRM1 endégena no permiten comparar directamente la funcién

de distintas variantes mutadas de CRM1. Dicha comparacién si es posible utilizando
3



10

15

20

25

30

35

ES 2 549 488 Bl

ensayos celulares en los que se induce la expresion ectépica de CRM1 mediante
transfeccion. La interaccion de CRM1 ectépica con una NES se ha investigado
mediante co-inmunoprecipitacion (Kanai et al., 2007, Nat. Cell Biol., 9: 1175 — 1183),
mediante ensayos de doble hibrido (Yang et al., 2001, Mol. Cell 8: 397-406) y también
mediante ensayos de relocalizacion. En estos ultimos, se co-transfectan células con
plasmidos de expresion que codifican CRM1 y una proteina con NES fusionadas a
epitopos que faciliten su deteccion mediante microscopia de fluorescencia (por
ejemplo GFP o Flag). La proteina con NES se utiliza como “cebo“ y la interaccion
CRM1/NES se detecta como un cambio en la localizacion subcelular de CRM1
(Daelemans et al., 2002, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99: 14440-14445). Estos ensayos
evallan la capacidad de CRM1 para unirse a una NES, pero no directamente su

capacidad para exportar una proteina.

Existe por tanto, una necesidad en el estado de la técnica de desarrollar biosensores
que permitan la determinaciéon de la funcionalidad en un entorno celular de variantes
de CRM1 asi como la identificacion de compuestos capaces de modular la funcién de

CRM1 basados en el analisis de |la capacidad de exportacion de dicha exportina.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han desarrollado un método para evaluar la
funcién de la exportina CRM1 basado en la deteccion de la localizacion subcelular de
un biosensor construido a partir de un cargo natural de CRM1, survivina. Survivina es
una proteina constitutivamente citoplasmatica. Los autores de la presente invencion
han disefiado una proteina de fusién que comprende survivina cuya localizacion es
constitutivamente nuclear y que relocaliza al citoplasma en respuesta a la

sobreexpresion de una proteina CRM1 funcional.

En un primer aspecto, la invencion se refiere a un método para determinar si la funcion
de una variante de CRM1 en una muestra que comprende al menos una célula esta
alterada, que comprende:
(i) proporcionar una muestra que comprende al menos una célula en
donde dicha al menos una célula comprende una proteina de fusion y en
donde dicha proteina de fusién comprende:
a) un primer dominio polipeptidico que comprende una variante de

survivina seleccionada entre:
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1) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional; y
2) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional y comprende la sefial de exportacion
nuclear (NES) de survivina;
b) al menos, un segundo dominio polipeptidico que comprende una sefial
de localizacion nuclear (NLS); y
c) al menos, un tercer dominio polipeptidico reportero;
en donde si la variante de survivina carece de la totalidad o parte de su sefal
NES, entonces dicha proteina de fusion comprende ademas
d) un cuarto dominio polipeptidico que comprende una NES;
(ii) introducir en dicha al menos una célula un casete de expresion o un plasmido
que codifica para dicha variante de CRM1;
(iii) crecer dicha al menos una célula bajo condiciones que permitan la correcta
expresion de dicha variante de CRM1;
(iv)detectar la sefal del dominio reportero de dicha proteina de fusion;
(v) determinar la localizacién subcelular de dicha proteina de fusion;
(vi)comparar la localizaciéon subcelular de dicha proteina de fusién determinada
en la etapa (v) con dicha localizacion subcelular obtenida para dicha proteina de
fusion en una muestra de referencia;
en donde una alteracién de la localizacidon subcelular de dicha proteina de fusién es

indicativa de una funcion alterada de CRM1.

En un segundo aspecto, la invencién se relaciona con un método para identificar un
compuesto con capacidad de modular la funcién de CRM1 o de una variante funcionalmente
equivalente de la misma en una muestra que comprende al menos una célula,
comprendiendo dicho método:
(i) poner en contacto un compuesto candidato con una muestra que comprende
al menos una célula en donde dicha al menos una célula comprende:
a) una proteina de fusién que comprende:
1) un primer dominio polipeptidico que comprende una variante de

survivina seleccionada entre:
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- una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional; y
- una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional y comprende una sefial de
exportacion nuclear (NES) de survivina;
2) al menos, un segundo dominio polipeptidico que comprende
una sefal de localizacion nuclear (NLS); y
3) al menos, un tercer dominio polipeptidico reportero;
en donde si la variante de survivina carece de la totalidad o parte de su sefal
NES, entonces dicha proteina de fusion comprende ademas
4) un cuarto dominio polipeptidico que comprende una NES;
b) un casete de expresion o un plasmido que codifica para dicha CRM1 o
dicha variante funcionalmente equivalente de la misma;
(i) detectar la sefial del dominio reportero de dicha proteina de fusion;
(iii) detectar la localizacion subcelular de dicha proteina de fusion; y
(iv)comparar la localizaciéon subcelular de dicha proteina de fusion obtenida en la
etapa (iii) con la localizacion subcelular de dicha proteina de fusién obtenida en
una muestra que comprende al menos una célula que no ha sido tratada con
dicho compuesto;
en donde una alteracién de la localizacion subcelular de la proteina de fusion detectada en
la etapa (iii) con respecto a la localizacion subcelular en dicha muestra no tratada es
indicativa de que dicho compuesto es capaz de modular la funcion de CRM1 o de una

variante funcionalmente equivalente de la misma.

En un tercer aspecto, la invencion se relaciona con una proteina de fusiéon que comprende:
(i) un primer dominio polipeptidico que comprende una variante de survivina
seleccionada entre:

a) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional; y

b) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacién no funcional y comprende una sefial de exportacion

nuclear (NES) de survivina;
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(i) al menos, un segundo dominio polipeptidico que comprende una sefial de
localizacion nuclear (NLS);
(iii) al menos, un tercer dominio polipeptidico reportero;
en donde si la variante de survivina carece de la totalidad o parte de su sefial NES, entonces
dicha proteina de fusién comprende ademas

(iv)un cuarto dominio polipeptidico que comprende una NES.

En un cuarto aspecto, la invencidn se refiere a un acido nucleico que codifica para dicha

proteina de fusion.

En un quinto aspecto, la invencidn se refiere a un casete de expresion que comprende dicho

acido nucleico operativamente unido a un sistema de transcripcion y/o traduccién apropiado.

En un sexto aspecto, la invencidon se refiere a un plasmido que comprende dicho acido

nucleico o dicho casete de expresion.

En un séptimo aspecto, la invencion se refiere a una célula hospedadora que comprende

dicho acido nucleico, dicho casete de expresion o dicho plasmido.

En un octavo aspecto, la invencion se refiere al uso de dicha proteina de fusién para
determinar si la funcion de una variante de CRM1 esta alterada en una muestra o para
identificar un compuesto con capacidad de modular la funcion de CRM1 o de una variante

funcionalmente equivalente de la misma en una muestra.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Elementos funcionales y secuencia de la proteina de fusién (SEQ ID NO: 52). El
panel A muestra una representacion simplificada de la proteina survivina humana y la
proteina de fusién derivada de ella. En la representacion de survivina se indica su tamano
(142 aminoacidos), la posicién de la NES, el dominio de dimerizacion (dim) y el segundo
dominio de exportacion carboxiterminal (C-exp). En la representacion de la proteina de
fusion se indica la posicion de la NES, las NLS y el epitopo 3xFlag. El panel B muestra la
secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion indicando la secuencia de la NES (en
recuadro), las NLS (subrayadas) y el epitopo 3xFlag (subrayado doble). El panel C muestra
la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de fusion, indicando la secuencia que

codifica la NES (en recuadro), las NLS (subrayadas), el epitopo 3xFlag (subrayado doble) y
7
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el codon de parada (negrita). En mayuscula, se indican los sitios de restriccion Bglll
(AGATCT), Hindlll (AAGCTT) y Notl (CGGCCGCG).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Método para determinar si la funcidén de una variante de CRM1 esta alterada

En un primer aspecto, la invenciéon se refiere a un método, de aqui en adelante “primer

método de la invencién”, para determinar si la funcién de una variante de CRM1 en una

muestra que comprende al menos una célula esta alterada, que comprende:
(i) proporcionar una muestra que comprende al menos una célula en donde
dicha al menos una célula comprende una proteina de fusién y en donde dicha
proteina de fusién comprende:
a) un primer dominio polipeptidico que comprende una variante de
survivina seleccionada entre:
1) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional; y
2) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional y comprende la sefial de exportacion
nuclear (NES) de survivina;
b) al menos, un segundo dominio polipeptidico que comprende una sefial
de localizacion nuclear (NLS); y
c) al menos, un tercer dominio polipeptidico reportero;
en donde si la variante de survivina carece de la totalidad o parte de su senal NES,
entonces dicha proteina de fusion comprende ademas
d) un cuarto dominio polipeptidico que comprende una NES;
(ii) introducir en dicha al menos una célula un casete de expresion o un plasmido
que codifica para dicha variante de CRM1,;
(ii) crecer las células bajo condiciones que permitan la correcta expresion de
dicha variante de CRM1;
(iv)detectar la sefial del dominio reportero de dicha proteina de fusion;

(v) determinar la localizacién subcelular de dicha proteina de fusion;
8
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(vi)comparar la localizaciéon subcelular de dicha proteina de fusién determinada
en la etapa (v) con dicha localizacion subcelular obtenida para dicha proteina de
fusion en una muestra de referencia;

en donde una alteracién de la localizacién subcelular de dicha proteina de fusién es

indicativa de una funcion alterada de CRM1.

La etapa (i) del primer método de la invencion comprende proporcionar una muestra que
comprende al menos una célula en donde dicha al menos una célula comprende una
proteina de fusion y en donde dicha proteina de fusion comprende:
a) un primer dominio polipeptidico que comprende una variante de survivina
seleccionada entre:
1) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional y
2) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional y comprende la sefial de exportaciéon
nuclear (NES) de survivina;
b) al menos, un segundo dominio polipeptidico que comprende una sefial de
localizacion nuclear (NLS); y
c) al menos, un tercer dominio polipeptidico reportero;
en donde si la variante de survivina carece de la totalidad o parte de su sefal
NES, entonces dicha proteina de fusion comprende ademas

d) un cuarto dominio polipeptidico que comprende una NES;

El primer método de la invencion esta dirigido a determinar si la funcion de una variante de
CRM1 esta alterada.

El término “CRM1” (del inglés, Chromosomal Maintenance 1) o “exportina 1” segun se usa
en la presente descripcion, se refiere a una proteina que media el transporte nuclear de
macromoléculas (incluyendo ARN y proteinas) desde el nucleo celular hacia el citoplasma
mediante el reconocimiento en dichas macromoléculas de una sefial de exportacién nuclear
(NES) rica en residuos de leucina. La proteina CRM1 esta formada por varios dominios
HEAT (del inglés, Huntingtin, elongation factor 3, protein phosphatase 2A and the yeast
kinase Tor1), cuyo numero es variable dependiendo de la especie (por ejemplo, CRM1

humana contiene 20 dominios HEAT), que a su vez estan constituidos por una cadena alfa 'y
9
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una cadena beta antiparalelas que dan lugar a “ranuras hidrofobicas” en las que se
acomodan los residuos hidrofébicos de la secuencia NES. El transporte de dichas
macromoléculas lleva asociado un consumo de energia en forma de GTP y se lleva a cabo
mediante el acoplamiento de CRM1 con un complejo proteico formado por la proteina
RANBP3 y una GTPasa. La proteina CRM1 es el producto del gen crm1 o xpo1. CRM1
incluye la proteina CRM1 de cualquier mamifero incluyendo, pero sin estar limitado a,
animales domésticos y de granja (vacas, caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos o

roedores), primates y humanos.

El término “variante de CRM1” segun se utiliza en la presente descripcion, se refiere a toda

aquella proteina o polipéptido, o a la secuencia de nucleétidos que codifica la misma, que
resulta de la insercion, delecidon o sustitucion de uno o varios aminoacidos de la secuencia
de CRM1. Variantes de CRM1 segun la invencion incluyen polipéptidos que son
sustancialmente homodlogos a CRM1. Un polipéptido es sustancialmente homdlogo a otro
polipéptido cuando su secuencia de aminoacidos tiene un grado de identidad de al menos el
50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el
91%, al menos el 92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el
96%, al menos el 97%, al menos el 98% o al menos el 99%. El grado de identidad entre dos
secuencias de aminoacidos puede determinarse por métodos convencionales, por ejemplo,
mediante algoritmos estandar de alineamiento de secuencias conocidos en el estado de la
técnica, tales como, por ejemplo BLAST (Altschul S.F. et al. Basic Local Alignment Search
Tool. J Mol Biol. 1990 Oct 5; 215(3):403-10). En una realizacion preferida de la invencion,
dicha variante de CRM1 es una variante de la proteina CRM1 humana. En una realizacion
aun mas preferida de la invencién, dicha variante de CRM1 es CRM1 A541K en donde el

residuo de alanina en la posicion 541 es sustituido por una lisina (SEQ ID NO: 1).

La expresion “funcion de una variante de CRM1” se refiere a la capacidad de una variante

de CRM1 de exportar macromoléculas, tal como, por ejemplo, la proteina de fusion definida

en la presente invencién, desde el nucleo al citoplasma.

El término “muestra”, segun se usa en el presente documento, se refiere a una pequena
parte de un sujeto que comprende al menos una célula, y puede estar constituida por una
Unica célula, 2 células, 3 células, 10 células, 20 células, 100 células, 500 células, 1000
células, 2000 células, 5000 células, 10000 células o mas. La muestra puede ser fresca o
congelada. Dicha célula debe ser una célula eucariota. Ejemplos de células eucariotas para

llevar a cabo el primer método de la invencion incluyen células de mamiferos, plantas,
10
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insectos y hongos. Células de hongos incluyen, preferiblemente, células de levaduras tales
como Saccharomyces, Pichia pastoris y Hansenula polymorpha. Células de insectos
incluyen, sin limitacion, células de Drosophila y células Sf9. Células de plantas incluyen,
entre otras, células de plantas de cultivos tales como cereales, plantas medicinales,
ornamentales o de bulbos. Células de mamiferos adecuadas para llevar a cabo el primer
método de la presente invencién incluyen lineas celulares epiteliales (porcinas, humanas,
etc.), lineas celulares tumorales como por ejemplo, lineas celulares de osteosarcoma
(humanas, etc.), lineas celulares de neuroblastoma (humanas, etc.), carcinomas epiteliales
(humanos, etc.), células gliales (murinas, etc.), lineas celulares hepaticas (de mono, etc.),
células CHO (Chinese Hamster Ovary), células COS, células BHK, células HelLa, 911,
AT1080, A549, 293 o PER.C6, células ECCs (Embryonal Cancer Cells) humana NTERA-2,
células D3 de la linea de mESCs (Mouse Embryonic Stem Cells), células troncales
embrionarias humanas tales como HS293 y BGV01, SHEF1, SHEF2 y HS181, células
NIH3T3, 293T, REH y MCF-7 y células hMSCs (human Mesenquimal Stem Cells). En una
realizacion preferida de la invencién, dicha muestra comprende una poblaciéon de células
293T.

El término “proteina de fusion” tal y como se usa en el presente documento, se refiere a

proteinas generadas mediante ingenieria genética que consisten en dos o0 mas dominios
funcionales derivados de distintas proteinas. Una proteina de fusién puede ser obtenida
mediante cualquier técnica convencional conocida en el estado de la técnica (por ejemplo,
mediante la expresion de una secuencia nucleotidica que codifica para dicha proteina de
fusion en una célula adecuada). A modo ilustrativo, la proteina de fusion puede generarse

como se muestra en el Ejemplo 1 de la presente solicitud.

De acuerdo con el primer método de la invencion, la proteina de fusién comprende:
a) un primer dominio polipeptidico que comprende una variante de survivina
seleccionada entre:
1) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional; y
2) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional y comprende la sefial de exportacion

nuclear (NES) de survivina;

11
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b) al menos, un segundo dominio polipeptidico que comprende una senal de
localizacion nuclear (NLS); y

c) al menos, un tercer dominio polipeptidico reportero;

en donde si la variante de survivina carece de la totalidad o parte de su sefial

NES, entonces dicha proteina de fusion comprende ademas

d) un cuarto dominio polipeptidico que comprende una NES;

El término “dominio polipeptidico o polipéptido”, segun se usa en la presente descripcion,

usado aqui indistintamente con proteina, se refiere a una cadena de aminoacidos de
cualquier longitud en donde los distintos aminoacidos se encuentran unidos entre si
mediante enlaces peptidicos. Cada dominio polipeptidico comprende una secuencia de
aminoacidos y tiene una estructura de una proteina activa funcionalmente y que puede
existir independientemente del resto de la cadena proteica. Cada dominio polipeptidico
forma una estructura tridimensional compacta y, a menudo, puede adquirir su conformacion

estable de manera independiente.

Primer dominio polipeptidico

De acuerdo con el primer método de la invencion, el primer dominio polipeptidico de la
proteina de fusién comprende una variante de survivina seleccionada entre:
1) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional ; y
2) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional y comprende la sefal de exportacion

nuclear (NES) de survivina.

El término “survivina”, también denominada “BIRC5” (del inglés Baculoviral Inhibitor of
apoptosis Repeat-Containing 5), segun se utiliza en el presente documento, se refiere a una
proteina miembro de la familia de inhibidores de apoptosis (IAP). La funcién de survivina es
inhibir la activacion de las caspasas, lo cual tiene como consecuencia la regulacién negativa
(inhibicion) del proceso apoptético o muerte celular programada. Survivina también es una
proteina reguladora del ciclo celular e interviene en la separacion de las cromatidas y en la
citoquinesis. Survivina es un “cargo” natural de CRM1. Estructuralmente, dicha proteina

comprende en el extremo amino terminal un dominio BIR, una sefial de exportacion nuclear
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(NES) y un dominio de homodimerizacion localizado en el extremo carboxilo terminal de
survivina que esta poco caracterizado. El dominio BIR (del inglés Baculovirus Inhibitor of
Apoptosis protein Repeat) es un motivo estructural muy conservado de aproximadamente,
70 residuos de aminoacidos que comprende 3 cisteinas y 1 histidina queladas con un ion de
zinc. Tipicamente, el dominio BIR esta compuesto por 5 alfa hélices y 3 laminas beta. La
sefial de exportacion nuclear (NES) de survivina esta formada por una secuencia de
aminoacidos similar a la secuencia NES consenso (®-X;.3- ®-X;.3- ©-X-®, en donde ®
representa un aminoacido hidrofébico). EI dominio de homodimerizaciéon de survivina
permite la formacion de dimeros de survivina. Dicho dominio, estructuralmente poco
caracterizado, es rico en residuos hidrofobicos y solapa parcialmente con la sefial NES de
survivina. La sefial NES de survivina humana esta comprendida entre las posiciones 84 y
109 de la secuencia aminoacidica. La proteina survivina es producto del gen survivina que
da lugar a cuatro transcritos alternativos segun se lleve a cabo el procesamiento del ARNm:
survivina (constituida por 3 intrones y 4 exones), survivina 2B (con un exoén 2 alternativo al
exon 2 de survivina), survivina-delta-ex3 (en donde el exén 3 es eliminado) y survivina 3B
(con un exoén 3 alternativo al exdn 4 de survivina). Survivina incluye la proteina survivina de
cualquier mamifero incluyendo, pero sin estar limitado a, animales domésticos y de granja
(vacas, caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos o roedores), primates y humanos. La
secuencia de la proteina survivina humana se encuentra depositada en la base de datos de

GenBank bajo el numero de acceso ACC51660 (version del 2 de septiembre de 2004)

El término “variante de survivina” segun se utiliza en la presente descripcion, se refiere a

toda aquella proteina que resulta de la insercién, deleciéon o sustitucion de uno o varios

aminoacidos de la secuencia de survivina. La expresion “variante de survivina que carece de

la totalidad o parte del dominio de homodimerizacién resultando en un dominio de

homodimerizacién no funcional” tal y como se usa en la presente descripcion, se refiere a un

polipéptido sustancialmente homologo a survivina que no es capaz de dimerizar. El término

“capacidad de dimerizar’ o “capacidad de dimerizacion” tal y como se usa en la presente

descripcion, se refiere a la capacidad que tiene una proteina, en particular una variante de
survivina, de formar un dimero mediante la asociacion con otra molécula similar. La
determinacion de la capacidad de dimerizacién de las variantes de survivina contempladas
en la presente invencion puede llevarse a cabo mediante cualquier técnica conocida en el
estado de la técnica (Scopes, Protein Purification: principles and practice, 1897, Springer-
Verlag, Nueva York). A modo ilustrativo se pueden citar técnicas de separacion bioquimica
para resolver proteinas en base a su tamafio molecular (por ejemplo, electroforesis en gel

nativo en condiciones no reductoras, cromatografia de filtracion en gel, ultracentrifugacion
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analitica, etc), y/o comparacion de propiedades fisico-quimicas antes y después de la
induccién de la ruptura de los enlaces entre ambos mondmeros mediante el empleo de
agentes activos con sulfihidrilo (por ejemplo, yodoacetamida, N-etilmaleimida) o reductores
de disulfuro (por ejemplo 2-mercaptoetanol, ditiotreitol), u otras metodologias equivalentes.
Dicha variante de survivina incluye variantes de la proteina survivina de cualquier mamifero
incluyendo, pero sin estar limitado a, animales domésticos y de granja (vacas, caballos,
cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos o roedores), primates y humanos. En una realizacion

particular de la invencién, dicha variante de survivina es una variante de survivina humana.

En una realizacion particular, dicha variante de survivina es una forma mutada de survivina
que comprende un dominio de homodimerizacion truncado obtenido mediante la delecién
parcial de dicho dominio. El experto en la materia entendera que dicha variante podra
presentar deleciones en cualquier regién de la secuencia de aminoacidos de dicho dominio
de homodimerizacion, siempre y cuando la variante de survivina resultante carezca de dicha
capacidad de dimerizacion con otro monémero de survivina. La generacién de las variantes
de survivina contempladas en la presente invencién puede llevarse a cabo mediante
técnicas de ingenieria genética bien conocidas en el estado de la técnica. Véase, por
ejemplo, Alberts B, et al, "Molecular Biology of the Cell" (Garland Publishing Inc., Nueva
York, NY, E.E.U.U., 2008).

En una realizacion particular, dicha variante de survivina carece de la totalidad del dominio
de homodimerizacion, y, en consecuencia, presenta la sefal NES truncada. En una
realizacion preferida, dicha variante de survivina carece de los residuos de aminoacidos

comprendidos entre las posiciones 96 y 104 de la secuencia de survivina humana.

En una realizacion todavia mas particular, dicha variante de survivina carece de la totalidad
del dominio de homodimerizacion y de la totalidad del dominio NES. En una realizacion
preferida, dicha variante de survivina carece de los aminoacidos comprendidos entre las

posiciones 84 y 142 de la secuencia de survivina humana (SEQ ID NO: 2).

Alternativamente, la variante de survivina contemplada en la presente invencion carece de
parte del dominio de homodimerizacién, es decir de uno 0 mas aminoacidos de dicho
dominio de homodimerizacion, en donde dichos uno o mas aminoacidos forman parte de los
residuos que codifican la sefal NES de survivina. Por lo tanto, en una realizacion particular
una variante de survivina comprende una survivina con el dominio de homodimerizacién y la

sefal NES truncados. Alternativamente, la variante de survivina contemplada en la presente
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invencion carece de parte del dominio de homodimerizacion, es decir, de uno o mas
aminoacidos de dicho dominio de homodimerizacion en donde dichos uno o mas
aminoacidos no forman parte de los residuos que codifican la sefial NES de survivina.
Por lo tanto, en otra realizacion particular, la variante de survivina comprende una
survivina con el dominio de homodimerizacién truncado pero en donde la sefal NES
no carece de ningun residuo aminoacidico, es decir, en donde la sefial NES esta
completa. En otra realizacion particular de la invencion, dicha variante de survivina
carece de los aminoacidos comprendidos entre las posiciones 101 y 142 de la

secuencia de survivina humana.

Segundo dominio polipeptidico

De acuerdo con el primer método de la invencién, la proteina de fusién comprende, al
menos, un segundo dominio polipeptidico que comprende, una sefial de localizacion
nuclear (NLS). El término “al menos uno” tal y como se usa en la presente descripcion,
se refiere a uno o mas. Es decir, en una realizacion particular, dicha proteina de fusion
comprende un segundo dominio polipeptidico que comprende una NLS; en otra
realizacion particular, dicha proteina de fusibn comprende un segundo dominio
polipeptidico que comprende dos NLS. La presente invencién también contempla
realizaciones en donde dicha proteina de fusion comprende un segundo dominio

polipeptidico que comprende tres NLS, cuatro NLS, cinco NLS o mas.

Tal como se usa en la presente descripcion, el término “sefial de localizacién nuclear” o

“‘NLS” se refiere a una secuencia que dirige el polipéptido al que esta unido al nucleo.
Secuencias de senalizacion nuclear adecuadas para el transporte de la proteina de
fusion de la invencion al nudcleo comprenden, tanto secuencias que actian
independientemente de activadores externos como secuencias que son externamente
activables en cuyo caso la célula que comprende el polipéptido se pone en contacto con
un compuesto capaz de activar la sefial de localizacién nuclear. Secuencias NLS que no
requieren de un activador para promover la translocacién de las proteinas son
ampliamente conocidas para el experto en la materia e incluyen todas aquellas
secuencias capaces de ser reconocidas por un receptor de importacion formando un
complejo que se transloca a través del poro nuclear mediante un proceso en el que
ocurre hidrélisis de GTP. Un tipo de NLS son aquellas formadas por una regién corta de

aminoacidos basicos, tales como la NLS del antigeno T
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grande del virus SV40 formada por la secuencia PKKKRKV (SEQ ID NO: 3), que también ha
demostrado ser efectiva en células de mamiferos. Otro tipo de NLSs son las que estan
formadas por una secuencia bipartita formada por dos regiones de aminoacidos basicos
separados por un espaciador de 10 a 12 aminoacidos, tales como la NLS de la
nucleoplasmina formada por la secuencia KRPAATKKAGQAKKKK (SEQ ID NO: 4). Un
tercer tipo de NLS son aquellas que se asemejan al homeodominio de la proteina c-myc
formada por la secuencia RQRRNELKRSF (SEQ ID NO: 5) en donde no se observa una
acumulacion particular de aminoacidos basicos. Otros ejemplos de NLS incluyen, la
secuencia RMRKFKNKGKDTAELRRRRVEVSVELRKAKKDEQILKRRNV (SEQ ID NO: 6)
del dominio IBB de la importina alfa, las secuencias VSRKRPRP (SEQ ID NO: 7) y
PPKKARED (SEQ ID NO: 8) de la proteina T de mioma, la secuencia NLS de la proteina
p53 humana, la secuencia SALIKKKKKMAP (SEQ ID NO: 9) de la proteina c-abl IV de raton,
las secuencias DRLRR (SEQ ID NO: 10) y PKQKKRK (SEQ ID NO: 11) del virus de la gripe,
la secuencia RKLKKKIKKL (SEQ ID NO: 12) del antigeno delta del virus de la hepatitis, la
secuencia REKKKFLKRR (SEQ ID NO: 13) de la proteina Mx1 de ratén, la secuencia
KRKGDEVDGVDEVAKKKSKK (SEQ ID NO: 14) de la poli(ADP-ribosa) polimerasa, la
secuencia RKCLQAGMNLEARKTKK (SEQ ID NO: 15) de los receptores de hormonas
esteroideas humanos y la secuencia NLS de la proteina p17 del reovirus aviar
(IAAKRGRQLD- SEQ ID NO: 16). Adicionalmente, la invencion contempla el uso de NLS
tales como las descritas en US2006121513 y WO05120588 asi como de sustituyentes del
tipo de los descritos en EP1695717 que permiten el transporte de proteinas que los

contienen a través de la membrana nuclear.

En una realizacion particular, dicho segundo polipéptido comprende la secuencia NLS del
antigeno T grande del virus SV40 (SEQ ID NO: 3).

En otra realizacion particular, dicha proteina de fusién comprende dos segundos dominios
polipeptidicos en donde dichos dos segundos dominios polipeptidicos son iguales o
diferentes. Es decir, la proteina de fusidbn puede presentar dos cualesquiera de las
secuencias NLS mencionadas anteriormente. En una realizaciéon particular, dichos dos
segundos dominios polipeptidicos son diferentes. En otra realizacién particular, dicha
proteina de fusibn comprende dos segundos dominios polipeptidicos idénticos. En una
realizacién aun mas particular, dicha proteina de fusion comprende dos segundos dominios
polipeptidicos idénticos en donde cada uno de dichos dos segundos dominios polipeptidicos

comprende la secuencia NLS del antigeno T grande del virus SV40 (SEQ ID NO: 3).
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Tercer dominio polipeptidico

La proteina de fusién comprende al menos, un tercer dominio polipeptidico reportero. El

término “dominio polipeptidico reportero” o “polipéptido reportero” tal y como se usa en el

presente documento, se refiere a un polipéptido que permite la deteccion y/o purificacion de
dicha proteina de fusién. Dicho polipéptido reportero es capaz de unirse con alta afinidad a
uno o mas ligandos, como por ejemplo anticuerpos especificos o sustratos inmovilizados y
en ningun caso interferira significativamente con la actividad del polipéptido al que esta
unido. Polipéptidos reporteros adecuados para detectar y/o purificar la proteina de fusion de
acuerdo a la presente invencion incluyen el epitopo flag, el epitopo HA, el epitopo Myc, los
epitopos AU1 y AU5, el epitopo Glu-Glu, el epitopo KT3, el epitopo IRS, el epitopo Btag, el
epitopo de proteina quinasa C, el epitopo de VSV, polipéptido de hexahistidinas y péptido de

unién a calmodulina.

En una realizacién particular, dicho tercer dominio polipeptidico reportero comprende el

epitopo flag.

En otra realizacion particular, dicha proteina de fusién comprende dos terceros dominios
polipeptidicos en donde dichos dos terceros dominios polipeptidicos son iguales o
diferentes. Es decir, la proteina de fusidbn puede presentar dos cualesquiera de los
polipéptidos reporteros mencionados anteriormente. En una realizacion particular, dichos
dos terceros dominios polipeptidicos son diferentes. En otra realizacion particular, dicha
proteina de fusion comprende dos terceros dominios polipeptidicos idénticos. En otra
realizacion particular, dicha proteina de fusién comprende tres terceros dominios
polipeptidicos en donde dichos tres terceros dominios polipeptidicos son iguales o
diferentes. Es decir, la proteina de fusién puede presentar tres cualesquiera de los
polipéptidos reporteros definidos anteriormente. En una realizacion particular, dicha proteina
de fusion comprende tres terceros dominios polipeptidicos diferentes. En otra realizacion
particular, dicha proteina de fusion comprende tres terceros dominios polipeptidicos
idénticos. En una realizaciéon aun mas particular, dicha proteina de fusion comprende tres
terceros dominios polipeptidicos idénticos en donde cada uno de dichos tres terceros

dominios polipeptidicos comprende el epitopo flag.

Cuarto dominio polipeptidico
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De acuerdo con el primer método de la invencion, tal y como se ha mencionado en el
contexto del primer dominio polipeptidico de la proteina de fusién, en caso de que la variante
de survivina carezca de la totalidad o parte del dominio de homodimerizacién resultando en
un dominio de homodimerizacién no funcional y carezca de la totalidad o parte de su sedal
NES, entonces dicha proteina de fusién comprende ademas un cuarto dominio polipeptidico

que comprende una NES.

El término “sefial de exportacién nuclear” o NES” segun se usa en la presente descripcion,

se refiere a una secuencia que dirige al péptido al que esta unido al citoplasma. Secuencias
de exportacion nuclear adecuadas para el transporte de la proteina de fusiéon de la invencion
al citoplasma comprenden la secuencia consenso ®-X,3- P-X,3- O-X-O, en donde @
representa un aminoacido hidrofébico. Secuencias NES adecuadas para la presente
invencion incluyen pero no estan limitadas a: la secuencia NES de survivina humana
formada por la secuencia CAFLSVKKQFEELTL (SEQ ID NO: 17), la secuencia NES del
inhibidor de la proteina quinasa dependiente de AMPc humano formada por la secuencia
LALKLAGLDI (SEQ ID NO: 18), la secuencia NES de p53 humana formada por la secuencia
EMFRELNEALELKD (SEQ ID NO: 19), la secuencia NES de ubiquitin-protein ligasa Mdm2
humana formada por la secuencia SISLSFDESLALCVI (SEQ ID NO: 20), la secuencia NES
de Xsmad4a de Xenopus spp formada por la secuencia GIDLSGLTLQ (SEQ ID NO: 21), la
secuencia NES de catenina p120 humana (isoforma 3AB) formada por la secuencia
ESLEEELDVLVLDDEGG (SEQ ID NO: 22), la secuencia NES de MAP quinasa 2 murina
formada por la secuencia DKERWEDVKEEMTSALATMRVDYE (SEQ ID NO: 23), la
secuencia NES de p150 murina formada por la secuencia EAINKLESNLRELQICPAT (SEQ
ID NO: 24) secuencia NES de ciclina B1 humana formada por la secuencia
DLCQAFSDVILAV (SEQ ID NO: 25), la secuencia NES de actina de Saccharomyces spp
formada por la secuencia SLPHAILRIDLA (SEQ ID NO: 26), la secuencia NES de la
proteina Rev del virus HIV-1 formada por la secuencia LPPLERLTL (SEQ ID NO: 27), la
secuencia NES de la proteina Rex del virus T-linfotropico tipo 1 formada por la secuencia
LSLDS (SEQ ID NO: 28), la secuencia NES de MAP quinasa quinasa especifica dual 1 de
Xenopus spp formada por la secuencia LQKKLEELELDEQ (SEQ ID NO: 29), la secuencia
NES de la proteina sustrato 15 del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano
formada por la secuencia LELAIALSKSEI (SEQ ID NO: 30), la secuencia NES de BRCA1
humana formada por la secuencia LECPICLEL (SEQ ID NO: 31), la secuencia NES de p65
humana formada por la secuencia LSEALLQLQF (SEQ ID NO: 32), la secuencia NES del

factor de crecimiento similar a AP-1 de Schizosaccharomyces spp formada por la secuencia
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ESFDIDDLCSKLKNKAKCS (SEQ ID NO: 33) y la secuencia NES del factor de transcripcion
STAT-1 humano formada por la secuencia LLLKKMYLM (SEQ ID NO: 34).

En una realizacion particular, dicho cuarto polipéptido comprende la secuencia NES de
survivina humana (SEQ ID NO: 17).

El experto en la materia entendera que puede ser deseable que la proteina de fusién
comprenda adicionalmente un péptido flexible que una dos dominios de manera covalente.

El término “péptido flexible”, “péptido espaciador”, “péptido linker” o “péptido conector”,

segun se usa en la presente descripcion, se refiere a un péptido que une de manera
covalente dos dominios, que no forma parte de dichos dominios, permitiendo el movimiento
de un dominio con respecto del otro, sin causar sustancialmente un detrimento en la funciéon
de uno de los dominios unidos. La proteina de fusion puede comprender un péptido
espaciador entre el primer y segundo dominio polipeptidico y/o un péptido espaciador entre
el segundo y tercer dominio polipeptidico y/o un péptido espaciador entre el tercer y cuarto

dominio polipeptidico.

El péptido flexible comprende al menos un aminoacido, al menos dos aminoacidos, al
menos tres aminoacidos, al menos cuatro aminoacidos, al menos cinco aminoacidos, al
menos seis aminoacidos, al menos siete aminoacidos, al menos ocho aminoacidos, al
menos nueve aminoacidos, al menos 10 aminoacidos, al menos 12 aminoacidos, al menos
14 aminoacidos, al menos 16 aminoacidos, al menos 18 aminoacidos, al menos 20
aminoacidos, al menos 25 aminoacidos, al menos 30 aminoacidos, al menos 35
aminoacidos, al menos 40 aminoacidos, al menos 45 aminoacidos o aproximadamente 50

aminoacidos.

Péptidos flexibles adecuados para su uso en la presente invencion se describen en el
documento W02009150284. Péptidos enlazadores adecuados para su uso en la presente
invencion incluyen péptidos que comprenden las secuencias (Gly-Ser)n, (Gly,Ser), o
(SernGly),, en donde m es 1 a 6, en particular 1 a 4 y tipicamente2a4ynes1a3001a
10 vy, tipicamente, 1 a 4 y que, opcionalmente, comprenden algunos restos de glutamico
(Glu) o lisina (Lys) repartidos a lo largo de la secuencia para mejorar la solubilidad (véase,
por ejemplo, WO 96/06641, que proporciona ejemplos de péptidos enlazadores). Péptidos
enlazadores ilustrativos incluyen, sin limitacién, péptidos que comprenden la secuencia
GGSSRSSSSGGGGSGGGE (SEQ ID NO: 35), GSGRSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 36),

EGSSGSGSESKST (SEQ ID NO: 37), EGKSSGSGSESKSTQ (SEQ ID NO: 38),
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EGKSSGSGSESKVD (SEQ ID NO: 39), GSTSGSGKSSEGKG (SEQ ID NO: 40),
KESGSVSSEQLAQFRSLD (SEQ ID NO: 41) y ESGSVSSEELAFRSLD (SEQ ID NO: 42).
Otros ejemplos no limitativos de péptidos flexibles incluyen los siguientes: el péptido de
secuencia TATPATTPTTAPTAGT (SEQ ID NO: 43); el péptido de secuencia
TATPATTPTTAPTAGTTATPATTPTTAPTAGT (SEQ ID NO: 44). el péptido de secuencia
GTKVHMK (SEQ ID NO: 45) formado por los residuos 53-56 y 57-59 de tetranectina
(Nielsen et al., 1997, “Crystal structure of tetranectin, a trimeric plasminogen-binding protein
with an alpha-helical coiled coil.” FEBS Lett 412:388-396); la hebra conectora 3 de la
fibronectina humana; la subsecuencia PGTSGQQPSVGQQ (SEQ ID NO: 46)
correspondiente al numero de aminoacidos 2037-2049 de la fibronectina, y dentro de esa
subsecuencia el fragmento GTSGQ (SEQ ID NO: 47) correspondiente a los aminoacidos
2038-2042; la secuencia de 10 aminoacidos de la region de la bisagra superior de la IgG3
murina PKPSTPPGSS (SEQ ID NO: 48); el péptido de secuencia APAETKAEPMT (SEQ ID
NO: 49); el péptido de secuencia GAP; el péptido de secuencia SGGSGSGGQ (SEQ ID NO:
50); y el péptido de secuencia GGSSRSSS (SEQ ID NO: 51).

En una realizacion particular dicha proteina de fusién comprende la secuencia mostrada en
SEQ ID NO: 52.

Los dominios que forman la proteina de fusién no han de estar necesariamente dispuestos
en dicho orden. Por lo tanto, realizaciones particulares de la invencion incluyen cualquier
combinacion en el orden de la disposicion relativa de dichos primero, segundo y tercer
dominio polipeptidico; es decir, la invencion contempla proteinas de fusion en las que el
primer dominio polipeptidico esta situado en posicién amino-terminal respecto al segundo
dominio polipeptidico y el segundo dominio polipeptidico esta situado en posicion amino-
terminal respecto al tercer dominio polipeptidico. En otra realizacién particular, la invencion
contempla proteinas de fusion en las que el primer dominio polipeptidico esta situado en
posicién carboxilo-terminal con respecto al segundo dominio polipeptidico y el segundo
dominio polipeptidico esta situado en posicidon carboxilo-terminal con respecto al tercer
dominio polipeptidico. En otra realizacion particular, la invencion contempla proteinas de
fusion en las que el segundo dominio polipeptidico esta situado en posicion amino-terminal
respecto al primer dominio polipeptidico y el primer dominio polipeptidico esta situado en

posicion amino-terminal con respecto al tercer dominio polipeptidico.

En aquellas realizaciones en donde dicha proteina de fusién comprende adicionalmente un

cuarto dominio polipeptidico tal y como se ha definido anteriormente, dichos primero,
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segundo, tercero y cuarto dominios polipeptidicos pueden estar dispuestos en cualquier
orden relativo. En una realizacién particular, la invencién contempla proteinas de fusion en
las que el primer dominio polipeptidico esta situado en posicidn amino-terminal respecto al
segundo dominio polipeptidico, el segundo dominio polipeptidico esta situado en posicion
amino-terminal respecto al tercer dominio polipeptidico y el tercer dominio polipeptidico esta
situado en posicion amino-terminal con respecto al cuarto dominio polipeptidico. En otra
realizacion particular, la invencidn contempla proteinas de fusién en las que el primer
dominio polipeptidico esta situado en posicion carboxilo-terminal con respecto al segundo
dominio polipeptidico, el segundo dominio polipeptidico esta situado en posicion carboxilo-
terminal con respecto al tercer dominio polipeptidico y el tercer dominio polipeptidico esta

situado en posicion carboxilo-terminal con respecto al cuarto dominio polipeptidico.

En una realizacién aun mas particular, el orden relativo de dichos dominios polipeptidicos es

el mostrado en la secuencia SEQ ID NO: 52.

De acuerdo con la etapa (i) del primer método de la invenciéon se proporciona una muestra
que comprende al menos una célula que comprende una proteina de fusién segun se ha
definido anteriormente. Segun esta etapa (i), dicha al menos una célula se ha modificado de
forma que exprese dicha proteina de fusién. Para ello, dicha célula puede haber sido
modificada genéticamente mediante la introduccion de un acido nucleico que codifique la
proteina de fusion. La proteina de fusién puede ser introducida en dicha célula de forma que
se exprese de manera estable o de manera transitoria. En una realizacion preferida de la
invencién, dicha célula expresa de forma transitoria dicha proteina de fusion. Con el fin de
obtener una expresion estable es necesario incluir en la transfeccion un gen que codifique
para resistencia a un determinado antibiético o un gen reportero que permita la identificacion
de las células que han incorporado el acido nucleico que codifica la proteina de fusion al
genoma y diferenciarlas de las células en las que el acido nucleico se encuentra en posicion
extracromosomica. El gen que permite seleccionar las células se puede aportar formando
parte del mismo vector que contiene el acido nucleico que codifica dicha proteina de fusion
o, alternativamente, se puede aportar separadamente mediante co-transfeccién con un
segundo plasmido que contiene dicho gen de resistencia. En este ultimo caso, el vector que
contiene el acido nucleico que codifica dicha proteina de fusién se aporta a la mezcla de
transfeccion en un exceso molar con respecto al gen de resistencia de forma que por cada
evento de integracion del gen de resistencia exista una alta probabilidad de integracion del
gen que contiene el promotor objeto de estudio. La seleccion de las células se puede llevar

a cabo mediante cualquier proceso de seleccidon convencional (véase por ejemplo Ausubel,
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F.M. et al., Current Protocols in Molecular Biology (1997) 9.5.1-9.5.19). Métodos adecuados
para la introduccién de material genético en la célula o células incluyen, sin limitacién,
precipitacion con fosfato de calcio, lipofeccion, bombardeo de particulas, microinyeccion,
electroporacion, sistemas de dispersion coloidal (es decir, complejos de macromoléculas,
nanocapsulas, microesferas, perlas y sistemas a base de lipidos incluyendo emulsiones de
aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas), etc. Estos métodos son conocidos y
se describen en la bibliografia publicada de manera que permita a un experto en la técnica
realizar estos métodos. En una realizacion preferida de la invencion, la modificacion de las
células para que expresen la proteina de fusion se lleva a cabo mediante la técnica de
lipofeccion. Dicha técnica esta basada en la introduccion del acido nucleico que codifica la

proteina de fusién en un liposoma catiénico que entra en la célula por endocitosis.

Alternativamente, la célula se puede haber obtenido mediante la introduccién directa de la
proteina de fusion bien mediante microinyeccion o bien mediante modificacion de la proteina
de fusién con una regién polipeptidica que permite la translocacion de dicho polipéptido a
través de membranas bioldgicas. Como el experto en la materia entendera, la obtencion de
la célula que expresa la proteina de fusién de la invencién mediante el empleo de la técnica
de microinyeccion de dicha proteina de fusion comprende un paso previo de expresion de
dicha proteina de fusién en un sistema adecuado (por ejemplo, en una célula bacteriana) y
su posterior purificacion mediante cualquier método apropiado para ello conocido en el
estado de la técnica. Estas secuencias son conocidas de forma genérica como “dominios de
transduccién de proteina” (Protein-transducing domains) o “PTDs”. PTDs adecuados para su
uso en la presente invencion incluyen, sin limitacién, polipéptidos que comprenden la regién
minima de la proteina TAT de HIV formada por la secuencia de aminoacidos RKKRRQRR
(residuos 49-57 de TAT) (SEQ ID NO: 53), variantes sintéticas de dicha secuencia tales
como YARKARRQARR (SEQ ID NO: 54); YARAARRAARR (SEQ ID NO: 55);
YARAARRAARA (SEQ ID NO: 56); YARAAARQARA (SEQ ID NO: 57), la proteina VP22 de
HSV-1, polipéptidos que comprenden la secuencia RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO:
58), derivada de la tercera hélice del homeodominio de la proteina Antennapedia,
homeodominios derivados de las proteinas Fushi tarazu (Ftz) y Engrailed (En), polilisina,
poliarginina (por ejemplo, Arg9), secuencias formadas por lisina y arginina, Transportan,
MAP, MTS, o PEP-1.

De acuerdo con la etapa (ii) del primer método de la invencion se introduce en dicha al
menos una célula un casete de expresion o un plasmido que codifica para dicha variante de

CRM1 cuya funcion se desea analizar. La expresion “introducir en dicha al menos una célula
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un casete de expresién o un plasmido que codifica para dicha variante de CRM1”, tal y como

se usa en la presente descripcion, se refiere a un proceso para transportar dicho casete de
expresion o plasmido a la célula. Dichos casete de expresion o plasmido que codifica para
dicha variante de CRM1 pueden ser introducidos en dicha célula de forma que la variante
de CRM1 se exprese de manera estable o de manera transitoria. Métodos apropiados para
introducir un casete de expresion o un plasmido (es decir, un acido nucleico) en una célula
se han detallado en el contexto de la etapa (i) del primer método de la invencién. En una
realizacion preferida de la invencion, dicha célula expresa de forma transitoria dicha variante
de CRM1. En una realizaciéon mas preferida de la invencion, la introduccion de una variante

de CRM1 en dicha célula se realiza mediante lipofeccion.

Las caracteristicas de la variante de CRM1 han sido definidas anteriormente. En una
realizacion particular, dicha variante de CRM1 esta fusionada a una secuencia que codifica
para un polipéptido reportero que permite la deteccion y/o purificacion de dicha variante. Es
decir, opcionalmente dicho plasmido o dicho casete de expresion codifica para una proteina
de fusion que comprende dicha variante de CRM1 y un polipéptido reportero. En una
realizacion preferida, dicho polipéptido reportero es un grupo detectable. Los grupos

detectables utiles incluyen fluoréforos. Por “fluoréforo” o “fluorocromo” o “croméforo” se

entiende un compuesto fluorescente que puede reemitir luz tras excitaciéon luminica. Los
fluoréforos que se pueden usar incluyen fluoréforos bioldgicos (por ejemplo, proteinas) y
quimicos. Fluoréforos bioldgicos ilustrativos comprenden T-zafiro, Cerulean, mCFPm,
CyPet, EGFP, PA-EGFP, Emerald, YFP, Venus, mCitrine, mKO, mOrange, DSRed, JRed,
mStrawberry, mCherry, PA-mCherry, mRuby, Tomato, mPlum, mKate, mKatushka, Kaede,
Halotag y fluor superecliptico. Fluoréforos quimicos ilustrativos comprenden Alexafluor,
rodamina, BODIPY, tetrametilrodamina, colorantes de cianina, fluoresceina, puntos

cuanticos, colorantes IR, colorantes FM, colorante ATTO.

En una realizacion todavia mas preferida de la invencion, dicho grupo detectable es un
fluordforo. Ejemplos ilustrativos no limitativos de fluoréforos han sido definidos anteriormente
en la descripcion. En una realizacion preferida de la invencién, dicha variante de CRM1 esta
fusionada al fluoréforo biologico YFP. Como el experto en la materia entendera, la proteina
de fusion que comprende dicha variante de CRM1 y la proteina fluorescente YFP, puede
comprender adicionalmente, un péptido enlazador entre ambas proteinas. El término

“péptido enlazador” ha sido definido anteriormente y se usa de la misma manera.
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En una realizaciéon todavia mas preferida de la invencion, dicha variante de CRM1 es CRM1
A541K fusionada al fluoréforo biolégico YFP (SEQ ID NO: 59).

En una realizacion preferida, las etapas (i) y (ii) del primer método de la invencion se llevan
a cabo de manera simultanea. Es decir, de acuerdo con la presente invencion la
modificacion de dicha al menos una célula para que exprese dicha proteina de fusion
definida en la etapa (i) del primer método de la invencién y la introduccion en dicha al menos
una célula de un casete de expresion o un plasmido que codifica para dicha variante de
CRM1 tal y como se ha explicado en la etapa (ii) del primer método de la invencién se llevan
a cabo al mismo tiempo tal y como se muestra en el Ejemplo 2 de la presente solicitud. La
modificacion de dicha al menos una célula para que exprese dicha proteina de fusion y
dicha variante de CRM1 se puede llevar a cabo mediante cualquiera de las técnicas

detalladas en el contexto de la etapa (i) del primer método de la invencion.

En una realizacion preferida, la transformacién de dicha al menos una célula con dicha
proteina de fusion y dicha variante de CRM1 se lleva a cabo mediante lipofeccion. En otra
realizacion preferida, dicha al menos una célula expresa de manera ftransitoria ambas
proteinas, la proteina de fusion y la variante de CRM1, definidas anteriormente. La
expresion de proteinas simultdneamente puede llevarse a cabo mediante la utilizacion de un
unico vector de expresion que permita la expresion de dichas proteinas bajo un unico
promotor o bajo promotores diferentes. La expresion de proteinas simultaneamente también
puede llevarse a cabo mediante la co-transfecccion de dos vectores de expresion
independientes. En este ultimo caso es deseable que cada vector de expresion constituya
aproximadamente la mitad de la cantidad de ADN total transfectado; por ejemplo, se puede
utilizar entre aproximadamente ente 0,1 y 3 ug de cada vector, preferiblemente 500 ng del
vector de expresion que codifica para dicha proteina de fusion y 500 ng del vector que

codifica para dicha variante de CRM1.

La etapa (iii) del primer método de la invencién comprende crecer dicha al menos una célula
bajo condiciones que permitan la correcta expresion de dicha variante de CRM1. Dichas
condiciones adecuadas para la expresion de una variante de CRM1 segun la invencion
incluyen condiciones que permiten un crecimiento éptimo de dicha al menos una célula y las
que permiten la expresion de la variante de CRM1 en dicha al menos una célula. El experto
en la materia sabra qué tipo de condiciones son las 6ptimas para cada tipo celular donde se
exprese la variante de CRM1. Se elegiran los medios y condiciones apropiadas para el

crecimiento optimo de dicha al menos una célula y para la correcta expresion de la variante
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de CRM1; dichos medios y condiciones de cultivo son ampliamente conocidos por los
expertos en la materia. La eleccion de dichos medios y condiciones de cultivo dependera del
tipo celular elegido para la expresion de la variante de CRM1. En aquellas realizaciones en
donde las etapas (i) y (ii) se llevan a cabo simultaneamente, las condiciones de esta etapa

(iii) también se referiran a condiciones apropiadas para la expresion de la proteina de fusion.

En una forma de realizacién preferida, las células transformadas con dicha variante de
CRM1 son de la linea celular 293T. Dichas células son transformadas con un plasmido que
codifica para dicha variante de CRM1, preferiblemente para una proteina de fusién que
comprende la variante de CRM1 fusionada a YFP. Las condiciones o6ptimas para el
crecimiento celular y la expresion de dicha variante de CRM1 son, por ejemplo, esas en
donde las células crecen en condiciones de saturacion de CO, de aproximadamente el 5% y
a una temperatura aproximada de 37°C durante un periodo de tiempo entre 24 y 72 horas.

Estas condiciones también son éptimas para la expresion de la proteina de fusion.

Con el fin de comprobar si dicha variante de CRM1 se expresa correctamente, el experto en
la materia puede utilizar cualquier método conocido que permita determinar la expresion de
una proteina. La determinacion de los niveles de expresidn de las proteinas se puede llevar
a cabo mediante técnicas inmunologicas tales como por ejemplo, ELISA,
inmunotransferencia o inmunofluorescencia. La inmunotransferencia se basa en la deteccion
de proteinas previamente separadas mediante electroforesis en gel en condiciones
desnaturalizantes e inmovilizadas en una membrana, generalmente nitrocelulosa, mediante
incubacion con un anticuerpo especifico y un sistema de revelado (por ejemplo,
quimioluminiscencia). El analisis mediante inmunofluorescencia requiere el uso de un
anticuerpo especifico para la proteina diana para el analisis de la expresion. El ELISA esta
basado en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con enzimas de modo que los
conjugados formados entre el antigeno diana y el anticuerpo marcado dan como resultado la
formacion de complejos enzimaticamente activos. Puesto que uno de los componentes (el
antigeno o el anticuerpo marcado) estan inmovilizados sobre un soporte, los complejos
antigeno-anticuerpo estan inmovilizados sobre el soporte y de esta manera, se pueden
detectar mediante la adicion de un sustrato que es convertido por la enzima en un producto
que es detectable mediante, por ejemplo, espectrofotometria o fluorometria. Cuando se usa
un método inmunoldgico, se puede usar cualquier anticuerpo o reactivo que se sabe se une
a las proteinas diana con alta afinidad para detectar la cantidad de proteinas diana. Sin
embargo, se prefiere el uso de un anticuerpo, por ejemplo sueros policlonales,

sobrenadantes de hibridomas o anticuerpos monoclonales, fragmentos de anticuerpos, Fv,
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Fab, Fab’ y F(ab’)2, scFv, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y anticuerpos humanizados.

También es frecuente usar un control de fondo.

En una realizacion preferida de la invencion, cuando la variante de CRM1 esta fusionada a
un fluoréforo (por ejemplo, YFP) la determinacion de la correcta expresion de la variante de
CRM1 se lleva a cabo mediante visualizacién directa de la fluorescencia tal y como muestra

el Ejemplo 2 de la presente solicitud.

La etapa (iv) del primer método de la invencion comprende detectar la sefal del dominio
reportero de dicha proteina de fusidon que comprende la variante de survivina. El polipéptido
reportero permite la deteccion y/o purificacion de dicha proteina de fusion. Virtualmente, se
puede usar cualquier método convencional para detectarla, por ejemplo mediante
inmunotransferencia o inmunofluorescencia. La inmunofluorescencia (IF) es una técnica
basada en microscopia de fluorescencia utilizada principalmente para testar muestras
biolégicas. Esta técnica usa la especificidad de los anticuerpos hacia su antigeno lo que
permite la visualizaciéon de la molécula diana en la muestra. Se puede usar IF en lineas
cultivadas o en células individuales, y se puede usar para analizar la distribucion de
proteinas, glicanos y pequefias moléculas biologicas y no bioldgicas. Ademas, también se
puede usar IF en combinacion con otros métodos de tincion fluorescente no de anticuerpos,
tales como por ejemplo DAPI, para marcar ADN. Se puede usar mas de un anticuerpo al
mismo tiempo para detectar, por ejemplo mas de una proteina. Se pueden usar varios
disefios de microscopio para el analisis de muestras de IF, tal como el microscopio de
epifluorescencia y el microscopio confocal. También se pueden usar varios disefios de

microscopio de super-resolucion cuya capacidad de resolucién es mucho mayor.

En una realizacion preferida de la invencion, la etapa (iv) del primer método de la invencion
comprende detectar el epitopo flag. La deteccion de dicho epitopo flag puede llevarse a
cabo mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta mediante el empleo de un
anticuerpo primario especifico que reconozca dicho epitopo y el empleo de un anticuerpo
secundario especifico para dicho anticuerpo primario acoplado a un grupo detectable. Si se
desea, la sefal de fluorescencia puede ser cuantificada. Por ejemplo, dicha al menos una
célula que expresa la proteina de fusion segun se ha definido en la presente invencion, se
puede fijar con una solucién de formaldehido (2-4%) y permeabilizar con Tx-100 al 0,1-
0,3%. La deteccion de la sefal del dominio reportero puede llevarse a cabo mediante la
incubacion de la célula con un anticuerpo especifico primario que reconozca el epitopo flag

(por ejemplo, Flag M2, Sigma) seguido de la incubacién con un anticuerpo especifico
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secundario que reconozca dicho anticuerpo primario marcado con un fluoréforo, por ejemplo
AlexaFluor594 (Invitrogen). En una realizacion preferida de la invencion, la deteccion de
dicha senal del dominio polipeptidico reportero se realiza al mismo tiempo que se detecta la

correcta expresion de la variante de CRM1.

Opcionalmente, esta etapa (iv) comprende detectar una estructura o compartimento celular
(por ejemplo, el nucleo, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi, mitocondrias etc.) que
puede tomarse como referencia y facilite la determinacién subcelular de la proteina de fusion
en la etapa (v) del presente método. Asi en una realizacion todavia mas preferida de la
invencion, esta etapa (iv) comprende la tincion del nucleo celular mediante el empleo de
cualquier colorante apropiado para ello, por ejemplo DAPI o el colorante Hoescht. El experto
en la materia entendera que para la deteccion simultanea de dos o0 mas proteinas en una
célula es necesario emplear fluoréforos de colores distintos para que los espectros de
emision de los mismos no solapen. El Ejemplo 2 de la solicitud muestra la deteccion
simultanea de la proteina de fusion definida en la primera etapa del primer método de la
invencion mediante el empleo de un anticuerpo secundario unido a un fluoréforo, cuyo
espectro de emision esta localizado en la regién roja del espectro visible; y de la variante de
CRM1 expresada como una proteina de fusidon que comprende dicha variante de CRM1 y la
proteina fluorescente YFP cuyo espectro de emision esta localizado en la zona amarilla del

espectro visible.

La etapa (v) del primer método de la invencion comprende determinar la localizacion
subcelular de la proteina de fusién definida en la etapa (i) de dicho primer método de la

invencién. El término “localizacién subcelular” segun se usa en la presente descripcion, se

refiere a la ubicaciéon de dicha proteina de fusiéon en un compartimento celular. El término

‘compartimento celular” tal y como se utiliza en la presente descripcion, se refiere a las

partes cerradas dentro del citosol de una célula eucariota normalmente rodeadas por una
membrana lipidica de capa unica o doble capa. La mayoria de los organulos celulares son
compartimentos celulares: mitocondrias, cloroplastos (en células vegetales), peroxisomas,
liposomas, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi y nucleo celular. La determinacion de
la localizacion subcelular de dicha proteina de fusion se lleva a cabo analizando la sefal del
dominio polipeptidico reportero detectada en la etapa (iv) del primer método de la invencién
mediante  cualquier técnica apropiada para ello, preferiblemente mediante
inmunofluorescencia. Por lo tanto, si la sefial del dominio polipeptidico reportero se detecta

en el interior del compartimento nuclear entonces la localizacion subcelular de la proteina de
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fusion es nuclear; si la sefal del dominio polipeptidico reportero se detecta en el citoplasma,

entonces la localizacién subcelular de la proteina de fusion es citoplasmatica.

La proteina de fusion definida en la etapa (i) del primer método de la invencion comprende
secuencias de localizacion, NLS y NES que determinan la localizacién subcelular de dicha
proteina. En una realizacion particular de la invencion, la proteina de fusion segun se ha
definido en la etapa (i) del primer método de la invencion, comprende un dominio
polipeptidico que comprende una senal NES, preferiblemente la sefial NES de survivina, y
dos dominios polipeptidicos en donde cada uno de dichos dos dominios comprende una
sefial NLS, preferiblemente la sefial NLS del antigeno T del virus SV40. En esta forma de

realizacion, la localizacion subcelular de la proteina de fusién es nuclear.

La etapa (vi) del primer método de la invencién comprende comparar la localizacion
subcelular de la proteina de fusién determinada en la etapa (v) de dicho primer método con
dicha localizacion subcelular obtenida para dicha proteina de fusién en una muestra de

referencia. El término “muestra de referencia” tal y como se utiliza en el presente

documento, se refiere a una muestra que comprende al menos una célula que comprende:
a) la proteina de fusidon segun se ha definido en la etapa (i) del primer método de la
invencion y b) CRM1 o una variante de CRM1 cuya capacidad de union a secuencias NES
no esta alterada. Técnicas para determinar si CRM1 es capaz de unir secuencias NES son
conocidas en el estado de la técnica. llustrativamente dichas técnicas incluyen, pero no
estan limitadas a, ensayos in vitro que permiten la reconstitucion in vitro de un complejo de
exportacion formado por CRM1 y RanGTP y en los que se determina dicha interaccion
mediante ensayos basados en la cuantificacion de la hidrélisis de GTP (Askjaer et al., Mol.
Cell Biol., 19: 6276-6285). Otros métodos conocidos en el estado de la técnica apropiados
para determinar si dicha variante de CRM1 no tiene alterada la capacidad de interaccionar
con secuencias NES incluyen pero no estan limitados a ensayos de cromatografia de

afinidad, pull down, inmunoprecipitacién, colocalizacién etc.

En una realizacion preferida de la invencion, dicha muestra de referencia comprende la
proteina CRM1. En una realizaciéon todavia mas preferida de la invencién, dicha CRM1 es
CRM1 humana.

En esta etapa (vi) dicha muestra de referencia es una muestra que comprende al menos una
célula que comprende una proteina de fusién segun se ha definido anteriormente y CRM1 o

una variante de la misma con capacidad de unién a secuencias NES. Por lo tanto, dicha al
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menos una célula se ha modificado genéticamente de forma que exprese dichas proteinas.
Métodos adecuados para la introduccion de material genético en una célula han sido
detallados en el contexto de la etapa (i) del primer método de la invencion. En una
realizacion preferida de la invencion, dicha muestra de referencia comprende al menos una
célula que expresa de forma ftransitoria dichas proteinas. En una realizacién aun mas
preferida de la invencion, la modificacion de dicha célula para que exprese dichas proteinas

se lleva a cabo mediante la técnica de lipofeccion.

Tal y como se ha explicado anteriormente, es necesario proporcionar condiciones
adecuadas que permitan la expresion de dichas proteinas en la muestra de referencia.
Condiciones adecuadas para la correcta expresion de la proteina de fusion y CRM1 o de
una variante de CRM1 han sido detalladas en la etapa (ii) del primer método de la invencion.
En una forma de realizacion preferida, las células transformadas con dicha CRM1 son de la
linea celular 293T. Con el fin de comprobar si dichas proteinas se expresan correctamente,
el experto en la materia puede utilizar cualquier método conocido que permita determinar la
expresion de una proteina. En una realizacion preferida de la invencion, dicha CRM1 o
variante de CRM1 con capacidad de unién a secuencias NES comprende, adicionalmente,
una secuencia que codifica para un polipéptido reportero que permite la deteccién y/o
purificacion de dicha variante. En una realizacion todavia mas preferida, dicho grupo
detectable es un fluoréforo. Ejemplos ilustrativos no limitativos de fluoréforos han sido
mencionados anteriormente en la descripcion. En una realizacion preferida de la invencion,
dicha CRM1 o dicha variante de CRM1 con capacidad de unién a secuencias NES esta
fusionada al fluoréforo biologico YFP. Como el experto en la materia entendera, la proteina
de fusién, que comprende dicha CRM1 o dicha variante de CRM1 con capacidad de unién a
secuencias NES vy la proteina fluorescente YFP, puede comprender adicionalmente, un
péptido enlazador entre ambas proteinas. En una realizacion todavia mas preferida, dicha
muestra de referencia comprende la proteina CRM1 fusionada a YFP que comprende la

secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 60.

La etapa (vi) del primer método de la invencion comprende detectar la sefal del dominio
polipeptidico reportero de la proteina de fusion en la muestra de referencia. Métodos para
detectar dicha sefial han sido detallados en el contexto de la etapa (iv) del primer método de
la invencién. En una realizacion preferida de la invencién, el método empleado es

inmunofluorescencia.
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Preferiblemente el método empleado en la etapa (iv) de dicho primer método de la invencion
para detectar la sefal del dominio polipeptidico reportero de la proteina de fusion en la
muestra problema y el método empleado en la etapa (vi) para detectar la sefial del dominio
reportero de dicha proteina de fusion en la muestra de referencia es el mismo. En una
realizacion preferida, el método empleado en las etapas (iv) y (vi) para detectar la sefial del
dominio polipeptidico reportero de la proteina de fusiéon en la muestra problema y en la

muestra de referencia, de acuerdo al primer método de la invencién es inmunofluorescencia.

La etapa (vi) del primer método de la invencién comprende comparar la localizacion
subcelular de la proteina de fusidén definida anteriormente en la muestra que comprende al
menos una célula en donde se desea determinar si CRM1 es funcional con la senal obtenida
en una muestra de referencia que comprende CRM1 o una variante de CRM1 cuya
capacidad de union a secuencias NES no estd alterada. Asi, una alteracion de la

localizacion de dicha proteina de fusion es indicativa de una funcion alterada de CRM1.

Tal y como se ha detallado anteriormente en la etapa (i) del primer método de la invencion,
la proteina de fusidon se localiza en el nucleo de la célula debido a que las sefales NLS la
dirigen hacia dicho compartimento celular. En presencia de la proteina CRM1 o de la
variante de CRM1 en dicha muestra de referencia, la localizacién de la proteina de fusion
sera citoplasmatica debido a que la capacidad de exportacion de CRM1 o de dicha variante
en la muestra de referencia esta intacta. Por lo tanto, en la muestra de referencia la proteina

de fusion se transporta desde el ndcleo hacia el citoplasma.

La expresion “alteracion de la localizacién subcelular de la proteina de fusién”, tal y como se

utiliza en el presente documento, hace referencia a que la localizacion subcelular de dicha
proteina de fusién es una localizacién subcelular distinta a la que ocupa en dicha muestra de
referencia. En una realizacion particular de la invencion, dicha alteracién de la localizacion
de la proteina de fusién se refiere a que, en presencia de la variante de CRM1 cuya funcién

se desea determinar, la localizacion de la proteina de fusidn es nuclear.

El primer método de la invencion puede llevarse a cabo, ilustrativamente, tal y como se

muestra en el Ejemplo 2 del presente documento.

Método para identificar un compuesto con capacidad de modular la funcion de CRM1
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El disefo de la proteina de fusidon que han desarrollado los inventores con capacidad de
relocalizar al citoplasma en respuesta a una sobreexpresiéon de CRM1 funcional permite

también la identificacion de compuestos que modulen la funcién exportadora de CRM1.

Por lo tanto, en un segundo aspecto inventivo, la invencion se refiere a un método, de aqui

en adelante “segundo método de la invencién”, para identificar un compuesto con capacidad

de modular la funcion de CRM1 o de una variante funcionalmente equivalente de la misma
en una muestra que comprende al menos una célula, comprendiendo dicho método:
(i) poner en contacto un compuesto candidato con una muestra que comprende
al menos una célula en donde dicha al menos una célula comprende:
a) una proteina de fusidon que comprende:
1) un primer dominio polipeptidico que comprende una variante de
survivina seleccionada entre:
- una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional; y
- una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional y comprende una sefial de
exportacion nuclear (NES) de survivina;
2) al menos, un segundo dominio polipeptidico que comprende
una sefal de localizacion nuclear (NLS); y
3) al menos, un tercer dominio polipeptidico reportero;
en donde si la variante de survivina carece de la totalidad o parte de su sefal
NES, entonces dicha proteina de fusion comprende ademas
4) un cuarto dominio polipeptidico que comprende una NES;
b) un casete de expresion o un plasmido que codifica para dicha CRM1 o
dicha variante funcionalmente equivalente de la misma; y
(i) detectar la sefal del dominio reportero de dicha proteina de fusion;
(iii) determinar la localizacion subcelular de dicha proteina de fusion; y
(iv)comparar la localizaciéon subcelular de dicha proteina de fusion obtenida en la
etapa (iii) con la localizacion subcelular de dicha proteina de fusién obtenida en
una muestra que comprende al menos una célula que no ha sido tratada con
dicho compuesto;
en donde una alteracion de la localizacion subcelular de la proteina de fusion detectada en

la etapa (iii) con respecto a dicha localizacion en dicha muestra no tratada es indicativa de
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que dicho compuesto es capaz de modular la funcion de CRM1 o de una variante

funcionalmente equivalente de la misma.

El término “variante funcionalmente equivalente de CRM1” tal y como se utiliza en el

presente documento, se refiere a todos aquellos polipéptidos derivados de la secuencia de
CRM1 mediante modificacion, insercion y/o delecion de uno o mas aminoacidos siempre y
cuando se mantenga sustancialmente la funcion de la proteina CRM1. En concreto, las
variantes funcionalmente equivalentes mantendran la capacidad de unién a secuencias
NES. También seran variantes funcionalmente equivalentes de CRM1 aquellas con
capacidad de exportar macromoléculas desde el nucleo al citoplasma. Si se desea, la
capacidad de exportar macromoléculas (por ejemplo, proteinas) desde el nucleo al
citoplasma para determinar si una variante de CRM1 es una variante funcionalmente
equivalente de la misma puede ser determinada mediante el primer método de la invencién.
Métodos para determinar la union de CRM1 a secuencias NES son conocidos en el estado

de la técnica y se han detallado en el contexto del primer método de la invencion.

Variantes funcionalmente equivalentes de CRM1 incluyen aquellas que muestran al menos
un 25%, al menos 40%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de
secuencia de aminoacidos con respecto a la secuencia de CRM1 indicada anteriormente en
el contexto del primer método de la invencion. El grado de identidad entre dos secuencias
de aminoacidos puede determinarse por métodos convencionales mencionados en el
contexto del primer método de la invencion. El experto en la materia entendera que las
secuencias de aminoacidos a las que se hace referencia en esta descripcion pueden estar
modificadas quimicamente, por ejemplo, mediante modificaciones quimicas que son

fisioldgicamente relevantes, tales como, fosforilaciones, acetilaciones, etc.

La expresion “compuesto con capacidad de modular la funcién de CRM1 o de una variante

funcionalmente equivalente de la misma” tal y como se usa en el presente documento, se

refiere a cualquier compuesto que se une especificamente a CRM1 (o a la variante
funcionalmente equivalente de la misma) y que al unirse es capaz de causar una alteracion
en la funcién de dicha proteina con respecto a un valor de referencia. En una realizacion
preferida, dicha alteracion en la funcion de CRM1 se refiere a la inhibicién de la funcion de
CRM1. Como el experto en la materia entendera, la alteracion en la funcién de dicha
proteina puede llevar asociado una alteracién en el nivel de ARNm o de proteina CRM1 con

respecto a un valor de referencia.
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La etapa (i) del segundo método de la invencion comprende poner en contacto un
compuesto candidato con una muestra que comprende una al menos una célula que
comprende una proteina de fusién, en donde dicha proteina de fusién ha sido definida

anteriormente en el contexto del primer método de la invencion.

El término “poner en contacto” un compuesto candidato con dicha muestra, tal y como se

utiliza en la presente descripcion, se refiere a cualquier posible forma de llevar dicho
compuesto candidato hasta el interior de la célula que expresa dicha proteina de fusion y
dicha CRM1 o una variante funcionalmente equivalente de la misma. En caso de que el
compuesto candidato sea una molécula de bajo peso molecular, es suficiente con afadir

dicha molécula al medio de cultivo. El término “compuesto de bajo peso molecular’, tal y

como se usa en el presente documento se refiere a compuestos cuyo peso molecular es de
aproximadamente, igual o menor a 900 Daltons. Ejemplos ilustrativos no limitativos de
dichos compuestos incluyen compuestos naturales como, por ejemplo, metabolitos
secundarios tales como alcaloides, glicosidos, lipidos, péptidos no ribosomales, fezaninas,
fenoles naturales (incluyendo flavonoides), poliquétidos, terpenos, tetrapirroles etc., y

compuestos artificiales como farmacos sintetizados mediante sintesis quimica.

En caso de que el compuesto candidato sea una molécula de alto peso molecular (por
ejemplo polimeros biolégicos tales como un acido nucleico o una proteina), es necesario
aportar los medios para que dicha molécula pueda acceder al interior celular. El término

“‘compuesto de alto peso molecular” tal y como se usa en la presente descripcion, se refiere

a compuestos cuyo peso molecular es, aproximadamente, mayor a 900 Daltons. En caso
de que el compuesto candidato sea una proteina, la célula puede ponerse en contacto tanto
con la proteina como con el acido nucleico que la codifica acoplado a elementos que
permitan su transcripcion/traducciéon una vez que se encuentre en el interior celular. Para
ello se puede emplear cualquiera de los métodos mencionados anteriormente en el contexto

del primer método de la invencion.

El compuesto a ensayar puede encontrarse aislado o formando parte de una mezcla mas o
menos compleja, bien derivada de una fuente natural, o bien formando parte de una
biblioteca de compuestos. Ejemplos de bibliotecas de compuestos que pueden ser
ensayadas segun el método de la presente invencion incluyen, sin limitacién, bibliotecas de
péptidos incluyendo tanto péptidos como analogos peptidicos que comprenden D-amino

acidos o péptidos que comprenden enlaces no peptidicos, bibliotecas de acidos nucleicos
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incluyendo acidos nucleicos con enlaces no fosfodiéster del tipo de fosforotioato o acidos
nucleicos peptidicos, bibliotecas de anticuerpos, de carbohidratos, de compuestos de bajo
peso molecular, preferiblemente moléculas organicas, de peptidomiméticos, y similares. En
el caso de que se use una biblioteca de compuestos organicos de bajo peso molecular, la
biblioteca puede haber sido preseleccionada para que contenga compuestos que puedan
acceder al interior celular con mayor facilidad. Asi, los compuestos se pueden seleccionar
en base a determinados parametros tales como tamafio, lipofilicidad, hidrofilicidad,

capacidad de formar puentes de hidrégeno, etc.

En caso de que el compuesto candidato se encuentre formando parte de una mezcla de
mayor o menor complejidad, el método de la invencidon comprende adicionalmente una o
varias etapas de fraccionamiento de la mezcla ensayada y la repeticion de los pasos (i) a (iv)
con cada una de las fracciones obtenidas hasta que se aisla el compuesto en la mezcla con
capacidad de modular la funcién de CRM1 o una variante funcionalmente equivalente de la
misma. Métodos para el fraccionamiento de compuestos presentes en una mezcla incluyen
cromatografia (en capa fina, de gases o de exclusion molecular en gel, de afinidad),
cristalizacion, destilacion, filtracién, precipitacion, sublimacion, extraccion, evaporacion,
centrifugacion, espectrometria de masas, adsorcion y similares. Alternativamente, los
compuestos a ensayar pueden estar formando parte de un extracto obtenido de una fuente
natural. La fuente natural puede ser animal, vegetal obtenido de cualquier entorno,

incluyendo, sin limitacion, extractos de organismos terrestres, aéreos, marinos y similares.
El término “muestra” asi como las realizaciones particulares de la muestra empleada en la
presente invencion, han sido definidos anteriormente en el primer método de la invencion y

se usan de la misma manera en este segundo aspecto.

El término “proteina de fusidn” ha sido definido en el contexto del primer método de la

invencién y se usa de la misma manera en este segundo método de la invencion. Las
caracteristicas de cada uno de los dominios polipeptidicos de la proteina de fusién definida
en la etapa (i) del segundo método de la invencion y las realizaciones particulares de dichos
dominios polipeptidicos, han sido detalladas en la etapa (i) del primer método de la

invencién y se aplican aqui de igual manera .

En la etapa (i) del segundo método de la invencién se pone en contacto el compuesto
candidato con una muestra que comprende al menos una célula que comprende una

proteina de fusidon segun se ha definido anteriormente y un casete de expresion o un
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plasmido que codifica para CRM1 o una variante funcionalmente equivalente de la misma.
Segun esta etapa (i), dicha al menos una célula se ha modificado de forma que expresa
dicha proteina de fusién y dicha CRM1 (o una variante funcionalmente equivalente de la
misma). Métodos adecuados para modificar dicha al menos una célula para que exprese
dicha proteina de fusién han sido detallados en el contexto del primer método de la
invencion. Dichos métodos son igualmente aplicables para la transfeccion de dicha al
menos una célula con un casete de expresion o un plasmido que codifica para dicha CRM1
o una variante funcionalmente equivalente de la misma. En una realizacion preferida de la
invencion, dicha célula expresa de forma transitoria ambas proteinas. Técnicas apropiadas
para la expresion transitoria de proteinas han sido detalladas en el contexto del primer
método de la invencidn. El experto en la materia entendera que en otras realizaciones de la
invencion, puede ser deseable que la expresion de dicha proteina de fusion y dicha CRM1 o

una variante funcionalmente equivalente de la misma sea estable.

Tal y como se ha explicado en la etapa (iii) del primer método de la invencion, dicho
plasmido o dicho casete de expresion codifica para una proteina de fusion comprende dicha
CRM1 o dicha variante funcionalmente equivalente de la misma, fusionada a un polipéptido
reportero, preferiblemente un grupo detectable, aun mas preferiblemente dicha CRM1 o una

variante funcionalmente equivalente de la misma esta fusionada al fluoréforo biolégico YFP.

La etapa (ii) del segundo método de la invenciéon comprende detectar la senal del dominio
polipeptidico reportero de dicha proteina de fusién. Condiciones y métodos apropiados para
la deteccion de dicho dominio polipeptidico reportero se han descrito en detalle en el primer
método de la invencién y se aplican aqui de igual manera. Opcionalmente, dicha etapa
comprende la deteccion de una estructura celular o de un compartimento celular (por
ejemplo, el nucleo celular) que puede ser utilizado como referencia para determinar la
localizacion subcelular de la proteina de fusién en la etapa (iii) del segundo método de la

invencion.

La etapa (iii) del segundo método de la invencion comprende determinar la localizacion

subcelular de la proteina de fusion. El término “localizacién subcelular” ha sido definido en el

primer método de la invencién y se usa aqui de igual manera. La determinacion de la
localizacion subcelular de dicha proteina de fusion se lleva a cabo analizando la senal del
dominio reportero detectada en la etapa (ii) del segundo método de la invencion mediante
cualquier técnica apropiada para ello, preferiblemente mediante inmunofluorescencia. Por lo

tanto, si la sefal del dominio polipeptidico reportero se detecta en el interior del
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compartimento nuclear entonces la localizacion subcelular de la proteina de fusion es
nuclear; Por el contrario, si la sefal del dominio polipeptidico reportero se detecta en el

citoplasma, entonces la localizacion subcelular de la proteina de fusidn es citoplasmatica.

La etapa (iv) del segundo método de la invencion comprende comparar la localizacion
subcelular de la proteina de fusién determinada en la etapa (iii) de dicho método con dicha
localizacion subcelular obtenida para dicha proteina de fusion en una muestra que
comprende al menos una célula que no ha sido tratada con dicho compuesto. El término

“‘muestra que no ha sido tratada” tal y como se utiliza en el presente documento, se refiere a

una muestra que comprende al menos una célula en donde dicha al menos una célula
comprende dicha proteina de fusion y dicho casete o plasmido que codifica para CRM1 o
una variante funcionalmente equivalente de la misma definidas en la primera etapa del
segundo método de la invencion, con la particularidad de que dicha muestra no se pone en

contacto con el compuesto candidato que se desea analizar.

La modificacién de dicha al menos una célula en la muestra no tratada para que exprese
dichas proteina de fusion y CRM1, o una variante funcionalmente equivalente de la misma,
puede llevarse a cabo empleando cualquier método del estado de la técnica apropiado para

ello tal y como se ha detallado en el contexto del primer método de la invencion.

Preferiblemente la muestra no tratada sera de la misma naturaleza que la muestra que se
pone en contacto con el compuesto candidato. Por ejemplo, si la muestra que se pone en
contacto con el compuesto candidato es una poblacién de células 293T entonces la muestra
no tratada también es una poblacion de células 293T, preferiblemente ambas muestras
tendran aproximadamente el mismo numero de células y seran sometidas a las mismas
condiciones de cultivo. Si se desea, la modificacion de dicha al menos una célula de la
muestra no tratada y de la muestra a analizar puede llevarse a cabo simultdneamente.
Preferiblemente, se emplea la misma técnica para la transformacion celular y bajo las mimas
condiciones. Por ejemplo, si la muestra que va a ser tratada con el compuesto candidato se
transfecta mediante lipofeccion con entre aproximadamente ente 0,1 y 3 ug de cada vector,
preferiblemente 500 ng del vector de expresion que codifica para dicha proteina de fusién y
500 ng del vector que codifica para dicha CRM1, entonces preferiblemente, la muestra que

no va a ser tratada se transfecta con dichas mismas cantidades de cada plasmido.

La deteccion del dominio reportero de la proteina de fusién en la muestra que no ha sido

tratada puede llevarse a cabo por cualquier técnica apropiada para ello. Preferiblemente, se
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lleva a cabo empleando la misma técnica empleada para la deteccidon del dominio
polipeptidico reportero en la muestra que se pone en contacto con el compuesto candidato.
La deteccion del dominio polipeptidico reportero de la proteina de fusién puede llevarse a
cabo en paralelo en la muestra tratada con el compuesto candidato y en la muestra no
tratada. Tras la deteccién del dominio polipeptidico reportero en la muestra tratada con el
compuesto candidato y en la muestra no tratada, la etapa (iv) del segundo método de la
invencion comprende comparar la localizacion subcelular de dicha proteina de fusién en

ambos tipos de muestra.

Como se ha explicado anteriormente en el contexto del primer método de la invencioén, si
dicha al menos una célula de la muestra que se esta analizando expresa la proteina CRM1
funcional, entonces la localizacién subcelular de la proteina de fusién es citoplasmatica
puesto que dicha exportina reconoce a la proteina de fusion a través de la secuencia NES,
preferiblemente la secuencia NES de survivina humana, y en asociacién con una GTPasa
transporta dicha proteina desde el nucleo hacia el citoplasma. Por lo tanto, de acuerdo con
el segundo método de la invencion, la localizacion subcelular de la proteina de fusion en la
muestra no tratada es citoplasmatica. Una alteracién de la localizacion citoplasmatica de la
proteina de fusion en la muestra tratada es indicativa de que dicho compuesto podria
impedir el correcto desarrollo de la funcion de CRM1 o de una variante equivalente de la
misma, es decir de la podria modular la funcién de CRM1 o de dicha variante equivalente de

la misma.

Proteina de fusion de la invencién

Los autores de la presente invencion han disefiado una proteina de fusién que actiua como

un biosensor indicador de la actividad exportadora de la exportina CRM1.

Por lo tanto, en un tercer aspecto, la invencion se relaciona con una proteina de fusion que
comprende:
(i) un primer dominio polipeptidico que comprende una variante de survivina

seleccionada entre:

a) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del dominio de

homodimerizacion resultando en un dominio de homodimerizacion no funcional ; y
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b) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del dominio de
homodimerizacion resultando en un dominio de homodimerizacion no funcional y

comprende la sefial de exportacion nuclear (NES) de survivina

(i) al menos, un segundo dominio polipeptidico que comprende una sefial de

localizacion nuclear (NLS); y

(iii) al menos, un tercer dominio polipeptidico reportero;

en donde si la variante de survivina carece de la totalidad o parte de su sefial NES, entonces

dicha proteina de fusién comprende ademas

(iv)un cuarto dominio polipeptidico que comprende una NES.

El término “proteina de fusion”, “dominio polipeptidico” y métodos para generar una proteina

de fusidon se han mencionado anteriormente y se usan de la misma manera en este tercer

aspecto inventivo.

El primer, segundo, tercer y cuarto dominio polipeptidico de la proteina de fusién de la
invencién asi como las realizaciones particulares de los mismos han sido detallados en el

contexto del primer método de la invencion y se aplican aqui de igual manera.

Tal y como se ha detallado en el primer y segundo aspecto inventivo, la proteina de fusiéon
de la invencién es util para determinar si la funcién de una variante de CRM1 en una
muestra esta alterada y/o para identificar un compuesto con capacidad de modular la
funcion de CRM1 o de una variante equivalente de la misma. Por lo tanto, en otro aspecto la
invencion se relaciona con el uso de la proteina de fusion de la invencién para determinar si
la funcion de una variante de CRM1 en una muestra esta alterada y/o para identificar un
compuesto con capacidad de modular la funcion de CRM1 o de una variante funcionalmente

equivalente de la misma.

Acidos nucleicos, casetes de expresion y vectores de la invencién

En otro aspecto, la presente invencién se relaciona con un acido nucleico que codifica para
la proteina de fusion de la invencidn y de cualquiera de sus realizaciones. El término “acido

nucleico”, segun se usa en la presente descripcion, se refiere a polimeros formados por la
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repeticion de mondémeros llamados nucleoétidos, unidos mediante enlaces fosfodiéster. En
una realizacion particular, dicho acido nucleico comprende la secuencia de nucledtidos
mostrada en SEQ ID NO: 61.

Dicho acido nucleico de la invencion puede incorporar, operativamente unida, una secuencia
reguladora de la expresion de las secuencias de nucleétidos que codifican para la proteina
de fusién de la invencion, constituyendo de este modo una construccién génica. Segun se

utiliza en el presente documento, la expresion “operativamente unida” significa que el

polipéptido de la proteina de fusion codificado por la secuencia de acido nucleico de la
invencién, es expresado en el marco de lectura correcto bajo el control de las secuencias de
control o reguladoras de expresion. Por tanto, en otro aspecto, la invencion proporciona un
casete de expresion que comprende la construccion génica de la invencion operativamente
unida a una secuencia de control de expresion. La construccién génica de la invencion
puede obtenerse mediante el empleo de técnicas ampliamente conocidas en el estado de la

técnica [Sambrook et al., “Molecular cloning, a Laboratory Manual”, 2" ed., Cold Spring

Harbor Laboratory Press, N.Y., 1989 Vol 1-3].

Las secuencias de control son secuencias que controlan y regulan la transcripcion y, en su
caso, la traduccién de dicha proteina de fusion, e incluyen secuencias promotoras,
secuencias codificantes para reguladores transcripcionales, secuencias de unién a
ribosomas (RBS) y/o secuencias terminadoras de transcripcion. El casete de expresion de la
presente invencion puede incluir ademas un potenciador, que puede estar adyacente o
distante a la secuencia del promotor y puede funcionar aumentando la transcripcion a partir
del mismo. Dicha secuencia de control de expresion es funcional en células y organismos

eucariotas, por ejemplo, células de insecto, células vegetales, células de mamifero, etc.

Se puede usar cualquier promotor disponible en la presente metodologia. En una forma de
realizacion preferida de la presente invencion, el promotor utilizado para la construccion de
acido nucleico de la presente invencion es activo en la poblacién celular especifica
transformada. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de promotores ubicuos que pueden estar
presentes en el casete de expresion proporcionado por esta invencion incluyen el promotor
de citomegalovirus humano (hCMV), el promotor de SV40, el promotor para EF1-alfa, y el
promotor de ubiquitina C. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de promotores especificos de
tipo celular y/o especificos de tejido incluyen promotores tales como albumina que es
especifico de higado [Pinkert et al., (1987) Genes Dev. 1:268-277], promotores linfoides

especificos [Calame et al.; (1988) Adv. Immunol. 43:235-275]; en particular promotores de
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los receptores de células T [Winoto et al., (1989) EMBO J. 8:729-733] e inmunoglobulinas;
[Banerji et al. (1983) Cell 33729-740], promotores especificos de neuronas tal como el
promotor de neurofilamentos [Byrne et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:5473-5477],
promotores especificos de pancreas [Edlunch et al. (1985) Science 230:912-916] o
promotores especificos de glandula mamaria tal como el promotor de suero de leche
(patente de EE UU No. 4.873.316 y publicacion de solicitud europea No. 264.166). El casete
de expresion CAG-GS esta compuesto de un elemento del enhancer CMV, el promotor de la
B-actina de pollo y el elemento regulador postranscripcional (WPRE) del virus de la hepatitis
de marmota (Woodchuck Hepatitis Virus, WHP) [Niwa et al. (1991) Gene 108: 193-9]. La
combinacion del promotor y este elemento favorece unos niveles de expresion del transgen

in vivo altos.

Ventajosamente, dicho casete de expresion comprende, ademas, un marcador o gen que
codifica para un motivo o para un fenotipo que permita la seleccion de la célula hospedadora
transformada con dicho casete de expresion. Ejemplos ilustrativos de dichos marcadores
que podrian estar presentes en el casete de expresion de la invencion incluyen genes de
resistencia a antibioticos, genes de resistencia a compuestos toéxicos, y, en general, todos

aquellos que permitan seleccionar a las células manipuladas genéticamente.

La construccion génica de la invencion, o el casete de expresidn proporcionado por esta
invencion, puede ser insertada en un vector apropiado. Asi, en otro aspecto, la invencion se
relaciona con un vector, tal como un vector de expresion, que comprende dicha construccion
de génica de la invencién o dicho casete de expresion. La eleccion del vector dependera de
la célula hospedadora en la que se va a introducir posteriormente. A modo ilustrativo, el
vector donde se introduce dicha secuencia de acido nucleico puede ser un plasmido o un
vector que, cuando se introduce en una célula hospedadora, se integra o no en el genoma
de dicha célula. La obtencion de dicho vector puede realizarse por métodos convencionales
conocidos por los técnicos en la materia [Sambrook et al., 1989, citado supra]. En una
realizacion particular, dicho vector recombinante es un vector Util para transformar células

animales.

Dicho vector puede ser utilizado para transformar, transfectar o infectar células eucariotas
susceptibles de ser transformadas, transfectadas o infectadas por dicho vector. Por tanto, en
otro aspecto, la invenciébn se relaciona con una célula hospedadora transformada,

transfectada o infectada con un vector proporcionado por esta invenciéon. Dicha célula
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transformada, transfectada o infectada comprende, por tanto, una construccion génica de la

invencion, o bien dicho casete de expresion o vector proporcionado por esta invencion.

Células transformadas, transfectadas o infectadas pueden ser obtenidas por métodos
convencionales conocidos por los técnicos en la materia (Sambrook et al., 1989, citado
supra). Células adecuadas para llevar a cabo la invencién, incluyen, sin limitacion, células
de mamiferos, plantas, insectos y de hongos. Ejemplos ilustrativos y no limitativos de dichas
células se encuentran en el contexto del primer método de la invencién y se usan aqui de

igual manera.

En una realizacién preferida, dicha célula hospedadora es una célula animal transformada,
transfectada o infectada con un vector apropiado, siendo dicha célula animal transformada,
transfectada o infectada capaz de expresar la proteina de fusién proporcionada por esta
invencion, por lo que dichos vectores pueden utilizarse para la expresion en células

animales de la proteina de fusién proporcionada por esta invencion.

La construccion génica, o casete de expresion, o vector o célula hospedadora de la

invencion pueden ser utilizados para producir una proteina de fusiéon que comprende:

(i) un primer dominio polipeptidico que comprende una variante de survivina

seleccionada entre:

a) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del dominio de

homodimerizacion resultando en un dominio de homodimerizacion no funcional ;

y

b) una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del dominio de
homodimerizacion resultando en un dominio de homodimerizacion no funcional y

comprende la sefial de exportacion nuclear (NES) de survivina

(i) al menos, un segundo dominio polipeptidico que comprende una sefial de

localizacion nuclear (NLS); y

(i) al menos, un tercer dominio polipeptidico reportero;
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en donde si la variante de survivina carece de la totalidad o parte de su sefial NES, entonces

dicha proteina de fusién comprende ademas

(ii) un cuarto dominio polipeptidico que comprende una NES.

Los siguientes ejemplos son meramente ilustrativos y no se deben de considerar como

limitativos de la presente invencion.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

Generacion de la proteina de fusion

Para construir la proteina de fusion, se llevaron a cabo varias etapas de clonacién utilizando
métodos estandar de biologia molecular (PCR, digestion con enzimas de restriccion, ligacion

y transformacion de bacterias competentes):

Etapa 1- En el vector pEGFP-N1, se reemplazé la secuencia de DNA que codifica GFP

por otra que codifica el epitopo 3xFlag. Sitios de restriccion utilizados: PinAl/Notl.

Etapa 2- Se afadié en el extremo 5" de 3xFlag una secuencia de DNA que codifica
una NLS del antigeno T grande del virus SV40 (SV40NLS). Sitios de restriccion
utilizados: Hindlll/BamHI.

Etapa 3.- Se afnadio en el extremo 5°- del casette [SV40NLS-3xFlag] una secuencia de
DNA que codifica el fragmento 1-100 de la proteina Survivin humana. Sitios de

restriccion utilizados: Bglll/Hindlll.

Etapa 4. Se reemplazd el casette [SV40NLS-3xFlag] por otro casette [SV4ONLS-
3xFlag-SV40NLS]. Sitios de restriccion utilizados: Hindlll/Notl
Tras cada etapa de clonacion se confirmd la secuencia recombinante obtenida mediante

secuenciacion.

EJEMPLO 2
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Determinacion de la funcionalidad de variantes de CRM1

Para determinar si una variante mutada de CRM1 es funcional mediante la proteina de

fusion de la invencion, se procedio del siguiente modo.

1.

Se sembraron celulas 293T en tres pocillos de una placa de cultivo sobre
cubreobjetos de cristal estériles, y se transfectaron el dia siguiente utilizando el
reactivo de transfeccion FugeneHD (Roche) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. En una muestra se transfecto sélo el acido nucleico que codifica para la
proteina de fusion (SEQ ID NO: 52), en otra muestra se transfectd dicha proteina
de fusion junto con YFP-CRM1 wild type (normal) (SEQ ID NO: 60) y en la tercera
dicha proteina de fusion junto con YFP-CRM1 mutada (mutacion A541K).(SEQ ID
NO: 59) Se utilizaron aproximadamente 500 nanogramos de cada plasmido en la

transfeccion.

Aproximadamente 24 horas mas tarde, las células se fijaron con formaldehido 3,7%
en PBS (30 min). Las células fijadas se permeabilizaron con 0.2% Triton X-100 (10
min) y se bloquearon con 3% BSA en PBS (1 h). Para detectar dicha proteina de
fusion se utilizé un anticuerpo monoclonal anti Flag M2 (Sigma) diluido 1:300 en la
solucion de bloqueo (3% BSA en PBS). Se aplicd a continuacién un anticuerpo
secundario marcado con AlexaFluor594 (Invitrogen) y el colorante nuclear Hoechst.
La incubacion con cada anticuerpo se llevé a cabo durante una hora a temperatura
ambiente. Finalmente, las muestras se lavaron con PBS, se montaron en

portaobjetos utilizando Vectashield (Vector) y se sellaron con laca de ufias.

Utilizando un microscopio de fluorescencia o un microscopio confocal se determiné la

localizacion de la proteina de fusion en células que no expresan CRM1 ectopica (las células

del control negativo) y en células que si expresan CRM1 ectodpica.

El andlisis de las imagenes de microscopia mostré que dicha proteina de fusion es nuclear

en células 293T que expresan unicamente CRM1 enddgena. Este resultado indica que los

niveles de CRM1 enddégena en estas células no son suficientes para contrarrestar la

importacion al nicleo mediada por las dos NLSs de dicha proteina de fusion.

Por el contrario, dicha proteina de fusién mostré localizacion citoplasmica en aquellas

células que expresan YFP-CRM1. Este resultado indica que la proteina CRM1 ectdpica

transfectada es funcional como receptor de exportacion.
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Las imagenes de microscopia mostraron que dicha proteina de fusion es nuclear en
las células que expresan YFP-CRM1 mutada (A541K). Estudios in vitro han
demostrado que esta mutaciéon reduce notablemente la afinidad de CRM1 por las
secuencias NES. Este resultado indica que la proteina YFP-CRM1 (A541K) presenta

una actividad reducida en un entorno celular como receptor de exportacion.
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Proteina de fusién que comprende:

(i)

b)

(iii)

un primer dominio polipeptidico que comprende una variante de

survivina seleccionada entre:

una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional; y

una variante de survivina que carece de la totalidad o parte del
dominio de homodimerizacion resultando en un dominio de
homodimerizacion no funcional y comprende una sefal de

exportacion nuclear (NES) de survivina;

al menos, un segundo dominio polipeptidico que comprende una

sefial de localizacion nuclear (NLS);

al menos, un tercer dominio polipeptidico reportero;

en donde si la variante de survivina carece de la totalidad o parte de su

sefal NES, entonces dicha proteina de fusion comprende ademas

(iv)

un cuarto dominio polipeptidico que comprende una secuencia

NES de survivina humana,

y, en donde dicha variante de survivina es de origen humano.

Proteina de fusion segun la reivindicacion 1, en donde dicha variante de

survivina comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2.

Proteina de fusion segun la reivindicacion 1, en donde dicha NES comprende

la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 17.

Proteina de fusidon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde

dicha NLS se selecciona del grupo formado por: secuencia NLS del antigeno T
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grande del virus SV40, secuencia NLS de nucleoplasmina, secuencia NLS de
c-myc, secuencia NLS del dominio IBB de la importina alfa, secuencia NLS de
la proteina T de mioma, la secuencia NLS de la proteina p53 humana,
secuencia NLS de la proteina c-abl IV murina, secuencia NLS de la proteina
NS1 del virus de la gripe, la secuencia NLS del antigeno delta del virus de la
hepatitis, la secuencia NLS de la proteina Mx1 murina, secuencia NLS de la
poli(ADP-ribosa) polimerasa, la secuencia NLS de los receptores de hormonas

esteroideas humanos y la secuencia NLS de la proteina p17 del reovirus aviar.

Proteina de fusién segun la reivindicacion 4, en donde dicha NLS comprende

la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3.

Proteina de fusidon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde
dicha proteina de fusién comprende dos segundos dominios polipeptidicos y
en donde dichos dos segundos dominios polipeptidicos son idénticosy, en
donde cada uno de dichos dos dominios polipeptidicos comprenden la

secuencia mostrada en SEQ ID NO: 3.

Proteina de fusion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde
dicho al menos un tercer dominio polipeptidico comprende un polipéptido que
se selecciona del grupo formado por: epitopo FLAG, epitopo HA, epitopo Myc,
epitopos AU1 y AUS5, epitopo Glu-Glu, epitopo KT3, epitopo IRS, epitopo
Btag, epitopo de proteina quinasa-C, epitopo de VSV, polipéptido de

hexahistidinas y péptido de unién a calmodulina.

Proteina de fusion segun la reivindicacion 7, en donde dicho tercer dominio

polipeptidico comprende el epitopo flag.

Proteina de fusidon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde
dicha proteina de fusién comprende tres terceros dominios polipeptidicos y en
donde dichos tres terceros dominios polipeptidicos son idénticos, y en donde

dichos tres terceros dominios polipeptidicos comprenden el epitopo flag.
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Proteina de fusion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde
dicha proteina de fusidon comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 52.

. Acido nucleico que codifica para la proteina de fusion segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 10.

Casete de expresion que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion
11 en donde dicho acido nucleico se encuentra operativamente unido a un

sistema de transcripcion y/o traduccion apropiado.

Plasmido que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion 11 o el

casete de expresion segun la reivindicacion 12.

Célula hospedadora que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion
11, el casete de expresion segun la reivindicacién 12 o el plasmido segun la

reivindicacion 13.

Uso de la proteina de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10
para determinar si la funcidon de una variante de CRM1 esta alterada en una
muestra o para identificar un compuesto con capacidad de modular la funcién
de CRM1 o de una variante funcionalmente equivalente de la misma en una

muestra.

16. Método para determinar si la funcién de una variante de CRM1 esta alterada

en una muestra que comprende al menos una célula, en donde dicho método

comprende:

(i) proporcionar una muestra que comprende al menos una célula en
donde dicha célula comprende una proteina de fusién segun cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 10;

(i) introducir en dicha al menos una célula un casete de expresion o un
plasmido que codifica para dicha variante de CRM1;

(iii) crecer las células bajo condiciones que permitan la correcta expresion
de dicha variante de CRM1;
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(iv) detectar la sefial del dominio reportero de dicha proteina de fusion;

(v) determinar la localizacién subcelular de dicha proteina de fusion;

(vi) comparar la localizacién subcelular determinada en la etapa (iv) con
dicha localizacion subcelular obtenida para dicha proteina de fusién en
una muestra de referencia;

en donde dicha variante de CRM1 tiene un grado de identidad de, al menos, el

60% con respecto a la secuencia de CRM1; y

en donde una alteracion de la localizacion subcelular de dicha proteina de

fusion es indicativa de una funcion alterada de CRM1.

Método para identificar un compuesto con capacidad de modular la funcién de
CRM1 o de una variante funcionalmente equivalente de la misma en una

muestra que comprende al menos una célula, comprendiendo dicho método:

(i) poner en contacto un compuesto candidato con una muestra que
comprende al menos una célula en donde dicha célula comprende:

a) una proteina de fusidon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
10;y

b) un casete de expresion o un plasmido que codifica para CRM1 o
una variante funcionalmente equivalente de la misma;

(i) detectar la sefial del dominio reportero de dicha proteina de fusion;

(iii) detectar la localizacion subcelular de dicha proteina de fusion;

(iv) comparar la localizacion subcelular de dicha proteina de fusion obtenida
en la etapa (iv) con la localizacion subcelular de dicha proteina de
fusidn obtenida en una muestra que comprende al menos una célula
gue no ha sido tratada con dicho compuesto;

en donde dicha variante de CRM1 tiene un grado de identidad de, al menos, el

60% con respecto a la secuencia de CRM1; y

en donde una alteracion de la localizacion subcelular de la proteina de fusion
detectada en la etapa (iii) con respecto a dicha localizacién subcelular en dicha
muestra no tratada es indicativa de que dicho compuesto es capaz de modular
la funcién de dicha CRM1 o de dicha variante funcionalmente equivalente de la

misma.
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(A) Survivin dm  Cexp
14 [NES] -142
Biosensor SRV100
1- [NESHNLS  3xFlagNLS|
(B)

MGAPTLPPAW QPFLKDHRIS TFKNWPFLEG CACTPERMAE AGFIHCPTEN
EPDLAQCFFC FKELEGWEPD DDPIEEHKKH SSGbAFLSVK KQFEELTLFE

KLATMPKKKR KVEDPPVDYK DHDGDYKDHD IDYKDDDDKY RPMPKKKRKV

(C)

ttg cct caA GAT CTt gcc acc atg
gcc tgg cag ccc ttt ctc aag gac
aac tgg ccc ttc ttg gag ggc tgc
gcc gag gct ggc ttc atc cac tgce
ttg gcc cag tgt ttc ttc tgce ttc
cca gat gac gac ccc ata gag gaa

ggt
cac
gcc
ccc
aag
cat

gcc
cgc
tgc
act
gag
aaa

ccg
atc
acc
gag
ctg
aag

acg
tct
ccg
aac
gaa
cat

ttg
aca
gag
gag
ggc
tcg

ccc
ttc

c€gg
cca

tgg
tcc

cct
aag
atg
gac
gag
ggt

|tgc gct ttc ctt tct gtc aag aag

cag

ttt

gaa

gaa

tta

acc

ctt|

ggt gaa AAG CTT gcc acc atg cca

aag

aag

aag

agg

aag

gtg

gat cca ccg gtc gac tac aaa gac

cat

gac

ggt

gat

tat

aaa

gag
gat

cat gat atc gat tac aag gat gac gat gac aag tat cgg ccg atg

cca aag aag aag agg aag gtg tag CGG CCG CGa

49



<110>

<120>

<130>

<160>

<170>

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

<220>
<223>

<400>

LISTA DE SECUENCIAS
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UNIVERSIDAD DEL PAIS VASCO

BIOSENSOR PARA DETERMINAR LA FUNCION EXPORTADORA DE CRMI1

P10178ES00

61

PatentIn version 3.5

1
1071
PRT

Artificial Sequence

CRM1A541K

Met Pro Ala

1

Leu

Asn

Val

Thr

65

Gln

Asn

Thr

Lys

His
145

Asp

Cys

Leu

50

Ile

Ile

Gln

Ser

Leu

130

Trp

Phe

Leu

35

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

115

Asn

Pro

Ile

Ser

20

Tyr

His

Glu

Glu

Glu

100

Asp

Met

Thr

Met

Gln

His

Leu

Phe

Asn

85

Gly

Pro

Ile

Phe

Thr

Lys

Gly

Lys

Ser

70

Val

Ile

Thr

Leu

Ile
150

Met

Leu

Glu

Glu

55

Gln

Ile

Lys

Cys

Val

135

Ser

Leu

Asp

Gly

40

His

Asn

Lys

Lys

Val

120

Gln

Asp

Ala

Ile

25

Ala

Pro

Met

Thr

Tyr

105

Glu

Ile

Ile

Asp

10

Asn

Gln

Asp

Asn

Arg

90

Val

Lys

Leu

Val

His

Leu

Gln

Ala

Thr

75

Trp

Val

Glu

Lys

Gly
155

Ala

Leu

Arg

Trp

60

Lys

Lys

Gly

Lys

Gln

140

Ala

Ala

Asp

Met

45

Thr

Tyr

Ile

Leu

Val

125

Glu

Ser

Arg

Asn

30

Ala

Arg

Tyr

Leu

Ile

110

Tyr

Trp

Arg

Gln

15

Val

Gln

Val

Gly

Pro

95

Ile

Ile

Pro

Thr

Leu

Val

Glu

Asp

Leu

80

Arg

Lys

Gly

Lys

Ser
160
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Glu Ser Leu Cys Gln Asn Asn Met Val Ile Leu Lys Leu Leu Ser Glu
165 170 175

Glu Val Phe Asp Phe Ser Ser Gly Gln Ile Thr Gln Val Lys Ser Lys
180 185 190

His Leu Lys Asp Ser Met Cys Asn Glu Phe Ser Gln Ile Phe Gln Leu
195 200 205

Cys Gln Phe Val Met Glu Asn Ser Gln Asn Ala Pro Leu Val His Ala
210 215 220

Thr Leu Glu Thr Leu Leu Arg Phe Leu Asn Trp Ile Pro Leu Gly Tyr
225 230 235 240

Ile Phe Glu Thr Lys Leu Ile Ser Thr Leu Ile Tyr Lys Phe Leu Asn
245 250 255

Val Pro Met Phe Arg Asn Val Ser Leu Lys Cys Leu Thr Glu Ile Ala
260 265 270

Gly Val Ser Val Ser Gln Tyr Glu Glu Gln Phe Val Thr Leu Phe Thr
275 280 285

Leu Thr Met Met Gln Leu Lys Gln Met Leu Pro Leu Asn Thr Asn Ile
290 295 300

Arg Leu Ala Tyr Ser Asn Gly Lys Asp Asp Glu Gln Asn Phe Ile Gln
305 310 315 320

Asn Leu Ser Leu Phe Leu Cys Thr Phe Leu Lys Glu His Asp Gln Leu
325 330 335

Ile Glu Lys Arg Leu Asn Leu Arg Glu Thr Leu Met Glu Ala Leu His
340 345 350

Tyr Met Leu Leu Val Ser Glu Val Glu Glu Thr Glu Ile Phe Lys Ile
355 360 365

Cys Leu Glu Tyr Trp Asn His Leu Ala Ala Glu Leu Tyr Arg Glu Ser
370 375 380

Pro Phe Ser Thr Ser Ala Ser Pro Leu Leu Ser Gly Ser Gln His Phe
385 390 395 400

Asp Val Pro Pro Arg Arg Gln Leu Tyr Leu Pro Met Leu Phe Lys Val
405 410 415



Arg

Val

Asp

Thr

465

His

Leu

Glu

Glu

Met

545

Phe

His

Gln

Pro

Leu

625

Ile

Leu

Glu

Ser

450

His

Asn

Cys

Lys

Gln

530

Tyr

Leu

Asp

Lys

Phe

610

Gln

Gly

Leu

Asn

435

Ile

Leu

Gln

Trp

Arg

515

Lys

Ile

Lys

Gly

Cys

595

Ile

Pro

Ala

Met

420

Asp

Asn

Asp

Val

Ala

500

Phe

Arg

Val

Thr

Val

580

Arg

Asp

Gln

Gln

Val

Gln

Leu

Tyr

Asn

485

Ile

Leu

Gly

Gly

Val

565

Gln

Arg

Glu

Gln

Thr
645

Ser

Gly

Tyr

Val

470

Gly

Gly

Val

Lys

Gln

550

Val

Asp

His

Ile

Val

630

Asp

Arg

Glu

Lys

455

Asp

Thr

Ser

Thr

Asp

535

Tyr

Asn

Met

Phe

Leu

615

His

Gln

ES 2 549 488 Bl

Met

Val

440

Asn

Thr

Glu

Ile

Val

520

Asn

Pro

Lys

Ala

Val

600

Asn

Thr

Thr

Ala

425

Val

Met

Glu

Trp

Ser

505

Ile

Lys

Arg

Leu

Cys

585

Gln

Asn

Phe

Val

Lys

Arg

Arg

Arg

Ser

490

Gly

Lys

Ala

Phe

Phe

570

Asp

Val

Ile

Tyr

Gln
650

Pro

Glu

Glu

Ile

475

Trp

Ala

Asp

Ile

Leu

555

Glu

Thr

Gln

Asn

Glu

635

Glu

Glu

Phe

Thr

460

Met

Lys

Met

Leu

Ile

540

Arg

Phe

Phe

Val

Thr

620

Ala

His

Glu

Met

445

Leu

Thr

Asn

His

Leu

525

Lys

Ala

Met

Ile

Gly

605

Ile

Val

Leu

Val

430

Lys

Val

Glu

Leu

Glu

510

Gly

Ser

His

His

Lys

590

Glu

Ile

Gly

Ile

Leu

Asp

Tyr

Lys

Asn

495

Glu

Leu

Asn

Trp

Glu

575

Ile

Val

Cys

Tyr

Glu
655

Val

Thr

Leu

Leu

480

Thr

Asp

Cys

Ile

Lys

560

Thr

Ala

Met

Asp

Met

640

Lys
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Tyr Met Leu Leu Pro Asn Gln Val Trp Asp Ser Ile Ile Gln Gln Ala
660 665 670

Thr Lys Asn Val Asp Ile Leu Lys Asp Pro Glu Thr Val Lys Gln Leu
675 680 685

Gly Ser Ile Leu Lys Thr Asn Val Arg Ala Cys Lys Ala Val Gly His
690 695 700

Pro Phe Val Ile Gln Leu Gly Arg Ile Tyr Leu Asp Met Leu Asn Val
705 710 715 720

Tyr Lys Cys Leu Ser Glu Asn Ile Ser Ala Ala Ile Gln Ala Asn Gly
725 730 735

Glu Met Val Thr Lys Gln Pro Leu Ile Arg Ser Met Arg Thr Val Lys
740 745 750

Arg Glu Thr Leu Lys Leu Ile Ser Gly Trp Val Ser Arg Ser Asn Asp
755 760 765

Pro Gln Met Val Ala Glu Asn Phe Val Pro Pro Leu Leu Asp Ala Val
770 775 780

Leu Ile Asp Tyr Gln Arg Asn Val Pro Ala Ala Arg Glu Pro Glu Val
785 790 795 800

Leu Ser Thr Met Ala Ile Ile Val Asn Lys Leu Gly Gly His Ile Thr
805 810 815

Ala Glu Ile Pro Gln Ile Phe Asp Ala Val Phe Glu Cys Thr Leu Asn
820 825 830

Met Ile Asn Lys Asp Phe Glu Glu Tyr Pro Glu His Arg Thr Asn Phe
835 840 845

Phe Leu Leu Leu Gln Ala Val Asn Ser His Cys Phe Pro Ala Phe Leu
850 855 860

Ala Ile Pro Pro Thr Gln Phe Lys Leu Val Leu Asp Ser Ile Ile Trp
865 870 875 880

Ala Phe Lys His Thr Met Arg Asn Val Ala Asp Thr Gly Leu Gln Ile
885 890 895

Leu Phe Thr Leu Leu Gln Asn Val Ala Gln Glu Glu Ala Ala Ala Gln
900 905 910



Ser Phe Tyr
915

Val Val Thr
930

Ile Leu Ala

945

Ser Leu Asn

Tyr Val Ala

Gln Val Lys

995

Pro Ala Phe
1010

Glu Phe Ala
1025

Glu Ile Ala
1040

Met Ser Val
1055

Met Cys Asp
1070

<210> 2

<211> 83

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 2

Gln Thr Tyr

Asp Thr Ser

Met Phe

950

Tyr

Pro Gly Asn

965

Asn Leu Leu

980

Phe

Val

Leu

Lys Glu His

Gly Glu Asp

Leu Arg Gln

Pro Gly Ile

Phe

His

935

Asn

Pro

Lys

Thr

Leu
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Cys Ile Leu

920

Asp

Thr Ala Gly Leu

Gln

Thr

His Ile Phe Ser

925

Met His Ala Ser

940

Val Glu Glu

955

Leu

Val Asn Gln

970

Asn

Ala
985

Ser Phe Pro

Gly Leu Phe Ser Leu Asn

1000

Arg Asp Phe Leu

1015

Thr

Ser Asp Leu Phe

1030

Ala

Asp Glu Glu Lys

1045

Phe

Asn Pro His Glu

1060

Artificial Sequence

variante de Survivina

(1-83)

Gly

Ile

His

Thr
960

Lys Ile Ser

Gln
975

Phe Leu Glu

Gln
990

Leu Asp Ala

1005

Val
1020

Gln Ile Lys

Leu
1035

Glu Glu Arg

His
1050

Lys Arg Gln

Ile Pro Glu Glu

1065

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

1

5

10

15

His Arg Ile Ser Thr Phe Lys Asn Trp Pro Phe Leu Glu Gly Cys Ala

20

25

30

Gln Asp Ile
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Cys Thr Pro Glu Arg Met Ala Glu Ala Gly Phe Ile His Cys Pro Thr
35 40 45

Glu Asn Glu Pro Asp Leu Ala Gln Cys Phe Phe Cys Phe Lys Glu Leu
50 55 60

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

Ser Ser Gly

<210> 3
<211> 7
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NLS de antigeno T grande del virus SV40

<400> 3

Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val

1 5
<210> 4

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NLS de la nucleoplasmina

<400> 4

Lys Arg Pro Ala Ala Thr Lys Lys Ala Gly Gln Ala Lys Lys Lys Lys

1 5 10 15
<210> 5

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NLS similar al homeodominio de la proteina c-myc

<400> 5

Arg Gln Arg Arg Asn Glu Leu Lys Arg Ser Phe

1 5 10
<210> o6
<211> 41
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<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NLS del dominio IBB de la importina alfa

<400> 6
Arg Met Arg Lys Phe Lys Asn Lys Gly Lys Asp Thr Ala Glu Leu Arg

1 5 10 15

Arg Arg Arg Val Glu Val Ser Val Glu Leu Arg Lys Ala Lys Lys Asp
20 25 30

Glu Gln Ile Leu Lys Arg Arg Asn Val

35 40
<210> 7
<211> 8
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NLS de la proteina T de mioma

<400> 7

Val Ser Arg Lys Arg Pro Arg Pro

1 5
<210> 8

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NLS de la proteina T de mioma

<400> 8

Pro Pro Lys Lys Ala Arg Glu Asp

1 5
<210> 9

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NLS de la proteina c-abl IV de ratdn

<400> 9

Ser Ala Leu Ile Lys Lys Lys Lys Lys Met Ala Pro
1 5 10



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

<220>
<223>

<400>

ES 2 549 488 Bl

10

5

PRT

Artificial Sequence

Secuencia NSL del virus de la gripe

10

Asp Arg Leu Arg Arg

1

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

<220>
<223>

<400>

5

11

7

PRT

Artificial Sequence

Secuencia NSL del virus de la gripe

11

Pro Lys Gln Lys Lys Arg Lys

1

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

<220>
<223>

<400>

5

12

10

PRT

Artificial Sequence

Secuencia NLS del antigeno delta del virus de la hepatitis

12

Arg Lys Leu Lys Lys Lys Ile Lys Lys Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

13
10
PRT
Artificial Sequence

Secuencia NLS de la proteina Mxl de ratdn

13

Arg Glu Lys Lys Lys Phe Leu Lys Arg Arg

1

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

<220>

5 10

14

20

PRT

Artificial Sequence



<223>

<400>
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Secuencia NLS de poli (ADP-ribosa) polimerasa

14

Lys Arg Lys Gly Asp Glu Val Asp Gly Val Asp Glu Val Ala Lys Lys

1

5 10 15

Lys Ser Lys Lys

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

<220>
<223>

<400>

20

15

17

PRT

Artificial Sequence

Secuencia NLS de receptores de hormonas esteroideas humanos

15

Arg Lys Cys Leu Gln Ala Gly Met Asn Leu Glu Ala Arg Lys Thr Lys

1

Lys

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

<220>
<223>

<400>

5 10 15

16

10

PRT

Artificial Sequence

Secuencia NLS de la proteina pl7 del reovirus aviar

16

Ile Ala Ala Lys Arg Gly Arg Gln Leu Asp

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

17

15

PRT

Artificial Sequence

Secuencia NES de survivina humana

17

Cys Ala Phe Leu Ser Val Lys Lys Gln Phe Glu Glu Leu Thr Leu

1

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

5 10 15

18
10
PRT
Artificial Sequence
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<220>
<223> Secuencia secuencia NES del inhibidor de la proteina quinasa
dependiente de AMPc humano

<400> 18

Leu Ala Leu Lys Leu Ala Gly Leu Asp Ile

1 5 10
<210> 19

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NES de p53 humana

<400> 19

Glu Met Phe Arg Glu Leu Asn Glu Ala Leu Glu Leu Lys Asp

1 5 10
<210> 20

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NES de ubiquitin-protein ligasa Mdm2 humana

<400> 20

Ser Ile Ser Leu Ser Phe Asp Glu Ser Leu Ala Leu Cys Val Ile

1 5 10 15
<210> 21

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NES de Xsmad4a de Xenopus

<400> 21

Gly Ile Asp Leu Ser Gly Leu Thr Leu Gln

1 5 10
<210> 22

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NES de catenina pl20 humana (isoforma 3AB)

<400> 22
10
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Glu Ser Leu Glu Glu Glu Leu Asp Val Leu Val Leu Asp Asp Glu Gly

1 5 10 15
Gly

<210> 23

<211> 24

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NES de MAP gquinasa 2 murina

<400> 23
Asp Lys Glu Arg Trp Glu Asp Val Lys Glu Glu Met Thr Ser Ala Leu

1 5 10 15

Ala Thr Met Arg Val Asp Tyr Glu
20

<210> 24
<211> 19
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NES de pl50 murina

<400> 24

Glu Ala Ile Asn Lys Leu Glu Ser Asn Leu Arg Glu Leu Gln Ile Cys
1 5 10 15

Pro Ala Thr

<210> 25
<211> 13
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NES de ciclina Bl humana

<400> 25

Asp Leu Cys Gln Ala Phe Ser Asp Val Ile Leu Ala Val

1 5 10
<210> 26

<211> 12

<212> PRT

11
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<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NES de actina de Saccharomyces

<400> 26

Ser Leu Pro His Ala Ile Leu Arg Ile Asp Leu Ala

1 5 10
<210> 27

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Secuencia NES de la proteina Rev del virus HIV-1

<400> 27

Leu Pro Pro Leu Glu Arg Leu Thr Leu

1 5
<210> 28

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Secuencia NES de la proteina Rex del virus T-linfotrépico
<400> 28

Leu Ser Leu Asp Ser

1 5
<210> 29

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Secuencia NES de MAP guinasa quinasa especifica dual 1 de
Xenopus

<400> 29

Leu Gln Lys Lys Leu Glu Glu Leu Glu Leu Asp Glu Gln

1 5 10
<210> 30

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

12

tipo



<223>

factor

<400>

ES 2 549 488 Bl

Secuencia NES de la proteina sustrato 15 del receptor del
de crecimiento epidérmico humano

30

Leu Glu Leu Ala Ile Ala Leu Ser Lys Ser Glu Ile

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

31

9

PRT

Artificial Sequence

Secuencia NES de BRCAl humana

31

Leu Glu Cys Pro Ile Cys Leu Glu Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

5

32

10

PRT

Artificial Sequence

Secuencia NES de p65 humana

32

Leu Ser Glu Ala Leu Leu Gln Leu Gln Phe

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

33
19
PRT
Artificial Sequence

Secuencia NES del factor de crecimiento similar a AP-1 de
Schizosaccharomyces

33

Glu Ser Phe Asp Ile Asp Asp Leu Cys Ser Lys Leu Lys Asn Lys Ala

1

5 10 15

Lys Cys Ser

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

34

9

PRT

Artificial Sequence

13
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<220>
<223> Secuencia secuencia NES del factor de transcripcién STAT-1
humano

<400> 34

Leu Leu Leu Lys Lys Met Tyr Leu Met

1 5
<210> 35

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 35

Gly Gly Ser Ser Arg Ser Ser Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly

1 5 10 15
Gly Gly

<210> 36

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 36

Gly Ser Gly Arg Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10 15
<210> 37

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 37

Glu Gly Ser Ser Gly Ser Gly Ser Glu Ser Lys Ser Thr

1 5 10
<210> 38

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
14
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<223> Péptido enlazador
<400> 38

Glu Gly Lys Ser Ser Gly Ser Gly Ser Glu Ser Lys Ser Thr Gln

1 5 10 15
<210> 39

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 39

Glu Gly Lys Ser Ser Gly Ser Gly Ser Glu Ser Lys Val Asp

1 5 10
<210> 40

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 40

Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Ser Ser Glu Gly Lys Gly

1 5 10
<210> 41

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 41

Lys Glu Ser Gly Ser Val Ser Ser Glu Gln Leu Ala Gln Phe Arg Ser

1 5 10 15
Leu Asp

<210> 42

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

15
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<400> 42

Glu Ser Gly Ser Val Ser Ser Glu Glu Leu Ala Phe Arg Ser Leu Asp

1 5 10 15
<210> 43

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 43

Thr Ala Thr Pro Ala Thr Thr Pro Thr Thr Ala Pro Thr Ala Gly Thr

1 5 10 15
<210> 44

<211> 32

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 44
Thr Ala Thr Pro Ala Thr Thr Pro Thr Thr Ala Pro Thr Ala Gly Thr

1 5 10 15

Thr Ala Thr Pro Ala Thr Thr Pro Thr Thr Ala Pro Thr Ala Gly Thr
20 25 30

<210> 45
<211> 7
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 45

Gly Thr Lys Val His Met Lys

1 5
<210> 46

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 46

16
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Pro Gly Thr Ser Gly Gln Gln Pro Ser Val Gly Gln Gln

1 5 10
<210> 47

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 47

Gly Thr Ser Gly Gln

1 5
<210> 48
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 48

Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser

1 5 10
<210> 49

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 49

Ala Pro Ala Glu Thr Lys Ala Glu Pro Met Thr

1 5 10
<210> 50

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 50

Ser Gly Gly Ser Gly Ser Gly Gly Gln

1 5
<210> 51
<211> 8

17
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<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Péptido enlazador

<400> 51

Gly Gly Ser Ser Arg Ser Ser Ser

1 5
<210> 52

<211> 150

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Proteina de fusién

<400> 52
Met Gly Ala Pro Thr Leu Pro Pro Ala Trp Gln Pro Phe Leu Lys Asp

1 5 10 15

His Arg Ile Ser Thr Phe Lys Asn Trp Pro Phe Leu Glu Gly Cys Ala
20 25 30

Cys Thr Pro Glu Arg Met Ala Glu Ala Gly Phe Ile His Cys Pro Thr
35 40 45

Glu Asn Glu Pro Asp Leu Ala Gln Cys Phe Phe Cys Phe Lys Glu Leu
50 55 60

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

Ser Ser Gly Cys Ala Phe Leu Ser Val Lys Lys Gln Phe Glu Glu Leu
85 90 95

Thr Leu Gly Glu Lys Leu Ala Thr Met Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val
100 105 110

Glu Asp Pro Pro Val Asp Tyr Lys Asp His Asp Gly Asp Tyr Lys Asp
115 120 125

His Asp Ile Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Tyr Arg Pro Met Pro
130 135 140

Lys Lys Lys Arg Lys Val
145 150

18
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<210> 53
<211> 8
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Dominio de transducidén de proteina

<400> 53

Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg

1 5
<210> 54

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Dominio de transducidén de proteina

<400> 54

Tyr Ala Arg Lys Ala Arg Arg Gln Ala Arg Arg

1 5 10
<210> 55

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Dominio de transducidén de proteina

<400> 55

Tyr Ala Arg Ala Ala Arg Arg Ala Ala Arg Arg

1 5 10
<210> 56

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Dominio de transducidén de proteina

<400> 56

Tyr Ala Arg Ala Ala Arg Arg Ala Ala Arg Ala

1 5 10
<210> 57

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
19
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<223> Dominio de transducidén de proteina
<400> 57

Tyr Ala Arg Ala Ala Ala Arg Gln Ala Arg Ala

1 5 10
<210> 58
<211> 16
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Dominio de transducidén de proteina

<400> 58

Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys

1 5 10 15
<210> 59

<211> 1322

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Proteina de fusién

<400> 59
Met Val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Leu

1 5 10 15

Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly
20 25 30

Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe Ile
35 40 45

Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu Val Thr Thr
50 55 60

Phe Gly Tyr Gly Leu Gln Cys Phe Ala Arg Tyr Pro Asp His Met Lys
65 70 75 80

Gln His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gln Glu
85 90 95

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

Val Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg Ile Glu Leu Lys Gly
115 120 125

20



Ile

Asn

145

Gly

Val

Pro

Ser

Val

225

Gly

Thr

Lys

Gly

Lys

305

Ser

Val

Ile

Asp

130

Tyr

Ile

Gln

Val

Lys

210

Thr

Leu

Met

Leu

Glu

290

Glu

Gln

Ile

Lys

Phe

Asn

Lys

Leu

Leu

195

Asp

Ala

Arg

Leu

Asp

275

Gly

His

Asn

Lys

Lys
355

Lys

Ser

Val

Ala

180

Leu

Pro

Ala

Ser

Ala

260

Ile

Ala

Pro

Met

Thr

340

Tyr

Glu

His

Asn

165

Asp

Pro

Asn

Gly

Arg

245

Asp

Asn

Gln

Asp

Asn

325

Arg

Val

Asp

Asn

150

Phe

His

Asp

Glu

Ile

230

Glu

His

Leu

Gln

Ala

310

Thr

Trp

Val

Gly

135

Val

Lys

Tyr

Asn

Lys

215

Thr

Leu

Ala

Leu

Arg

295

Trp

Lys

Lys

Gly
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Asn

Tyr

Ile

Gln

His

200

Arg

Leu

Val

Ala

Asp

280

Met

Thr

Tyr

Ile

Leu
360

Ile

Ile

Arg

Gln

185

Tyr

Asp

Gly

Pro

Arg

265

Asn

Ala

Arg

Tyr

Leu

345

Ile

Leu

Met

His

170

Asn

Leu

His

Met

Gln

250

Gln

Val

Gln

Val

Gly

330

Pro

Ile

21

Gly

Ala

155

Asn

Thr

Ser

Met

Asp

235

His

Leu

Val

Glu

Asp

315

Leu

Arg

Lys

His

140

Asp

Ile

Pro

Tyr

Val

220

Glu

Met

Leu

Asn

Val

300

Thr

Gln

Asn

Thr

Lys

Lys

Glu

Ile

Gln

205

Leu

Leu

Pro

Asp

Cys

285

Leu

Ile

Ile

Gln

Ser
365

Leu

Gln

Asp

Gly

190

Ser

Leu

Tyr

Ala

Phe

270

Leu

Thr

Leu

Leu

Cys

350

Ser

Glu

Lys

Gly

175

Asp

Ala

Glu

Lys

Ile

255

Ser

Tyr

His

Glu

Glu

335

Glu

Asp

Tyr

Asn

160

Ser

Gly

Leu

Phe

Ser

240

Met

Gln

His

Leu

Phe

320

Asn

Gly

Pro
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Thr Cys Val Glu Lys Glu Lys Val Tyr Ile Gly Lys Leu Asn Met Ile
370 375 380

Leu Val Gln Ile Leu Lys Gln Glu Trp Pro Lys His Trp Pro Thr Phe
385 390 395 400

Ile Ser Asp Ile Val Gly Ala Ser Arg Thr Ser Glu Ser Leu Cys Gln
405 410 415

Asn Asn Met Val Ile Leu Lys Leu Leu Ser Glu Glu Val Phe Asp Phe
420 425 430

Ser Ser Gly Gln Ile Thr Gln Val Lys Ser Lys His Leu Lys Asp Ser
435 440 445

Met Cys Asn Glu Phe Ser Gln Ile Phe Gln Leu Cys Gln Phe Val Met
450 455 460

Glu Asn Ser Gln Asn Ala Pro Leu Val His Ala Thr Leu Glu Thr Leu
465 470 475 480

Leu Arg Phe Leu Asn Trp Ile Pro Leu Gly Tyr Ile Phe Glu Thr Lys
485 490 495

Leu Ile Ser Thr Leu Ile Tyr Lys Phe Leu Asn Val Pro Met Phe Arg
500 505 510

Asn Val Ser Leu Lys Cys Leu Thr Glu Ile Ala Gly Val Ser Val Ser
515 520 525

Gln Tyr Glu Glu Gln Phe Val Thr Leu Phe Thr Leu Thr Met Met Gln
530 535 540

Leu Lys Gln Met Leu Pro Leu Asn Thr Asn Ile Arg Leu Ala Tyr Ser
545 550 555 560

Asn Gly Lys Asp Asp Glu Gln Asn Phe Ile Gln Asn Leu Ser Leu Phe
565 570 575

Leu Cys Thr Phe Leu Lys Glu His Asp Gln Leu Ile Glu Lys Arg Leu
580 585 590

Asn Leu Arg Glu Thr Leu Met Glu Ala Leu His Tyr Met Leu Leu Val
595 600 605

Ser Glu Val Glu Glu Thr Glu Ile Phe Lys Ile Cys Leu Glu Tyr Trp
610 615 620
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Asn

625

Ala

Arg

Ser

Gly

Tyr

705

Val

Gly

Gly

Val

Lys

785

Gln

Val

Asp

His

His

Ser

Gln

Arg

Glu

690

Lys

Asp

Thr

Ser

Thr

770

Asp

Tyr

Asn

Met

Phe
850

Leu

Pro

Leu

Met

675

Val

Asn

Thr

Glu

Ile

755

Val

Asn

Pro

Lys

Ala

835

Val

Ala

Leu

Tyr

660

Ala

Val

Met

Glu

Trp

740

Ser

Ile

Lys

Arg

Leu

820

Cys

Gln

Ala

Leu

645

Leu

Lys

Arg

Arg

Arg

725

Ser

Gly

Lys

Ala

Phe

805

Phe

Asp

Val

Glu

630

Ser

Pro

Pro

Glu

Glu

710

Ile

Trp

Ala

Asp

Ile

790

Leu

Glu

Thr

Gln

Leu

Gly

Met

Glu

Phe

695

Thr

Met

Lys

Met

Leu

775

Ile

Arg

Phe

Phe

Val
855
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Tyr

Ser

Leu

Glu

680

Met

Leu

Thr

Asn

His

760

Leu

Lys

Ala

Met

Ile

840

Gly

Arg

Gln

Phe

665

Val

Lys

Val

Glu

Leu

745

Glu

Gly

Ser

His

His

825

Lys

Glu

Glu

His

650

Lys

Leu

Asp

Tyr

Lys

730

Asn

Glu

Leu

Asn

Trp

810

Glu

Ile

Val

23

Ser

635

Phe

Val

Val

Thr

Leu

715

Leu

Thr

Asp

Cys

Ile

795

Lys

Thr

Ala

Met

Pro

Asp

Arg

Val

Asp

700

Thr

His

Leu

Glu

Glu

780

Met

Phe

His

Gln

Pro
860

Phe

Val

Leu

Glu

685

Ser

His

Asn

Cys

Lys

765

Gln

Tyr

Leu

Asp

Lys

845

Phe

Ser

Pro

Leu

670

Asn

Ile

Leu

Gln

Trp

750

Arg

Lys

Ile

Lys

Gly

830

Cys

Ile

Thr

Pro

655

Met

Asp

Asn

Asp

Val

735

Ala

Phe

Arg

Val

Thr

815

Val

Arg

Asp

Ser

640

Arg

Val

Gln

Leu

Tyr

720

Asn

Ile

Leu

Gly

Gly

800

Val

Gln

Arg

Glu
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Ile Leu Asn Asn Ile Asn Thr Ile Ile Cys Asp Leu Gln Pro Gln Gln
865 870 875 880

Val His Thr Phe Tyr Glu Ala Val Gly Tyr Met Ile Gly Ala Gln Thr
885 890 895

Asp Gln Thr Val Gln Glu His Leu Ile Glu Lys Tyr Met Leu Leu Pro
900 905 910

Asn Gln Val Trp Asp Ser Ile Ile Gln Gln Ala Thr Lys Asn Val Asp
915 920 925

Ile Leu Lys Asp Pro Glu Thr Val Lys Gln Leu Gly Ser Ile Leu Lys
930 935 940

Thr Asn Val Arg Ala Cys Lys Ala Val Gly His Pro Phe Val Ile Gln
945 950 955 960

Leu Gly Arg Ile Tyr Leu Asp Met Leu Asn Val Tyr Lys Cys Leu Ser
965 970 975

Glu Asn Ile Ser Ala Ala Ile Gln Ala Asn Gly Glu Met Val Thr Lys
980 985 990

Gln Pro Leu Ile Arg Ser Met Arg Thr Val Lys Arg Glu Thr Leu Lys
995 1000 1005

Leu Ile Ser Gly Trp Val Ser Arg Ser Asn Asp Pro Gln Met Val
1010 1015 1020

Ala Glu Asn Phe VvVal Pro Pro Leu Leu Asp Ala Val Leu Ile Asp
1025 1030 1035

Tyr Gln Arg Asn Val Pro Ala Ala Arg Glu Pro Glu Val Leu Ser
1040 1045 1050

Thr Met Ala Ile Ile Val Asn Lys Leu Gly Gly His 1Ile Thr Ala
1055 1060 1065

Glu Ile Pro Gln Ile Phe Asp Ala Val Phe Glu Cys Thr Leu Asn
1070 1075 1080

Met Ile Asn Lys Asp Phe Glu Glu Tyr Pro Glu His Arg Thr Asn
1085 1090 1095

Phe Phe Leu Leu Leu Gln Ala Val Asn Ser His Cys Phe Pro Ala
1100 1105 1110
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Phe

Ile

Gly

Glu

Leu

Gly

Val

Val

Lys

Val

Glu

Glu

Arg

Gly

Leu
1115

Ile
1130

Leu
1145

Ala
1160

Gln
1175

Leu
1190

Glu
1205

Asn
1220

Ser
1235

Thr
1250

His
1265

Asp
1280

Gln
1295

Ile
1310

<210> 60
<211> 13

<212>
<213>

Ala

Trp

Gln

Ala

His

Thr

Glu

Asn

Ala

Gly

Leu

Thr

Ala

Phe

22

PRT
Artificial Sequence

Ile

Ala

Ile

Ala

Ile

Met

Gly

Gln

Phe

Leu

Arg

Ser

Asp

Asn

Pro

Phe

Leu

Gln

Phe

His

Lys

Ile

Pro

Phe

Asp

Asp

Glu

Pro

Pro

Lys

Phe

Ser

Ser

Ala

Ile

Phe

His

Ser

Phe

Leu

Glu

His
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Thr
1120

His
1135

Thr
1150

Phe
1165

Val
1180

Ser
1195

Ser
1210

Leu
1225

Leu
1240

Leu
1255

Leu
1270

Phe
1285

Lys
1300

Glu
1315

Gln

Thr

Leu

Tyr

Val

Ile

Thr

Gln

Gln

Asn

Val

Leu

His

Ile

Phe

Met

Leu

Gln

Thr

Leu

Ser

Glu

Asp

Gln

Gln

Glu

Lys

Pro

25

Lys

Arg

Gln

Thr

Asp

Ala

Leu

Tyr

Ala

Asp

Ile

Glu

Arg

Glu

Leu

Asn

Asn

Tyr

Thr

Tyr

Asn

Val

Gln

Ile

Lys

Arg

Gln

Glu

Val
1125

Val
1140

Val
1155

Phe
1170

Ser
1185

Met
1200

Pro
1215

Ala
1230

Val
1245

Pro
1260

Glu
1275

Glu
1290

Met
1305

Met
1320

Leu

Ala

Ala

Cys

His

Phe

Gly

Asn

Lys

Ala

Phe

Ile

Ser

Cys

Asp

Asp

Gln

Asp

Thr

Asn

Asn

Leu

Leu

Phe

Ala

Ala

Val

Asp

Ser

Thr

Glu

Ile

Ala

Leu

Pro

Leu

Phe

Lys

Gly

Leu

Pro
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<220>
<223> Proteina de fusién

<400> 60
Met Val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly
1 5 10

Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys
20 25

Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu
35 40

Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro
50 55

Phe Gly Tyr Gly Leu Gln Cys Phe Ala Arg Tyr
65 70 75

Gln His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu
85 90

Arg Thr Ile Phe Phe Lys Asp Asp Gly Asn Tyr
100 105

Val Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg
115 120

Ile Asp Phe Lys Glu Asp Gly Asn Ile Leu Gly
130 135

Asn Tyr Asn Ser His Asn Val Tyr Ile Met Ala
145 150 155

Gly Ile Lys Val Asn Phe Lys Ile Arg His Asn
165 170

Val Gln Leu Ala Asp His Tyr Gln Gln Asn Thr
180 185

Pro Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser
195 200

Ser Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met
210 215

26

Val

Phe

Thr

Thr

60

Pro

Gly

Lys

Ile

His

140

Asp

Ile

Pro

Tyr

Val
220

Val

Ser

Leu

45

Leu

Asp

Tyr

Thr

Glu

125

Lys

Lys

Glu

Ile

Gln

205

Leu

Pro

Val

30

Lys

Val

His

Val

Arg

110

Leu

Leu

Gln

Asp

Gly

190

Ser

Leu

Ile

15

Ser

Phe

Thr

Met

Gln

95

Ala

Lys

Glu

Lys

Gly

175

Asp

Ala

Glu

Leu

Gly

Ile

Thr

Lys

80

Glu

Glu

Gly

Tyr

Asn

160

Ser

Gly

Leu

Phe
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Val Thr Ala Ala Gly Ile Thr Leu Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys Ser
225 230 235 240

Gly Leu Arg Ser Arg Glu Leu Val Pro Gln His Met Pro Ala Ile Met
245 250 255

Thr Met Leu Ala Asp His Ala Ala Arg Gln Leu Leu Asp Phe Ser Gln
260 265 270

Lys Leu Asp Ile Asn Leu Leu Asp Asn Val Val Asn Cys Leu Tyr His
275 280 285

Gly Glu Gly Ala Gln Gln Arg Met Ala Gln Glu Val Leu Thr His Leu
290 295 300

Lys Glu His Pro Asp Ala Trp Thr Arg Val Asp Thr Ile Leu Glu Phe
305 310 315 320

Ser Gln Asn Met Asn Thr Lys Tyr Tyr Gly Leu Gln Ile Leu Glu Asn
325 330 335

Val Ile Lys Thr Arg Trp Lys Ile Leu Pro Arg Asn Gln Cys Glu Gly
340 345 350

Ile Lys Lys Tyr Val Val Gly Leu Ile Ile Lys Thr Ser Ser Asp Pro
355 360 365

Thr Cys Val Glu Lys Glu Lys Val Tyr Ile Gly Lys Leu Asn Met Ile
370 375 380

Leu Val Gln Ile Leu Lys Gln Glu Trp Pro Lys His Trp Pro Thr Phe
385 390 395 400

Ile Ser Asp Ile Val Gly Ala Ser Arg Thr Ser Glu Ser Leu Cys Gln
405 410 415

Asn Asn Met Val Ile Leu Lys Leu Leu Ser Glu Glu Val Phe Asp Phe
420 425 430

Ser Ser Gly Gln Ile Thr Gln Val Lys Ser Lys His Leu Lys Asp Ser
435 440 445

Met Cys Asn Glu Phe Ser Gln Ile Phe Gln Leu Cys Gln Phe Val Met
450 455 460

Glu Asn Ser Gln Asn Ala Pro Leu Val His Ala Thr Leu Glu Thr Leu
465 470 475 480
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Leu

Leu

Asn

Gln

Leu

545

Asn

Leu

Asn

Ser

Asn

625

Ala

Arg

Ser

Gly

Tyr
705

Arg

Ile

Val

Tyr

530

Lys

Gly

Cys

Leu

Glu

610

His

Ser

Gln

Arg

Glu

690

Lys

Phe

Ser

Ser

515

Glu

Gln

Lys

Thr

Arg

595

Val

Leu

Pro

Leu

Met

675

Val

Asn

Leu

Thr

500

Leu

Glu

Met

Asp

Phe

580

Glu

Glu

Ala

Leu

Tyr

660

Ala

Val

Met

Asn

485

Leu

Lys

Gln

Leu

Asp

565

Leu

Thr

Glu

Ala

Leu

645

Leu

Lys

Arg

Arg

Trp

Ile

Cys

Phe

Pro

550

Glu

Lys

Leu

Thr

Glu

630

Ser

Pro

Pro

Glu

Glu
710

Ile

Tyr

Leu

Val

535

Leu

Gln

Glu

Met

Glu

615

Leu

Gly

Met

Glu

Phe

695

Thr
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Pro

Lys

Thr

520

Thr

Asn

Asn

His

Glu

600

Ile

Tyr

Ser

Leu

Glu

680

Met

Leu

Leu

Phe

505

Glu

Leu

Thr

Phe

Asp

585

Ala

Phe

Arg

Gln

Phe

665

Val

Lys

Val

Gly

490

Leu

Ile

Phe

Asn

Ile

570

Gln

Leu

Lys

Glu

His

650

Lys

Leu

Asp

Tyr

28

Tyr

Asn

Ala

Thr

Ile

555

Gln

Leu

His

Ile

Ser

635

Phe

Val

Val

Thr

Leu
715

Ile

Val

Gly

Leu

540

Arg

Asn

Ile

Tyr

Cys

620

Pro

Asp

Arg

Val

Asp

700

Thr

Phe

Pro

Val

525

Thr

Leu

Leu

Glu

Met

605

Leu

Phe

Val

Leu

Glu

685

Ser

His

Glu

Met

510

Ser

Met

Ala

Ser

Lys

590

Leu

Glu

Ser

Pro

Leu

670

Asn

Ile

Leu

Thr

495

Phe

Val

Met

Tyr

Leu

575

Arg

Leu

Tyr

Thr

Pro

655

Met

Asp

Asn

Asp

Lys

Arg

Ser

Gln

Ser

560

Phe

Leu

Val

Trp

Ser

640

Arg

Val

Gln

Leu

Tyr
720
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Val Asp Thr Glu Arg Ile Met Thr Glu Lys Leu His Asn Gln Val Asn
725 730 735

Gly Thr Glu Trp Ser Trp Lys Asn Leu Asn Thr Leu Cys Trp Ala Ile
740 745 750

Gly Ser Ile Ser Gly Ala Met His Glu Glu Asp Glu Lys Arg Phe Leu
755 760 765

Val Thr val Ile Lys Asp Leu Leu Gly Leu Cys Glu Gln Lys Arg Gly
770 775 780

Lys Asp Asn Lys Ala Ile Ile Ala Ser Asn Ile Met Tyr Ile Val Gly
785 790 795 800

Gln Tyr Pro Arg Phe Leu Arg Ala His Trp Lys Phe Leu Lys Thr Val
805 810 815

Val Asn Lys Leu Phe Glu Phe Met His Glu Thr His Asp Gly Val Gln
820 825 830

Asp Met Ala Cys Asp Thr Phe Ile Lys Ile Ala Gln Lys Cys Arg Arg
835 840 845

His Phe Val Gln Val Gln Val Gly Glu Val Met Pro Phe Ile Asp Glu
850 855 860

Ile Leu Asn Asn Ile Asn Thr Ile Ile Cys Asp Leu Gln Pro Gln Gln
865 870 875 880

Val His Thr Phe Tyr Glu Ala Val Gly Tyr Met Ile Gly Ala Gln Thr
885 890 895

Asp Gln Thr Val Gln Glu His Leu Ile Glu Lys Tyr Met Leu Leu Pro
900 905 910

Asn Gln Val Trp Asp Ser Ile Ile Gln Gln Ala Thr Lys Asn Val Asp
915 920 925

Ile Leu Lys Asp Pro Glu Thr Val Lys Gln Leu Gly Ser Ile Leu Lys
930 935 940

Thr Asn Val Arg Ala Cys Lys Ala Val Gly His Pro Phe Val Ile Gln
945 950 955 960

Leu Gly Arg Ile Tyr Leu Asp Met Leu Asn Val Tyr Lys Cys Leu Ser
965 970 975
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Glu Asn Ile Ser Ala Ala Ile Gln Ala Asn Gly Glu Met Val Thr Lys
980 985 990

Gln Pro Leu Ile Arg Ser Met Arg Thr Val Lys Arg Glu Thr Leu Lys
995 1000 1005

Leu Ile Ser Gly Trp Val Ser Arg Ser Asn Asp Pro Gln Met Val
1010 1015 1020

Ala Glu Asn Phe val Pro Pro Leu Leu Asp Ala Val Leu Ile Asp
1025 1030 1035

Tyr Gln Arg Asn Val Pro Ala Ala Arg Glu Pro Glu Val Leu Ser
1040 1045 1050

Thr Met Ala Ile Ile Val Asn Lys Leu Gly Gly His 1Ile Thr Ala
1055 1060 1065

Glu Ile Pro Gln Ile Phe Asp Ala Val Phe Glu Cys Thr Leu Asn
1070 1075 1080

Met Ile Asn Lys Asp Phe Glu Glu Tyr Pro Glu His Arg Thr Asn
1085 1090 1095

Phe Phe Leu Leu Leu Gln Ala Val Asn Ser His Cys Phe Pro Ala
1100 1105 1110

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

Ile Ile Trp Ala Phe Lys His Thr Met Arg Asn Val Ala Asp Thr
1130 1135 1140

Gly Leu GIln Ile Leu Phe Thr Leu Leu Gln Asn Val Ala Gln Glu
1145 1150 1155

Glu Ala Ala Ala Gln Ser Phe Tyr Gln Thr Tyr Phe Cys Asp Ile
1160 1165 1170

Leu Gln His Ile Phe Ser Val Val Thr Asp Thr Ser His Thr Ala
1175 1180 1185

Gly Leu Thr Met His Ala Ser Ile Leu Ala Tyr Met Phe Asn Leu
1190 1195 1200
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Val Glu Glu Gly Lys Ile Ser Thr Ser Leu Asn Pro Gly Asn Pro

1205 1210 1215
Val Asn Asn Gln Ile Phe Leu Gln Glu Tyr Val Ala Asn Leu Leu

1220 1225 1230
Lys Ser Ala Phe Pro His Leu Gln Asp Ala Gln Val Lys Leu Phe

1235 1240 1245
Val Thr Gly Leu Phe Ser Leu Asn Gln Asp Ile Pro Ala Phe Lys

1250 1255 1260
Glu His Leu Arg Asp Phe Leu Val Gln Ile Lys Glu Phe Ala Gly

1265 1270 1275
Glu Asp Thr Ser Asp Leu Phe Leu Glu Glu Arg Glu Ile Ala Leu

1280 1285 1290
Arg Gln Ala Asp Glu Glu Lys His Lys Arg Gln Met Ser Val Pro

1295 1300 1305
Gly Ile Phe Asn Pro His Glu 1Ile Pro Glu Glu Met Cys Asp

1310 1315 1320
<210> 61
<211> 483
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la proteina de fusidén con

SEQ ID NO: 52

<400> o6l
ttgcctcaag atcttgccac catgggtgcc ccgacgttgce cccctgectg gecageccttt 60
ctcaaggacc accgcatctc tacattcaag aactggccct tcttggaggg ctgcgcecctge 120
accccggagce ggatggccga ggctggcttc atccactgcc ccactgagaa cgagccagac 180
ttggcccagt gtttcttctg cttcaaggag ctggaaggct gggagccaga tgacgacccc 240
atagaggaac ataaaaagca ttcgtccggt tgcgctttcc tttctgtcaa gaagcagttt 300
gaagaattaa cccttggtga aaagcttgcc accatgccaa agaagaagag gaaggtggag 360
gatccaccgg tcgactacaa agaccatgac ggtgattata aagatcatga tatcgattac 420
aaggatgacg atgacaagta tcggccgatg ccaaagaaga agaggaaggt gtagcggccg 480
cga 483
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201431066

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Namero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion

D01 Rodriguez J. A. et al. Oncogene. Vol. 25, paginas 4867-4879 2006

D02 Rodriguez J. A. et al. Experimental Cell Research. Vol. 275, 2002
paginas 44-53

D03 Engelsma D. et al. Traffic. Vol. 8, paginas 1495-1502 2007

D04 Stauber R. H. et al. Traffic. Vol. 7, paginas 1461-1472 2006

D05 Rodriguez J. A. et al. Proceedings of the American Association 03.2002
for Cancer Research. Vol. 43, pagina 530

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente invencion tienen por objeto: una proteina de fusién (reivindicaciones 1 a 10), el acido nucleico que
la codifica (reivindicacion 11), el casete de expresion que comprende el &cido nucleico (reivindicacion 12), el
plasmido que comprende el &cido nucleico o el casete de expresion (reivindicacion 13), la célula hospedadora
gue comprende el acido nucleico, el casete de expresion o el plasmido (reivindicacion 14), el uso de la proteina
de fusién para determinar si la funcién de una variante de CRML1 esta alterada (reivindicaciéon 15), un método
para determinar si la funcion de una variante de CRM1 esta alterada (reivindicacién 16) y un método para
identificar un compuesto con capacidad de modular la funcién de CRM1 (reivindicacién 17).

D01 comprueba que survivina experimenta un transporte nucleocitoplasmatico mediado por CRM1 utilizando
polipéptidos reporteros.

D02 demuestra que survivina es una proteina cuya distribucion subcelular esta regulada por la importacion al
nucleo y por la exportacion mediada por CRM1 del nicleo al citoplasma.

D03 demuestra que survivina contiene dos elementos de localizacion citoplasmaticos dependientes de CRM1.
D04 caracteriza el transporte nucleocitoplasmatico de survivinayso y de sus variantes survivinas,; y survivinagg.

Demuestran que la localizacion intracelular de survivina,4 €s mediada por una secuencia NES dependiente de
CRML1, presente también en survivina;,; pero ausente en survivinayg. Las variantes de survivina se fusionan con
una proteina fluorescente por el extremo C-terminal, encontrdndose que survivinay,o—GFP y survivina,,—GFP
son predominantemente citoplasmaticas. Ademas, las variantes de survivina con el residuo NES mutado no son
exportadas por CRM1.

DO5 investiga qué mecanismo determina la localizacion nuclear o citoplasmatica de survivina, para lo cual se
transfectan células con plasmidos que codifican diferentes versiones de la survivina humana. Encontraron que
Flag-survivina y YFP-survivina se localizaban en el citoplasma, mientras que la proteina se re-localizaba en el
nacleo cuando las células eran tratadas con leptomicina B, antifingico que bloquea la exportaciéon nuclear
mediada por CRM1. Es decir, la localizacién nuclear o citoplasmatica de survivina se debe a la actividad de
CRM1, siendo necesaria la presencia de la regién carboxi-terminal de survivina, comprendida entre los
aminoacidos 89 y 142, para su transporte.

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA

D01 comprueba que survivina experimenta un transporte nucleocitoplasmatico mediado por CRM1 utilizando
polipéptidos reporteros. Como control positivo utilizan Flag-survivina + NLS del antigeno T grande del virus
SV40, asi como YFP-survivina + NLS. Ademas, en el estudio se emplean los mutantes YFP-survivina(1-74) y
YFP-survivina(74-142).
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D02 demuestra que survivina es una proteina cuya distribuciéon subcelular esta regulada por la importacién al
nucleo y por la exportacién mediada por CRM1 del nicleo al citoplasma. Utiliza variantes de survivina humana,
gue incluyen las secuencias codificantes de los epitopos Flag o c-Myc y la proteina fluorescente YFP. Entre las
variantes ensayadas se encuentran: survivina(1-88), survivina(89-142), survivina(89-136) y survivina(119-142).
También las isoformas survivina-2B y survivina-AEx3, asi como los mutantes (A81-83), (A89-91) y (A81-83/89—
91).

D03 demuestra que survivina contiene dos elementos de localizacién citoplasmaticos dependientes de CRM1,
uno de los cuales es enmascarado en los dimeros de survivina ya que el dominio NES central de survivina sélo
es activo en los mondmeros. Se generan mutantes de survivina humana que contienen las secuencias NES pero
sin el extremo C-terminal (1-109) o que contienen sélo dicho extremo (119-142), asi como otros con mutaciones
en la secuencia NES, observandose su localizacion nuclear o citoplasmatica. Entre los mutantes generados:
YFP—survivina(1-109), YFP-survivina(89-109), YFP-survivina (84-109), YFP—survivina(1-109)"*", YFP-
survivina(89-109)-***, YFP—survivina (1-109)™ #1924 y YFP_survivina(84—109) 0*AH102A,

Por tanto, DO1 afecta a la novedad de las reivindicaciones 1, 4, 5, 7, 8 y 11-17 y a la actividad inventiva de las
reivindicaciones 2, 3, 6, 9y 10.

Respecto a D02 y D03, afectan a la novedad de las reivindicaciones 1, 4, 7, 8 y 11-17 y a la actividad inventiva
de las reivindicaciones 2, 3, 5, 6, 9y 10.
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