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DESCRIPCION
Formulaciones de acido nucleico para su liberacion génica
Introduccidn

Esta invencion se refiere a nuevas composiciones para la introducciéon de una molécula de acido nucleico
en una ceélula, incluyendo por medio de un método de liberacién por voltaje de pulsos, para la expresién de una
proteina, un péptido, un ARN antisentido, una ribozima, o un polipéptido.

Antecedentes de la Invencién
La siguiente informacion se presenta para ayudar a la comprension del lector.

La terapia génica es un area principal de la investigacion en el desarrollo de farmacos. La terapia génica ha
sido considerada un mecanismo deseable para corregir las enfermedades determinadas genéticamente resultantes
del fracaso en la produccién de ciertas proteinas y las enfermedades adquiridas tales como las autoinmunitarias y el
cancer. Un ejemplo de una clase de enfermedades determinadas genéticamente que son consideradas susceptibles
de terapia génica es la hemofilia. La hemofilia B, por ejemplo, es un trastorno hemorragico que resulta de la
ausencia de factor de coagulacion sanguineo IX funcional ("F. IX"). La dolencia se clasifica como grave, moderada o
leve, dependiendo del nivel de F. IX funcional (Lusher, J. M. (1999) Thromb Haemost 82: 572-5751).
Aproximadamente 5.200 varones resultan afectados por esta enfermedad en los Estados Unidos siendo
aproximadamente el 45% de estos casos de tipo grave. En los casos graves de hemofilia B (<1% de los niveles de
F. IX normal) se producen frecuentes eventos de hemorragia que pueden poner en peligro la vida y producen a
menudo una destruccién debilitante de las articulaciones del paciente. La terapia actual para la hemofilia B es la
administracion de la proteina F. IX solamente en respuesta a los eventos hemorragicos. El uso de cualquier derivado
de la sangre o de F. IX recombinante ha demostrado que se pueden lograr beneficios clinicos y de calidad de vida
tremendos convirtiendo los casos de hemofilia B mas graves en moderados o leves. En algunos paises se
administra la proteina F. IX profilacticamente en los casos mas graves, a pesar del hecho de que estos tratamientos
son extremadamente costosos (Ljung, R. C. (1999) Thromb Haemost 82 525 - 530). El uso profilactico de F. IX no
es frecuente en los Estados Unidos.

La terapia génica podria proporcionar un nuevo enfoque profilactico para el tratamiento de enfermedades
tales como la hemofilia B. Un obstaculo tecnoldgico para la comercializacion de la terapia génica, no obstante, es la
necesidad de métodos de liberacidén génica practicos, eficaces y seguros. En modelos animales de hemofilia, se han
utilizado con éxito vectores basados en virus para administrar el gen del F. IX humano en el higado o el musculo.
(Kay, M. A, et al. (1993) Science 262: 117-119; Herzog, R. W., et al. (1999) Nat Med: 56-63; Snyder, R. O., et al.
(1999) Nat Med 5: 64-70; Chao, H., et al. (1999) Gene Ther 6: 1695-1704; Lozier, J. N., et al. (1999) Blood 94: 39681
3975; Kaufman, R. J. (1999) Hum Gene Ther 10: 2091 - 2107). En algunos casos, estos enfoques han conducido a
la expresion a largo plazo (> 2 afios) de niveles terapéuticos de F. IX en un modelo canino de hemofilia B (Herzog,
R. W., et al. (1999) Nat Med 5: 56-63). No obstante, se ha informado extensamente sobre las limitaciones de los
enfoques basados en virus. Por ejemplo, no es posible la re-administracidn con estos vectores debido a la respuesta
inmunitaria humoral generada contra las proteinas virales. Ademas de los retos de la fabricacién para obtener un
suministro de vectores reproducibles adecuados, también existen asuntos de seguridad significativos asociados con
los vectores virales, concretamente para aquellos que se dirigen al higado para la expresion del gen. A pesar de los
problemas asociados con la terapia génica viral, muchos han considerado que los virus son mas eficaces que los
vehiculos de liberacién no virales.

Un problema de la terapia génica no viral es conseguir la liberacion y expresion de suficiente acido nucleico
para producir una expresion fisiologicamente relevante, tangible. Aunque hace varios afios se demostré que los
plasmidos con ADN en solucion salina isotdnica (también denominados ADN "desnudo") transfectaban una variedad
de células in vivo, la carencia de estabilidad de tales plasmidos no protegidos a la degradacién enzimatica esta
asociada con la irreproducibilidad de la absorcion que conduce a una expresién altamente variable y a respuestas
bioldgicas en modelos animales. La biodisponibilidad muy baja del plasmido "desnudo" en la mayoria de los tejidos
también requiere la administracion de dosis elevadas de plasmidos para generar una respuesta farmacolégica.

Por lo tanto el campo de la liberacidon génica no viral se ha dirigido a sistemas de liberacién sintéticos mas
eficaces capaces de aumentar la eficacia de liberacion del plasmido, conferir una expresion prolongada y
proporcionar formulaciones estables en el almacenamiento como se espera de otras formulaciones farmacéuticas.

Para superar el problema de la degradaciéon de los acidos nucleicos, por lo general el ADN plasmidico
("ADNp"), e intensificar la eficacia de la transfeccion de genes, se han desarrollado agentes condensantes catidnicos
(tales como polibreno, dendrimeros, quitosana, lipidos y péptidos) para proteger el ADNp condensandolo por medio
de la interaccion electrostastica. (A. P. Rolland, From genes to gene medicines: recent advances in nonviral gene
delivery, revisado en Therapeutic drug carrier systems, 15 (2): 143-198 (1998).) Sin embargo, el uso de particulas
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plasmidicas condensadas para la transfeccion de un gran numero de células musculares in vivo no ha resultado
satisfactorio comparado directamente con el ADN "desnudo". Wolff, J. A,, et al., J. Cell Sci., 103, 1249, 1992. En
particular, debido a la fisiologia del musculo, el uso de particulas condensadas rigidas que contienen un plasmido
para la transfeccion eficaz de un gran numero de células musculares no ha resultado satisfactorio hasta la fecha
porque los lipidos catiénicos y los complejos de plasmidos con polilisina no cruzan la lamina externa para conseguir
el acceso a las caveolas y los tubulos T. Id.

Otras estrategias que incluyen la modulaciéon de la carga superficial y el caracter hidréfobo del plasmido
mediante la interaccion con sistemas no condensantes interactivos, protectores (p. ejemplo, polimeros PINC® han
mostrado ventajas sobre el uso del ADN "desnudo” para la administracion directa a tejidos sélidos. [Documento WO
9621470, Patente de los Estados Unidos Num. 6.040.295].

También se han utilizado microesferas biodegradables en la liberaciéon génica que encapsulan el acido
nucleico. Por ejemplo, en el documento WO 0078357, Chen, W. et al, describieron matrices, peliculas, geles e
hidrogeles que incluyen acido hialurénico (AH) derivatizado con una hidrazida y entrecruzado con un acido nucleico
que forman microesferas de liberacion lenta. En el documento WO 9524929, Boekelheide, K. et al., describieron la
encapsulacion de genes en una matriz preferiblemente en forma de una microparticula tal como una microesfera,
una microcapsula, una pelicula, un implante, o un revestimiento sobre un dispositivo tal como un stent. En el
documento US 6048551, Beer, S. et al. describieron un sistema de reparto de genes de liberacidon controlada
utilizando poli(lactida-co-glicélido) (PLGA), ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, ftalatoacetato de celulosa, y las
series R, L y E de Ludragit de microesferas de polimeros y copolimeros para encapsular el vector del gen. Luo D et
al. Pharm Res 1999 Agosto; 16 (8): 1300-8, informaron sobre la caracterizacién de sistemas para la liberacion
controlada de ADN procedente de matrices poliméricas implantables (EVAc: poli(etileno-co-acetato de vinilo)) y
microesferas inyectables (PLGA y PLA: copolimero de poli(D,L-lactida-co-glicolido) y poli(L-lactida),
respectivamente). A pesar de su promesa, las microesferas pueden plantear dificultades de fabricaciéon y pueden
restringir adversamente la liberacion de ADN in vivo, concretamente en tejido muscular.

Otra técnica anterior incluye Blood, 96, 803a, Nov. 2000, que describe una polivinilpirrolidona combinada
con acido nucleico, y un poliglutamato combinado con acido nucleico, y donde junto con la electroporacién, se logra
una liberacion de genes satisfactoria, y Pharmaceutical Development Technology, 5, 2000, 115-22, que describe la
hibridacion de acidos nucleicos, y la capacidad de los carbohidratos para proteger los acidos nucleicos de la
degradacion en tales condiciones.

A pesar de los avances recientes, sigue existiendo la necesidad de composiciones de acidos nucleicos
formuladas adicionales y mejoradas para la liberacién de genes.

Compendio de la Invencién

La invencion proporciona una formulacién para la liberacién de una molécula de acido nucleico en una
célula como se expone en las reivindicaciones 1, 2 y 3. Las formulaciones preferidas se exponen en las
reivindicaciones 4 a 23.

Otras realizaciones de la invencion se exponen en las reivindicaciones 24 — 58.

En una realizacion de la invencién, el poliaminoacido es poli(acido glutdmico) y una de sus sales. Se ha
demostrado en la presente invencién que la formulacion de poli(acido glutamico) es particularmente dutil al
incrementar la transfeccion in vivo asistida por electroporacion.

Las composiciones de la presente invencién que se utilizan para la administracion de acido nucleico,
preferiblemente mediante liberacién por voltaje de pulsos, permiten el tratamiento de enfermedades, la vacunacion, y
el tratamiento de trastornos musculares y deficiencias de proteinas en suero.

Otra enfermedad tratable se caracteriza por niveles insuficientes de Factor IX activo. La liberacién de un
acido nucleico que codifica el Factor IX formulado en poli-glutamato y liberado junto con la electroporacion de
acuerdo con la presente invencién es capaz de proporcionar niveles de nanogramos de Factor IX en la sangre
periférica de animales grandes.

La enfermedad que se va a tratar puede estar caracterizada por niveles insuficientes de glébulos rojos que
producen anemia. La liberacion de un acido nucleico que codifica eritropoyetina ("EPO") formulado en poli-L
glutamato y liberado junto con electroporacién de acuerdo con la presente invencion es capaz de proporcionar
suficientes niveles de EPO como para dar como resultado un nivel de hematocrito maximo.

Otra enfermedad puede estar caracterizada por una desregulacién del sistema inmunitario. La liberaciéon de
un acido nucleico que codifica una citoquina, tal como en un ejemplo, el interferén alfa 2b humano ("hINFa"),
formulado en poli-L-glutamina y liberado junto con electroporacion de acuerdo con la presente invencion es capaz de
proporcionar niveles de nanogramos de hINFa en la circulacion periférica.
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En un método de liberacion de una molécula de &cido nucleico de acuerdo con la invenciéon en un
mamifero, mas preferiblemente un ser humano, se proporciona una formulacién de poliaminoacido aniénico no
condensante como se ha definido en la presente memoria a las células del organismo por medio del uso de un
dispositivo configurado y dispuesto para ocasionar la liberacién de la formulacion mediante voltaje de pulsos.

En realizaciones preferidas el dispositivo para la liberacién es un dispositivo de electroporacién que libera la
composicion de la invencion en la célula por medio de voltaje de pulsos y/o libera la composiciéon de la invencion
sometiendo las células a un campo eléctrico.

La presente invencion también ofrece un kit. El kit incluye un contenedor para proporcionar una
composicion de la invencion y o bien (i) un dispositivo de voltaje de pulsos para liberar la composicion de la
invencion en células de un organismo, donde el dispositivo de voltaje de pulsos es capaz de combinarse con el
contenedor, o bien (ii) instrucciones que explican como liberar la composicidon de la invencion con el dispositivo de
voltaje de pulsos. De este modo, el "contenedor" puede incluir instrucciones proporcionadas para permitir a un
experto en la técnica elaborar las composiciones de la invencion. Las instrucciones proporcionaran etapas para
elaborar los compuestos utilizados para formular moléculas de acido nucleico. Adicionalmente, las instrucciones
incluiran métodos para someter a ensayo las composiciones de la invencion que implican establecer si las moléculas
de acido nucleico resultan dafiadas después de la inyeccién siguiente a la electroporacion. El kit también puede
incluir una notificacion de un uso y unas instrucciones aprobados por la FDA.

Asimismo se proporciona un método para elaborar un kit de la invencion. El método implica las etapas de
combinar un contenedor para proporcionar una composicion de la invencién o bien con (i) un dispositivo de voltaje
de pulsos para liberar la composicion de la invencién en las células de un organismo, donde el dispositivo de voltaje
de pulsos es capaz de combinarse con el contenedor, o bien (ii) instrucciones que explican cémo liberar la
composicion de la invencién con el dispositivo de voltaje de pulsos.

Las composiciones de la invencion permiten el tratamiento de un mamifero que padece cancer o una
enfermedad infecciosa. Se proporciona una composicion de la invencién a las células del mamifero por medio del
uso de un dispositivo configurado y dispuesto para proporcionar la liberacion mediante voltaje de pulsos de una
composicion de la invencion a las células del mamifero, donde la molécula codifica un antigeno canceroso o un
antigeno para la enfermedad infecciosa.

Las composiciones de la presente invencion que se utilizan para administrar acidos nucleicos,
preferiblemente mediante liberacién por voltaje de pulsos protegen el acido nucleico y/o prolongan la
biodisponibilidad localizada del acido nucleico y/o aumentan la expresion cuando se administran a un organismo in
vivo, o in vitro en un cultivo celular.

Como las composiciones son utiles para la liberacion de una molécula de acido nucleico en las células in
vivo, la invencién permite la administracion en un sitio in vivo. En particular, esto incluye composiciones para liberar
una molécula de acido nucleico en un sitio in vivo en un mamifero.

Otros objetos, rasgos y ventajas de la invencidn se haran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada de las realizaciones de la invencién actualmente preferidas.

Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 muestra concentraciones en suero de SEAP a los 7 dias de la inyeccién de mezclas de ADNp
de SEAP/ADN vacio en el musculo tibial craneal de ratones CD-1 con electroporacion. Se administraron diferentes
cantidades de ADNp de SEAP y un exceso de ADNp vacio (con respecto al ADNp codificante).

La Figura 2 muestra concentraciones en suero de SEAP a los 7 dias de la inyeccion de ADNp de SEAP
desnudo o mezclas de ADNp de SEAP/polimero aniénico en el musculo tibial craneal de ratones CD-1 con
electroporacion y la concentracion de ADN de 2,5 microgramos en 50 microlitros (la mitad de esta dosis por pata). La
concentracion de polimero anidnico en la solucion inyectada varia como se indica en el grafico.

La Figura 3 muestra concentraciones en suero de SEAP a los 7 dias de la inyeccién de ADNp de SEAP
desnudo o mezclas de ADNp de SEAP/polimero anidénico en el musculo tibial craneal de ratones CD-1 con
electroporacion y la cantidad de ADNp de SEAP administrada por animal fue regularmente (a menos que se
mencione de otro modo) de 25 microgramos en 50 microlitros (la mitad de esta dosis por pata).

La Figura 4 muestra concentraciones en suero de SEAP a los 7 dias de la inyeccién de ADNp de SEAP
desnudo o mezclas de ADNp de SEAP/polimero aniénico en el musculo gastrocnemio de ratones CD-l y
electroporacion del tejido. La concentracion del polimero aniénico en la solucion inyectada varia como se indica en el
grafico.

La Figura 5 muestra concentraciones en suero de SEAP a los 7 dias como funcion de la cantidad del ADNp
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de SEAP inyectado en diferentes formulaciones como se indica: A en el musculo tibial craneal de ratones CD-1; B
en el musculo gastrocnemio de ratones CD-1 comparando o bien ADNp de SEAP desnudo o bien una mezcla de
ADNp de SEAP y poli(acido L-glutamico) a 6,0 mg/ml.

La Figura 6 muestra la expresion de luciferasa después de una inyeccion intramiocardica directa de ADN
plasmidico formulado en solucion salina frente a poli(acido glutamico).

La Figura 7 muestra concentraciones de hF. IX en suero a los 7 dias de la inyeccion de ADNp desnudo de
hF. IX o mezclas de ADNp de hF. IX/poli(dcido L-glutdmico) en el mdsculo tibial de ratones C57BL/6 vy
electroporacion del tejido. La concentracion del polimero aniénico en la solucion inyectada varia como se indica en el
grafico.

La Figura 8 muestra la expresion de hF. IX en el plasma de ratones inmunodeficientes (SCID beige).

La Figura 9 representa la inmunohistologia y el tipo de fibra de los miocitos que expresan hF. IX en mdsculo
de raton SCID.

La Figura 10 A representa los niveles de hF. IX en plasma determinados mediante ELISA en perros
después de la inyeccion intramuscular de pladsmido aumentado por electroporacion en numerosos sitios diferentes.
Los valores son las medias £+ ETM con n = 3 para cada grupo. La Figura 10B muestra una transferencia western de
hF. IX purificado utilizando suero de animal tratado como anticuerpo primario. Calle A, marcador molecular; calle B,
suero de control negativo; calle C, control positivo (suero canino con una cantidad afiadida de anticuerpos anti-hF. 1X
de conejo; calle D, suero procedente de un perro hembra del grupo de 6 inyecciones (pico de expresion de hF. IX
35,71 ng/ml); calle E, suero de un perro macho procedente del grupo de 12 inyecciones (pico de expresion de hF. IX
47,9 ng/ml).

La Figura 11 representa la duracién de la retencion del ADN plasmidico con EPO de raton después de la
liberacion mediante electroporacién utilizando formulaciones con solucion salina y poli(acido L-glutdmico).

La Figura 12 representa la expresion de EPO y el hematocrito en ratones después de la liberaciéon del gen
de EPO de raton mediante electroporacion utilizando formulaciones con solucion salina y poli(acido L-glutamico).

La Figura 13 representa los resultados de la expresion de EPO en ratones después de la liberacion del gen
de EPO de ratdn mediante electroporacioén utilizando formulaciones con solucion salina y poli(acido glutamico) a lo
largo de un marco temporal de tres meses.

La Figura 14 representa una comparacion de la expresion del gen de hINFa después de la liberacion en
solucion salina frente a poliglutamato. A representa los resultados utilizando una dosis de 50 microgramos de ADN
plasmidico mientras B representa los resultados de la administracién de una dosis de 5 microgramos de ADN
plasmidico.

La Figura 15 muestra la capacidad de las formulaciones de poli-L-glutamato y poloxamero para proteger el
ADN de la degradacion con nucleasa. El panel A representa un ADN en formulacion salina; el panel B representa el
ADN formulado en Pluronic F68 al 5%; el panel C representa ADN formulado en 6 mg/ml de poli-L-glutamato. Calle
A, control negativo del ADN plasmidico sin ADNasa; calle B, control positivo del ADN plasmidico y la ADNasa
mezclados 1:1; calle C, ADNasa diluida 1:1; calle D, ADNasa diluida 1:10; calle E, ADNasa diluida 1:100; calle F,
ADNasa diluida 1:1.000; calle G, ADNasa diluida 1:10.000.

La Figura 16 representa los resultados de la estabilidad biolégica a largo plazo del ADN plasmidico que
codifica SEAP formulado en 6 mg/ml de poli-L-glutamato en diferentes condiciones de almacenamiento. A,
liofilizacion y almacenamiento a 4°C. durante 105 dias; B, congelacion de una formulacion liquida con
almacenamiento a -20°C durante 105 dias; C, almacenamiento liquido a 4°C durante 105 dias; D, almacenamiento
liquido a la temperatura ambiente durante 105 dias; E, almacenamiento liquido a 37°C durante 105 dias; F,
almacenamiento liquido a 50°C durante 8 dias; G, formulaciéon liquida sometida a congelacion/descongelacion; H,
ADN de nueva aportacion formulado en poli-L-glutamato; I, ADN de nueva aportacion sin poli-L-glutamato.

La Figura 17 representa el mapa plasmidico para pFN0945, un plasmido de expresién que porta el gen para
hF. IX. La secuencia del plasmido completo se describe como SEQ ID NO: 3.

La Figura 18 representa el mapa plasmidico para pFN1645, un plasmido de expresién que porta un gen con
codones optimizados para hF. IX. La secuencia del plasmido completo se describe como SEQ ID NO: 4.

La Figura 19 representa el mapa plasmidico para pEP1403, un plasmido de expresion que porta el gen de
eritropoyetina de ratén. La secuencia del plasmido completo se describe como SEQ ID NO: 2.

La Figura 20 representa el mapa plasmidico para plF0921, un plasmido de expresidon que porta el gen de
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interferén alfa humano. La secuencia del plasmido completo se describe como SEQ ID NO: 1.
Descripcién Detallada de las Realizaciones Preferidas

La liberacién y la expresion de secuencias codificadas sobre un vector en células eucaridticas,
concretamente in vivo en un mamifero, dependen de una variedad de factores incluyendo la eficacia de transfeccion
y la vida util de la secuencia codificante dentro de la célula transfectada. De este modo, se ha informado sobre
numerosos métodos para llevar a cabo dicha liberacion.

Un medicamento génico no viral esta compuesto por tres elementos principales: i) un acido nucleico que
codifica un producto génico (p. €j., una proteina terapéutica), ii) un sistema de expresion basado en plasmidos, v iii)
un sistema de liberacion génica sintético. Se pretende que estos productos tengan una baja toxicidad debido al uso
de componentes sintéticos para la liberacidon de genes (minimizando por ejemplo los riesgos de inmunogenicidad
generalmente asociados con los vectores virales) y plasmido no integrantes para la expresion génica. Puesto que no
se ha informado sobre la integracion de secuencias plasmidicas en cromosomas del anfitrién in vivo hasta la fecha,
no deben activar oncogenes ni inactivar genes supresores de tumores. Esta seguridad intrinseca con los sistemas
no virales contrasta con los riesgos asociados con el uso de la mayor parte de los vectores virales. Como los
sistemas episémicos que residen fuera de los cromosomas, los plasmidos tienen una farmacocinética y perfiles de
eliminacion definidos, que conducen a una duracién finita de la expresién del gen en los tejidos diana.

La formulacién del acido nucleico con polimeros aniénicos como se describe mas abajo es particularmente
deseable debido a que intensifican la transfeccion y la expresion del acido nucleico, protegen al acido nucleico de la
degradacion, y son completamente biodegradables. Ademas, debido a que la formulacién del acido nucleico con
polimeros aniénicos produce una transfeccion mas eficaz, se pueden utilizar cantidades mas bajas de ADN. Por
biodegradable, se pretende significar que los polimeros aniénicos pueden ser metabolizados o aclarados por el
organismo in vivo sin efectos toxicos o efectos secundarios o con efectos téxicos o efectos secundarios minimos. El
término "polimeros aniénicos" representa polimeros que tienen una subunidad repetitiva que incluye, por ejemplo, un
grupo carboxilo, fosfato o sulfato ionizados que tienen una carga neta negativa a pH neutro. Los ejemplos de los
polimeros anidnicos incluyen poli-aminoacidos (tales como poli(acido glutamico), poli(acido aspartico) y sus
combinaciones), poli(acidos nucleicos), poli(acido acrilico), poli(acido galacturénico), y poli(sulfato de vinilo). En el
caso de los acidos poliméricos, el polimero se utilizara por lo general en forma de sal.

Se han realizado esfuerzos para intensificar la liberacion de ADN plasmidico en las células mediante
medios fisicos incluyendo la electroporacion, la sonoporacién y la presién. La inyeccion mediante electroporacion es
una técnica moderna que implica la aplicaciéon de un campo eléctrico pulsado para crear poros transitorios en la
membrana celular sin ocasionar un dafo permanente en la célula y de ese modo permite la introduccion de
moléculas exdgenas.

Esta técnica se ha utilizado ampliamente en laboratorios de investigacion para crear hibridomas y se esta
aplicando ahora en enfoques de transferencia génica para terapia. Ajustando el pulso eléctrico generado por un
sistema electroporético, las moléculas de acido nucleico pueden encontrar su camino a través de pasillos o poros en
la célula que se crean durante el procedimiento. En la Patente de los Estados Unidos 5.704.908 se describe un
aparato de electroporacion para liberar moléculas en las células en una localizacion seleccionada dentro de una
cavidad del organismo de un paciente. Véase también la Patente de los Estados Unidos 5.704.908.

El uso de métodos electroporéticos para liberar genes suspendidos en solucion salina en arterias de conejo
y porcinas como modelos para tratar enfermedades coronarias y vasculares periféricas se ha comentado en el 3rd
US-Japan Symposium on Drug Delivery (D. B. Dev, J. J. Giordano y D. L. Brown, Maui, Hawaii, 17-22 de Diciembre,
1995). La capacidad para dirigir y expresar el gen informador lacZ suspendido en solucion salina a diferentes
profundidades de la regién dérmica de ratones sin pelo se ha descrito en el articulo "Depth-Targeted Efficient Gene
delivery and Expression in the skin by Pulsed Electric Fields: An approach to Gene Therapy of Skin Aging and Other
Diseases" (Zhang et al., Biochemical and Biophysical Research Communications 220, 633 - 636 (1996)). Se ha
inyectado un plasmido de expresién de mamifero para el gen lacZ en solucion salina en la arteria carétida interna de
ratas cuyos tumores cerebrales habian sido sometidos a electroporacion entre dos electrodos. Se informé de que el
gen era expresado en las células tumorales tres dias después de la inyeccion del plasmido, y ademas, se informé de
que se habia aislado actividad lacZ solamente en los tejidos y células elegidos como diana (Nishi, et al., Cancer
Research 56, 1050-1055, 1 de Marzo 1, 1996).

Ajustando el pulso eléctrico generado por medio de un sistema electroporético, las moléculas de acido
nucleico pueden encontrar su camino en la célula a través de pasillos o poros que se crean durante el
procedimiento.

Previamente, el tratamiento de la hemofilia B mediante métodos no virales no habia sido posible porque
solamente se alcanzaban niveles bajos y variables de expresion génica. Recientemente, se demostré que el uso de
la electroporacién in vivo producia niveles elevados constantes de expresién génica en musculo, higado, piel,
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tumores solidos y testiculo después de la inyeccién directa de plasmido en estos tejidos (Titomirov, A. V., et al.
(1991) Biochim Biophys Acta 1088: 131-134; Muramatsu, T., et al. (1997) Biochem Biophys. Res Commun 233: 4501
49; Suzuki, T., et al. (1998) FEBS Lett 425: 436-440; Aihara, H. and Miyazaki, J. (1998) Nat Biotechnol 16: 867-870;
Mir, L. M., et al. (1998) C R Acad Sci lll 321: 893-899; Rizzuto, G., et al. (1999) Proc Natl Acad Sci U S A 96: 6417(]
6422; Goto, T., et al (2000) Proc Natl Acad Sci U S A 97: 354-359; Somiari, S., et al. (2000) Mol Ther 2: 178-187). En
ratones, se utilizé la electroporacion de ADN plasmidico en solucion salina para lograr niveles de hF. IX circulante
que fueran un 2% del normal y se mantuvieran durante al menos 2 meses (Bettan, M., et al. (2000) Mol Ther 2: 204[]
210). La presente solicitud describe formulaciones de plasmidos novedosas para la electroporacion que hacen
realidad cuatro objetivos: (1) niveles terapéuticamente significativos de proteinas in vivo, (2) expresion persistente
del transgén, (3) re-administracion del plasmido formulado para obtener niveles comparables a los niveles iniciales y
(4) niveles terapéuticamente significativos en animales grandes.

La liberaciéon de un ADN formulado de acuerdo con la presente invencion por medio de la utilizacién de un
dispositivo de liberacién por voltaje de pulsos representa un nuevo enfoque para la liberacion génica. En particular,
la realizacion preferida que emplea polimeros de aminoacidos aniénicos o poli-aminoacidos fue capaz de aumentar
sustancialmente la expresién de los genes introducidos mediante electroporacion cuando se compararon con la
solucion salina. Los poli-aminoacidos tienen la ventaja sobre las formulaciones anteriores de ser completamente
biodegradables. La realizacidon preferida también proporciona la ventaja de permitir la absorcion de moléculas de
acido nucleico formuladas (esto es, moléculas de acido nucleico de las composiciones de la invencion) por las
células y lineas celulares elegidas como diana especificamente, asi como la absorcion de mdltiples lineas celulares
segun se desee. La inyeccion de moléculas de acido nucleico formuladas por medio de métodos de liberacién por
voltaje de pulsos en las moléculas de acido nucleico formuladas logra acceder al interior celular mas directamente a
través de la desestabilizacién de la pared celular y/o la formacion de poros como resultado del procedimiento
electroporético. Ademas, en ciertos casos se pueden elegir como diana multiples lineas celulares, permitiendo de
ese modo el contacto con muchos mas tipos de células que en la inyeccién con aguja convencional. De este modo,
la presente invencidn proporciona una liberacion mejorada de moléculas de acido nucleico y también proporciona un
sistema de liberaciéon génica mas eficaz que se puede utilizar para generar una respuesta inmunitaria, expresar un
gen terapéutico, modular aspectos del ciclo celular o la fisiologia celular, o proporcionar un método para lograr otros
métodos terapéuticos relacionados con la liberaciéon génica tales como la terapia anti-tumoral.

El término poli(acido L-glutdmico) se utiliza indistintamente en la presente memoria con "poli(acido L[]
glutamico), sal de sodio", "poli(L-glutamato) de sodio" y "poli(L-glutamato)". "Poli(L-glutamato)" hace referencia a la
sal de sodio del poli(acido L-glutamico). Aunque se encontré que el estereoisémero L del poli(acido glutdmico) era
particularmente util, el otro estereoisémero o las mezclas racémicas de los isémeros estédn dentro del alcance de la
invencion. La presente invencidn contempla que las otras sales de los polimeros de los aminoacidos aniénicos sean
igualmente adecuadas.

El término "polimeros de aminoacidos anidnicos" representa las formas poliméricas de un aminoacido
anionico dado tal como, por ejemplo, poli(acido glutamico) o poli(acido aspartico). La presente invencion contempla
que puedan resultar igualmente adecuados polimeros formados por una mezcla de acido glutdmico y acido
aspartico.

Por "liberaciéon" o "liberar" se entiende el transporte de moléculas de acido nucleico a las células deseadas
0 a cualquier célula. Las moléculas de acido nucleico pueden ser liberadas en multiples lineas celulares, incluyendo
la diana deseada. La liberacién hace que las moléculas de acido nucleico entren en contacto con la superficie
celular, la membrana celular, el endosoma celular, dentro de la membrana, el nucleo o dentro del nicleo, o cualquier
otra zona deseada de la célula a partir de la cual se puede producir la transfeccién dentro de una variedad de lineas
celulares que pueden incluir, pero no estan limitadas a; células tumorales, células epiteliales, células de Langerhan,
células de Langhans, células litorales, queratinocitos, células dendriticas, macrofagos, células Kupffer, células
musculares, linfocitos y nddulos linfaticos. Preferiblemente, la composicién de la invencion es liberada en las células
mediante electroporacion y el componente de la molécula de &cido nucleico no se rompe significativamente después
de la liberacion, ni la viabilidad celular resulta significativamente afectada por el procedimiento de liberacion por
voltaje de pulsos.

Por "acido nucleico" se quiere significar tanto ARN como ADN incluyendo: ADNc, ADN gendmico, ADN
plasmidico o acido nucleico condensado, acido nucleico formulado con lipidos catidnicos, acido nucleico formulado
con péptidos, polimeros cationicos, ARN o ARNm. En una realizacién preferida, el acido nucleico administrado es un
ADN plasmidico que constituye un "vector". El acido nucleico puede ser, pero no esta limitado a, un vector de ADN
plasmidico con un promotor eucariético que expresa una proteina con una accién terapéutica potencial, tal como,
por ejemplo; hGH, VEGF, EPO, IGF- |, TPO, Factor IX, IFN-a, IFN-B, IL-2, IL-12, o similares.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "plasmido" hace referencia a un constructo formado por
material genético (esto es, acidos nucleicos). Este incluye elementos genéticos dispuestos de tal manera se pueda
transcribir en células eucaridticas la secuencia codificante insertada. Asimismo, si bien el plasmido incluye una
secuencia de un acido nucleico viral, dicha secuencia viral no ocasiona preferiblemente la incorporacion del
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plasmido a una particula viral, y el plasmido es por lo tanto un vector no viral. Preferiblemente, un plasmido es una
molécula de ADN circular cerrada. La region intensificadora/promotora de un plasmido de expresion determinara los
niveles de expresion. La mayor parte de los sistemas de expresion génica disefiados para elevados niveles de
expresion contienen la secuencia del intensificador/promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano (CMV)
intacta. No obstante, se ha informado sobre la infrarregulacion del promotor de CMV a lo largo del tiempo en tejidos.
No se ha observado hipermetilacion del promotor de CMV, observada cuando se incorporaba a vectores retrovirales,
para plasmidos episdmicos in vivo. A pesar de todo, el silenciamiento del promotor de CMV podia estar ligado a su
sensibilidad a niveles reducidos del factor de transcripcion NF-kB. También se ha demostrado que la actividad del
promotor de CMV esta atenuada por diferentes citoquinas incluyendo los interferones (a y B), y el factor de necrosis
tumoral (TNF-a). Con el fin de prolongar la expresion in vivo y asegurar la especificidad de expresion en los tejidos
deseados, se han incorporado a los plasmidos de expresion intensificadores/promotores especificos de tejidos. Se
ha demostrado que el promotor de la alfa-actina esquelética de pollo proporciona elevados niveles de expresion
(equivalentes a los alcanzados con un constructo dirigido por CMV) durante varias semanas en musculos estriados
no aviares.

Se pueden afadir secuencias genéticas adicionales a los plasmidos de expresion para influir en la
estabilidad del ARN mensajero (ARNm) y en la eficacia de la traduccion. Se sabe que la regién no traducida 5' (UTR
5') afecta a la traduccién y esta localizada entre el sitio de la caperuza y el codén de iniciacion. La region UTR 5'
deberia ser idealmente relativamente corta, desprovista de estructura secundaria firme y codones de inicio aguas
arriba, y debe tener un coddn de inicio AUG dentro de un contexto local 6ptimo. La UTR 5' también puede influir en
la estabilidad del ARN, el procesamiento del ARN y la transcripcion. Con el fin de maximizar la expresion génica
asegurando un empalme del ARN eficaz y exacto, se pueden incluir uno o mas intrones en los plasmidos de
expresion en localizaciones especificas. La posibilidad de un empalme ineficaz y/o inexacto se puede minimizar
utilizando intrones sintéticos que tengan un sitio de unién idealizado y secuencias puntuales ramificadas que
coincidan con la secuencia consenso. Otra secuencia importante dentro del sistema de expresion de genes es la
region no traducida 3' (UTR 3'), una secuencia del ARNm que se extiende desde el coddn de parada hasta el sitio de
adicion de poli(A). La UTR 5' puede influir en la estabilidad del ARNm, la traduccion y la localizacién intracelular. Se
ha demostrado que la UTR 3' del la a-actina del musculo esquelético estabiliza el ARNm en tejidos musculares
conduciendo de este modo a niveles mas elevados de expresién en comparaciéon con otras UTR 3'. Esta UTR 3'
parece inducir una compartimentalizaciéon intracelular diferente de las proteinas producidas, evitando el trafico eficaz
de las proteinas a la ruta secretora y favoreciendo su localizacién perinuclear.

Uno de los rasgos atractivos de los sistemas de expresién de plasmidos es la posibilidad de expresar
multiples genes a partir de un unico constructo. Estos sistemas multivalentes pueden encontrar aplicaciones en la
expresion de proteinas heterodiméricas, tales como anticuerpos, o en la produccion in vivo de multiples antigenos
para generar una respuesta inmunitaria potente para la vacunacion genética. En la inmunoterapia del cancer, la
expresion simultanea de moléculas co-estimuladoras con una variedad de citoquinas también puede conducir a
respuestas intensificadas.

El término "vector" seguln se utiliza en la presente memoria, hace referencia a una construccién que incluye
material genético disefado para dirigir la transformacién de una célula elegida como diana. Un vector contiene
material genético multiple, preferiblemente fragmentos contiguos de ADN o ARN, orientados posicionalmente y
secuencialmente con otros elementos necesarios de manera que el acido nucleico pueda ser transcrito y cuando sea
necesario traducido en las células transfectadas. El "vector" preferiblemente es una molécula de acido nucleico que
incorpora secuencias que codifican uno o varios productos terapéuticos asi como diferentes elementos reguladores
para la transcripcion, la traduccion, la estabilidad del transcrito, la replicacién, y otras funciones conocidas en la
técnica. El vector permite preferiblemente la produccion de un producto codificado por una secuencia de acido
nucleico contenida en el vector. Por ejemplo, la expresién de una proteina concreta del factor del crecimiento
codificada por un gen concreto. Un "vector de ADN" es un vector cuya forma nativa es una molécula de ADN. Un
"vector viral" es un vector cuya forma nativa es como el material genémico de una particula viral.

El término "transfeccion" segun se utiliza en la presente memoria hace referencia al procedimiento de
introduccién de ADN (p. ej., vector de expresién de ADN formulado) en una célula, permitiendo de ese modo la
transformacion celular, Después de la entrada en la célula, el ADN transfectado puede: (1) recombinarse con el del
anfitrion; (2) replicar independientemente como plasmido o fago atemperado; o (3) mantenerse como episoma sin
replicacion antes de su eliminacion.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "transformacion" hace referencia a cambios transitorios
o permanentes en las caracteristicas (fenotipo expresado) de una célula inducidos por la absorciéon de un vector por
esa célula. El material genético es introducido en una célula en una forma en la que expresa un producto génico
especifico o altera la expresion o el efecto de productos génicos enddgenos. La transformacion de la célula puede
estar asociada con la produccion de una variedad de productos génicos incluyendo proteinas y ARN. Estos
productos pueden funcionar como elementos estructurales intracelulares o extracelulares, ligandos, hormonas,
neurotransmisores, factores reguladores del crecimiento, enzimas, quimiotaxinas, proteinas del suero, receptores,
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portadores para compuestos de bajo peso molecular, farmacos, inmunomoduladores, oncogenes, citoquinas,
supresores de tumores, toxinas, antigenos tumorales, antigenos, inhibidores antisentido, inhibidores de la formacion
de la triple hélice, ribozimas, o en forma de un ligando que reconoce determinantes estructurales especificos sobre
estructuras celulares con el fin de modificar su actividad. Esta lista es s6lo un ejemplo y no se pretende que sea
limitante.

Un "producto génico" representa los productos codificados por el vector.

Los ejemplos de productos génicos incluyen moldes de ARNm para la traduccion, ribozimas, ARN
antisentido, proteinas, glicoproteinas, lipoproteinas, fosfoproteinas y polipéptidos. La secuencia de acido nucleico
que codifica el producto génico puede asociarse con un ligando de redireccionamiento para llevar a cabo una
liberacion dirigida.

"Absorcion" representa la translocacion del vector desde compartimentos extracelulares a intracelulares.
Esto puede implicar procedimientos mediados por receptores, fusion con membranas celulares, endocitosis,
potocitosis, pinocitosis u otros mecanismos de translocacion. El vector puede ser absorbido tal cual o como parte de
un complejo.

Administracion, segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a la ruta de introduccion de las
composiciones de la invencion en el cuerpo de células u organismos. La administracion incluye el uso de métodos
electroporéticos como los proporcionados por un dispositivo de voltaje de pulsos hacia las zonas elegidas como
diana del organismo de mamiferos tales como las células musculares y las células linfaticas en regiones tales como
los nédulos linfaticos. La administracion también incluye la administracion intradérmica, intra-tumoral y subcutanea.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de una composicién es una cantidad que es suficiente para
ocasionar un alivio o mejora al menos temporal de un sintoma o indicio de una enfermedad o afecciéon. De este
modo, la cantidad también es suficiente para ocasionar un efecto farmacoldgico. No es necesario que la cantidad de
la composicién ocasione una mejora permanente o una mejora de todos los sintomas o indicios.

El término "dispositivo de voltaje de pulsos", o "dispositivo de inyecciéon con voltaje de pulsos" segun se
utiliza en la presente memoria hace referencia a un aparto que es capaz de ocasionar u ocasiona la absorciéon de
moléculas de acido nucleico en las células de un organismo emitiendo un pulso localizado de electricidad en las
células, haciendo de ese modo que la membrana celular se desestabilice y se produzca la formacién de pasillos o
poros en la membrana celular. Se entiende que los dispositivos convencionales de este tipo estan calibrados para
permitir a un experto en la técnica la seleccién y/o el ajuste de la amplitud del voltaje y/o la duracién del voltaje de
pulsos deseados y por lo tanto se espera que los futuros dispositivos que realicen esta funcién también sean
calibrados de la misma manera. El tipo de dispositivo de inyeccién no se considera un aspecto limitante de la
presente invencion. La importancia principal de un dispositivo de voltaje de pulsos es, de hecho, la capacidad del
dispositivo para facilitar el reparto de las composiciones de la invencion en las células de un organismo. El
dispositivo de inyeccion por voltaje de pulsos puede incluir, por ejemplo, un aparto electroporético como se describe
en la Patente de los Estados Unidos 5.439.440, la Patente de los Estados Unidos 5.704.908 o |la Patente de los
Estados Unidos 5.702.384 o como se publica en los documentos PCT WO 96/12520, PCT WO 96/12006, PCT WO
95/19805, y PCT WO 97/07826.

El término "aparato” segun se utiliza en la presente memoria hace referencia al conjunto de componentes
que después de su combinacion permiten el reparto de las composiciones de la invencion en las células de un
organismo mediante métodos de reparto por voltaje de pulsos. El aparato de la invencion puede ser una
combinacién de una o varias jeringas, diferentes combinaciones de electrodos, dispositivos que sean utiles para la
seleccion de la diana mediante métodos tales como fibras Opticas y videocontrol, y un generador para producir
pulsos de voltaje que pueden ser calibrados para diferentes amplitudes, duracién y ciclos de voltaje. La jeringa
puede tener una variedad de tamarios y puede ser seleccionada para inyectar las composiciones de la invencién a
diferentes profundidades de reparto tales como la piel de un organismo, tal como un mamifero, o a través de la piel.

El término "organismo" segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a su uso comun por los
expertos normales en la técnica. El organismo puede incluir microorganismos, tales como levaduras o bacterias,
plantas, aves, reptiles, peces o mamiferos. El organismo puede ser un animal de compafiia o un animal doméstico.
Preferiblemente el organismo es un mamifero y es por lo tanto cualquier organismo de sangre caliente. Mas
preferiblemente el mamifero es un ser humano.

El término "animal de companfia" segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a aquellos
animales tratados tradicionalmente como "mascotas" tales como por ejemplo, perros, gatos, caballos, aves, reptiles,
ratones, conejos, hamsters, y similares. El término "animal doméstico" utilizado en la presente memoria hace
referencia a aquellos animales considerados tradicionalmente domésticos, entre los que estan incluidos los
considerados "animales de compafia" junto con animales tales como, cerdos, pollos, patos, vacas, cabras, corderos,
y similares.
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Por "prolongar la biodisponibilidad localizada de un acido nucleico" se quiere significar que un acido
nucleico cuando es administrado a un organismo en una composicién que comprende semejante compuesto estara
disponible para su absorcion por las células durante un periodo de tiempo mas prolongado que si se administrara en
una composicién sin dicho compuesto, por ejemplo, cuando se administra en una formulacién tal como una solucion
salina. Este aumento de la disponibilidad del &cido nucleico para las células se podria producir, por ejemplo, debido
al aumento de la duracion del contacto entre la composicién que contiene el acido nucleico y una célula o debido a la
proteccién del acido nucleico frente al ataque por las nucleasas. Los compuestos que prolongan la biodisponibilidad
localizada de un acido nucleico son adecuados para la administracion interna.

Por "adecuado para la administracion interna" se quiere significar que los compuestos son adecuados para
ser administrados en el tejido de un organismo, por ejemplo en un musculo o en un espacio articular,
intradérmicamente o subcutaneamente. Otras formas de administracién que se pueden utilizar son tépica, oral,
pulmonar, nasal y mucosal; por ejemplo, bucal, vaginal o rectal. Las propiedades que hacen que un compuesto sea
adecuado para la administracion interna pueden incluir, por ejemplo, la ausencia de un elevado nivel de toxicidad
para el organismo en su totalidad.

Por "soluciones" se quieren significar polimeros solubles en agua y/o tensioactivos en soluciéon con acidos
nucleicos.

Formulaciones poliméricas para la liberacién de plasmidos en el masculo

La presente invencion proporciona formulaciones poliméricas que tratan los problemas asociados con la
inyeccion de acidos nucleicos suspendidos en solucién salina. Los plasmidos no formulados (moléculas de acido
nucleico desnudas) suspendidos en solucién salina tienen una escasa biodisponibilidad en el musculo debido a la
rapida degradacion del plasmido por las nucleasas extracelulares. Un posible enfoque para superar la escasa
biodisponibilidad consiste en proteger el plasmido de la rapida degradacién por las nucleasas, por ejemplo,
condensando el plasmido con agentes complejantes catidonicos comunmente utilizados. Sin embargo, debido a la
fisiologia del musculo, el uso de plasmidos que contienen particulas condensadas rigidas para una transfeccion
eficaz de un nimero mas grande de células musculares no ha resultado satisfactorio hasta la fecha. Los complejos
de plasmidos con lipidos catiénicos y polilisina no atraviesan la lamina externa para lograr el acceso a las caveolas y
los tubulos T (Wolff, J. A., et al., 1992, J. Cell. Sci. 103: 1249-1259).

De este modo, la invencion aumenta la biodisponibilidad del plasmido en el musculo: protegiendo el
plasmido de la rdpida degradacién por las nucleasas extracelulares; dispersando y conservando intacto el plasmido
en el musculo y/o tumor; y facilitando la absorcion del plasmido por las células del musculo y/o el tumor. Un método
especifico para lograr esto, que se utiliza preferiblemente junto con la liberacién por pulsos, es el uso de los
polimeros anidnicos de acuerdo con la presente invencion.

Administraciéon

Administracion, segun se utiliza en la presente memoria hace referencia a la ruta de introduccion de un
plasmido o portador de ADN en el organismo. La administracion puede ser directamente en un tejido diana o una
liberacion dirigida al tejido diana después de la administracion sistémica. En particular, la presente invencion, si bien
no se refiere especificamente a esto per se, se puede utilizar para tratar afecciones por medio de la administracion
de la formulacion al organismo con el fin de establecer la expresidon controlada de cualquier secuencia de acido
nucleico especifica dentro de los tejidos a ciertos niveles que son utiles para la terapia génica.

Los métodos preferidos para la administracién del vector (plasmido) y el uso de formulaciones para la
liberacion se han descrito mas arriba. Las realizaciones preferidas son mediante liberaciéon por voltaje de pulsos en
células combinada con inyeccion con aguja o sin aguja, o por medio de voltaje de pulsos de aplicacion directa donde
los electrodos del dispositivo de electroporacion se presionan directamente contra el tejido o las paredes elegidos
como diana, tales como por ejemplo células epidérmicas, y el vector se aplica tépicamente antes o después de la
aplicacion del pulso y se libera a través y/o hacia las células.

La ruta de administracion de cualquier constructo vector seleccionado dependera del uso concreto para los
vectores de expresion. En general, una formulacion especifica para cada constructo vector utilizado se centrara en la
liberacion del vector con respecto al tejido concreto elegido como diana, los parametros de la liberacién del voltaje,
seguido de la demostracién de eficacia. Los estudios de liberacién incluiran la absorcion para evaluar la absorcion
celular de los vectores y la expresion del ADN de eleccion. Tales analisis también determinaran la localizacién del
ADN diana después de la absorcidon, y estableceran los requerimientos para el mantenimiento de las
concentraciones en estado estacionario de la proteina expresada. Después se pueden someter a ensayo la eficacia
y la citotoxicidad. La toxicidad no solo incluira la viabilidad celular sino también la funcién celular.

Las células musculares tienen la Unica capacidad de absorber ADN procedente del espacio extracelular
después de una simple inyeccion de particulas de ADN en forma de una solucién, suspensién, o coloide en el
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musculo. La expresion del ADN mediante este método puede ser mantenida durante varios meses.

El método de liberacion seleccionado debe dar como resultado la expresiéon del producto génico codificado
dentro de la casete de acido nucleico a niveles que ejerzan un efecto biolégico apropiado. La tasa de expresion
dependera de la enfermedad, la farmacocinética del vector y del producto génico, y la ruta de administracion, pero
debe estar en el intervalo de 0,001 - 100 mg/kg de peso corporal/dia, y preferiblemente de 0,01 - 10 mg/kg de peso
corporal/dia. Este nivel es facilmente determinable mediante métodos convencionales. Podria ser mas o menos
dependiendo de la dosificacion optima. La duracion del tratamiento se prolongard mientras se mantengan los
sintomas de la enfermedad, posiblemente de manera continua. El nimero de dosis dependera de la enfermedad, el
vehiculo de liberacion, y los datos de eficacia de las pruebas clinicas.

Variables de la inyeccién de ADN

El nivel de liberacion y expresién génica o la intensidad de una respuesta inmunitaria lograda por medio de
la presente invencion se pueden optimizar alterando las siguientes variables. Las variables son: la formulacion
(composicion, topologia del plasmido), la técnica y el protocolo de la inyecciéon (zona de la inyeccién, duracion y
amplitud del voltaje, separacién del electrodo, numero de pulsos emitido, tipo de disposicién de la aguja, células
pulsadas antes de la inyeccion, o células pulsadas después de la inyeccion, estado del musculo, estado del tumor),
y, pre-tratamiento del musculo con agentes miotoxicos. La respuesta inmunitaria se puede medir mediante, pero no
esta limitada a, la cantidad de anticuerpos producidos para una proteina codificada y expresada por molécula de
acido nucleico inyectada.

Otras variables de inyeccidon que se pueden utilizar para afectar significativamente a los niveles de
proteinas, anticuerpos y/o linfocitos T citotdxicos producidos en respuesta a la proteina codificada por la molécula de
acido nucleico formulada proporcionada por medio del método de inyeccién por voltaje de pulsos de la presente
invencién son el estado del musculo que esta siendo inyectado y la técnica de inyeccion. Los ejemplos de las
variables incluyen la estimulacién del musculo, la contraccién del musculo, el masaje del muasculo, el angulo de
liberacion, y la manipulacién del aparato. EI masaje del musculo puede forzar la salida del plasmido fuera del
musculo o bien directamente o bien por medio del drenaje linfatico. Alterando la profundidad de la penetracion y/o el
angulo al cual se coloca el dispositivo de voltaje de pulsos en relacion con las fibras del musculo, la presente
invencion mejora la distribucién del plasmido en toda la zona de la inyeccion que posteriormente aumenta la
respuesta de anticuerpos a la proteina que es codificada y expresada por el plasmido.

Terapia basada en acidos nucleicos

Se puede utilizar la presente invencién para liberar las vacunas de acido nucleico de una manera mas
eficaz que la que se realiza convencionalmente en la actualidad. Las vacunas de &cido nucleico, o el uso de
plasmidos que codifican antigenos o moléculas terapéuticas tales como la Hormona del Crecimiento Humana, se
han convertido en un area de investigacion y desarrollo minuciosos en la ultima media década. Se han publicado
revisiones exhaustivas sobre las vacunas basadas en acidos nucleicos (M. A. Liu, et al. (Eds.), 1995, DNA Vaccines:
A new era in vaccinology, Vol. 772, Ann. NY. Acad. Sci., New York; Kumar, V., y Sercarz, E., 1996, Nat. Med. 2: 857}
859; Ulmer, J. B., et al., (Eds.) Current Opinion in Immunology; 8: 531-536. Vol. 772, Ann. NY. Acad. Sci., New York).
La inmunidad protectora en un modelo animal utilizando un plasmido que codifica una proteina viral fue observada
por primera vez en 1993 por Ulmer et al. (Ulmer, J. B., et al., 1993, Science 259: 1745-1749). Desde entonces,
varios estudios han demostrado una inmunidad protectora para diferentes enfermedades diana y se han iniciado
pruebas clinicas en seres humanos.

Se han investigado muchas enfermedades diana. Los ejemplos incluyen antigenos de Borrelia burgdorferi,
el agente infeccioso portado por la garrapata para la enfermedad de Lyme (Luke et al., J. Infect. Dis. 175: 91-97,
1997), el virus de la inmunodefiencia humana 1, (Letvin et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 94: 9378-9383, 1997), el
linfoma de células B (Syrengelas et al., Nature Medicine. 2: 1038-41, 1996), el virus Herpes simplex (Bourne et al., J.
Infectious dis. 173: 800-807, 1996), el virus de la hepatitis C (Tedeschi et al., Hepatology 25: 459-462, 1997), el virus
de la rabia (Xiang et al., virology, 209: 569-579, 1995), Mycobacterium tuberculosis (Lowrie in Genetic Vaccines and
Immunotherapeutic Strategies CA Thibeault, ed. Intl Bus Comm, Inc., Southborough, MA 01772 pags. 87-122, 1996),
y Plasmodium falciparum (Hoffman et al., Vaccine 15: 842-845, 1997). Adicionalmente, el tratamiento basado en
acidos nucleicos para la reduccion de la inmunogenicidad, el crecimiento, y la proliferacién de las células tumorales
es indicativo de la terapia génica para enfermedades tales como el cancer de cerebro tumorigénico (Fakhrai et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci., 93: 2909-2914, 1996).

Un objetivo importante de la terapia génica es la afectacion de la absorcion de los acidos nucleicos por las
células, ocasionando de ese modo una respuesta inmunitaria a la proteina codificada por el acido nucleico
inyectado. Las vacunas basadas en acidos nucleicos son una estrategia de vacunacion alternativa atractiva a las
vacunas de subunidades, las vacunas de proteinas virales purificadas, o las vacunas de vectores virales. Cada uno
de los enfoques tradicionales tiene limitaciones que son superadas si el antigeno o los antigenos son expresados
directamente en las células del organismo. Ademas, estas vacunas tradicionales son solamente protectoras de una
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manera especifica de la cepa. De este modo, es muy dificil, incluso imposible utilizar los enfoques de vacunas
tradicionales para obtener una inmunidad de larga duracién a virus que tienen varios tipos de sueros o virus que son
propensos a mutaciones.

Las vacunas basadas en acidos nucleicos ofrecen el potencial de producir inmunidad de larga duracién
frente a epitopos virales que estan altamente conservados, tales como las nucleoproteinas de los virus. La inyeccién
de plasmidos que codifican proteinas especificas por medio de la presente invenciéon produce un aumento de las
respuestas inmunitarias, medidas mediante la produccién de anticuerpos. De este modo, la presente invencion
facilita, pero no incluye nuevos métodos para proporcionar vacunas de acidos nucleicos mediante la liberacion de
una molécula de acido nucleico formulada con un dispositivo de voltaje de pulsos como se describe en la presente
memoria.

La eficacia de las vacunas de acidos nucleicos puede, en general, ser intensificada mediante al menos uno
de los tres métodos siguientes: (1) el uso de sistemas de liberacién para incrementar la estabilidad y la distribucion
del plasmido dentro del musculo, (2) la expresion (o liberacion) de moléculas para estimular la
presentacion/transferencia de antigenos, o (3) el uso de coadyuvantes que pueden modular la respuesta inmunitaria.

Enfermedades y Afecciones parala Liberacion Intramuscular de Plasmidos

La presente invencién descrita en la presente memoria se puede utilizar para la liberacion y expresion de
muchas secuencias codificantes diferentes. Las secuencias codificantes se pueden utilizar para aliviar los efectos de
errores innatos del metabolismo, deficiencias genéticas de ciertas proteinas necesarias, desequilibrios metabolicos y
reguladores adquiridos y regulacion celular alterada tal como el cancer. La composicién que contiene la secuencia
codificante se administra preferiblemente mediante liberacion por voltaje de pulsos y puede requerir, segun sea
necesario, la exposicion del tejido que se vaya a tratar por métodos quirdrgicos segun determine un profesional
certificado.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion de la invencion, con tal que pertenezcan al sujeto
abarcado dentro del alcance de las reivindicaciones.

Preparacion de las Formulaciones

Se elaboraron las formulaciones tomando alicuotas de voliumenes apropiados de soluciones de partida
estériles de agua, plasmido, polimero, tampén y/o NaCl 5M para obtener un plasmido final en solucién salina
isoténica. La concentracioén total de plasmido de todas las formulaciones se midié mediante absorciéon UV a 260 nm.
La presion osmotica de las formulaciones seleccionadas se midié utilizando un Osmdmetro para Micro-Muestras
Fiske Uno-Diez (Fiske Associates; Norwood, MA). Se midi6 el porcentaje de plasmido superenrollado utilizando la
electroforesis en gel de agarosa al 1% seguida de formacion de imagenes mediante fluorescencia.

Los plasmidos se formularon en Tris 5-10 mM, pH 7,5 o solucion salina (NaCl 150 mM) o se mezclaron con
un polimero en solucién salina isoténica. El plasmido utilizado para la inyeccion se formuld con diferentes polimeros
en una solucién salina isoténica. Por lo general, la concentracion de plasmido fue de 1-2 mg/ml en solucion salina, o
se formulé con polivinilpirrolidona (PVP, 5%) o 6 mg/ml de poli-L-glutamato (Sigma, St Louis, MO) en solucion salina.

Los polimeros anidnicos incluyeron poli(acido L-glutamico) (p-L-Glu), sal de sodio, de diferentes pesos
moleculares (grado de polimerizacion (GP) o 9 (Sigma P1943), grado de polimerizacién de 10 (Sigma P1818), 2-15
kDa (Sigma P4636), 15-50 kDa (Sigma P4761) y 50-100 kDa (Sigma P4886)), poli(acido D-glutamico (p-D-Glu) de
15-50 (Sigma P4033) y 50-00 kDa (Sigma 4637), poli(acido L-aspartico) (p-L-Asp), sal de sodio, de 2-15 (Sigma
P5387) y 15-50 kDa (Sigma P6762) y poli(acido acrilico) (pAA), sal de sodio, de 5 y 60 kDa. Los poliaminoacidos se
adquirieron de Sigma (St. Louis, MO), mientras el poli(acido acrilico) se adquirié de Fluka (Suiza).

Las formulaciones de ADN/polimero aniénico se prepararon preferiblemente tomando alicuotas de
volumenes apropiados de soluciones de partida estériles de plasmido, polimero aniénico y NaCl 5M para obtener
concentraciones de plasmido y polimero anidnico finales seleccionadas. El polimero aniénico se afiadié a la solucién
de ADN antes de afadir la sal para el ajuste de la tonicidad. De este modo, se preparan preferiblemente
formulaciones de poli-L-glutamato combinando una solucién de partida acuosa de poli-L-glutamato de sodio (sal de
sodio de poli(acido L-glutamico) con una solucion de partida de ADN plasmidico purificado en solucién salina o Tris
hasta 10 mM, pH 7,5. Después se combinan el poli(acido L-glutamico) y el ADN, se ajusta a una concentracion final
de NaCl 150 mM mediante la adicion de una solucién de partida de NaCl 5M.

Se midié la osmolalidad de cada formulacion utilizando un Osmémetro para Micro-Muestras Fiske Uno-Diez
(Fiske Associate, Norwood MA). Las formulaciones también se caracterizaron midiendo la densidad 6ptima a 260 y
280 nm, y determinando la conformacion del plasmido sobre un gel de agarosa al 1%.
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Ensayo de Estabilidad para el Plasmido En la Formulacién

Para el analisis de estabilidad del ADNp en la formulacion, se cargaron 50 ng del ADNp formulado con 5
microlitros de colorante marcador en gel de agarosa al 1% tampon tris-acetato-EDTA (TAE) al 1% y se hizo circular
el gel a 100 voltios durante 1-2 horas. Después el gen se tifi6 con SYBR Green Il (Molecular Probes, Inc.) durante 20
minutos. El gel tefiido se lavé con agua y se determin6 el % de ADN superenrollado y circular abierto utilizando
Fluorinate (Molecular Dynamics Co., Sunnyvale, CA).

Protocolo de Elisa

Se recubrieron placas de analisis de alta afinidad con antigeno diluido en PBS (50 microlitros/pocillo) y se
pusieron a 4°C durante la noche. Después de dejar que la placa o las placas regresaran a la temperatura ambiente,
todos los pocillos se bloquearon con 200 microlitros/pocillo de BSA al 4%/solucion de NGS al 4% elaborada en 1X
PBS/Tween 20 durante 1 hr a 37°C. Se afiadieron muestras de suero (50 microlitros/pocillo a una diluciéon de partida
de 1:100 en BSA al 4%/NGS al 4%/PBS/Tween20, por duplicado) y se incubaron durante 1-2 horas a 37°C. Se
lavaron las placas con PBS/Tween 20 y se afiadieron 50 microlitros/pocillo de anticuerpo secundario conjugado con
HRP, diluido en BSA al 1%, y se incubaron a 37°C durante 1 hora. Se lavaron las placas con PBS/Tween 20 y se
afiadieron 100 microlitros/pocillo de reactivo soluble en TMB. Se incubaron a la temperatura ambiente durante 10
minutos y se detuvo la reaccion afiadiendo 50 microlitros/pocillo de H,SO4 0,2 M. Se leyeron las placas a 450 nm.

Plasmidos

Se elaboraron los plasmidos pAP1166 y pFN0945 (SEQ ID NO: 3) que contenian un intensificador-promotor
de CMV y un gen informador de fosfatasa alcalina placentaria humana secretada (SEAP) (pAP1166) o la region
codificante de hF. IX (pFN0945 SEQ ID NO: 3) y se purificaron en Valentis, Inc. El mapa plasmidico de pFN0945 se
muestra en la Figura 17. El plasmido con el factor IX humano (hF. IX) se prepard insertando una secuencia
codificante sintética en la cual los codones raros fueron convertidos en los prevalentes y los sitios de empalme
cripticos potenciales fueron anulados (Oberon Technologies Inc., Alameda, CA). La secuencia codificante de hF. IX
fue insertada en el esqueleto del plasmido Valentis que contenia una UTR 5' de 107 pb, un intrén sintético de 117
pb, la sefial de poliadenilacion de la hormona del crecimiento humana, un origen de replicacién de PUC12 y un gen
de resistencia a kanamicina. El gen hF. IX estaba dirigido por el intensificador/promotor de CMV. Los plasmidos se
hicieron crecer en Escherichia coli DH5a y se purificaron utilizando un método patentado que implicaba métodos de
lisis alcalina y cromatograficos (Abruzzese, R. V., et al. (1999) Hum Gene Ther 10: 1499-1507, incorporado a la
presente memoria como referencia). Los plasmidos para la fosfatasa alcalina secretada humana (SEAP) y la
eritropoyetina humana fueron idénticos al plasmido hF. IX excepto por la region codificante.

Animales Experimentales

Los ratones C57BL/6 macho (19-21 g), los ratones CD-1 macho (29-31 g), los ratones C. B-17/lcrCrl-scid[]
bgBR (SCID BEIGE) macho (7 semanas de edad) y los ratones C57BL/6 hembra (7-8 semanas) se obtuvieron de
Charles River Laboratories y se aclimataron durante un periodo de 3-7 dias en un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas
a 23°C/40 % de HR de acuerdo con las directrices estatales y federales. Se proporcionaron alimento (pienso para
roedores Purina) y agua ad libitum. Los animales se alojaron en unidades de enjaulamiento dotadas de filtros hepa
(4 ratones por aislante) con lecho esterilizado, alimento y agua. El cambio de jaula y todas las manipulaciones con
los ratones SCID se realizaron en una cubierta de flujo laminar. Los animales se anestesiaron mediante inyeccion
intraperitoneal (IP) con una combinacion de anestesia (Cetamina, Xilazina y Acepromazina) a una dosis de 1,8-2,0
mL/kg (ratones). Los perros Beagle (Harlan, Indianapolis, IN) se mantuvieron en Stillmeadow, Inc. (Sugarland, TX)
de acuerdo con las directrices del Institutional Animal Care and Use Committee.

Infecciones Animales

Después de la anestesia, se afeitaron los miembros traseros y se frotaron con betadine seguido de etanol
del 70%. Se inyectaron 10 microlitros de la formulaciéon con 10 microgramos del plasmido formulado utilizando una
jeringa para insulina de 0,3 ml con una aguja de 0,5, calibre 28 (Becton Dickinson, Granklin Lake, NJ). Los
volimenes inyectados en los ratones fueron 25 microlitros y 50 microlitros en el tibial craneal y el gastrocnemio,
respectivamente. Cuando se indico, siete dias después de la inyeccion de la formulacién, los animales se
sacrificaron mediante asfixia con CO; y se recogieron los musculos tibiales anteriores, se sumergieron rapidamente
en nitrégeno liquido, y se liofilizaron durante la noche. Los musculos secados se utilizaron o se almacenaron a -80°C
para la determinacion adicional de la actividad del gen informador.

Dispositivo y Regimenes de Dosificacion

Se administré el plasmido formulado a la dosis requerida a los roedores mediante inyeccién longitudinal en
ambos musculos tibiales craneales o gastrocnemios (administracion bilateral). Manteniendo la pata inferior completa
entre los electrodos del calibrador, se puede obtener una buena "electrotransfeccién". Aproximadamente dos
minutos después de la inyeccién, se aplicd un campo eléctrico en forma de 2 pulsos de onda cuadrada (uno por
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segundo) de 25 milisegundos ("ms") cada uno y se emitieron 375 V/cm por medio de un Electro Square Porator
(T820, BTX, San Diego, CA). Los electrodos de pinza consisten en 2 calibradores de placa paralelos de acero
inoxidable (1,5 sz) que se colocan en contacto con la piel de manera que la pata se mantiene en posiciéon semi-
extendida a lo largo de la administracién del pulso. Se describe la distancia de separacion de los electrodos. Por lo
general la pata del raton se coloco entre las dos placas, que se comprimieron entre si hasta acomodarla con una
distancia de separacion de 3-4 mm entre las placas. Después se generaron pulsos de 25 ms a un voltaje de 375
V/em con un T-820 Electro Square Porator (Genetronics, San Diego, CA). Los pulsos se administraron a un ritmo de
~1/segundo.

Los perros se anestesiaron con isofluorano para los procedimientos de inyeccion y electroporacion. Se
utilizé un electrodo en serie de 6 agujas (Genetronics, San Diego, CA) (Jaroszeski, M. J., et al. (1997) Biochim
Biophys Acta 1334: 15-18). El régimen de electroporacion fue de 6 pulsos de 60 ms de duracién a un voltaje de 200
V/cm. La polaridad del pulso se revirtié después de cada pulso bajo el control de un Auto Switcher (Genetronics, San
Diego, CA). Después del procedimiento de electroporacion se tatud la piel por encima del muasculo inyectado para
identificar el lugar de la inyeccién para un analisis posterior. También se inyectaron particulas de carbono en algunos
de los musculos después de la electroporacion como marcador del sitio de la inyeccién para andlisis histoldgicos.

En una realizacién, el enfoque de la liberacion de genes utiliza un régimen de electroporacion con un voltaje
bajo (375 V/cm), un pulso largo (25 ms) en ratones, en contraste con otros protocolos que utilizan parametros de
voltaje elevado (1.800 V/cm) y pulso corto (100 us) (Vicat, J. M., et al (2000) Hum Gene Ther 11: 909-916).

Analisis del Suero

Se recogieron muestras de sangre en los momentos puntuales apropiados después de la administracion del
plasmido. Los ratones se anestesiaron IP con Cetamina (60 mg/kg) (Phoenix Scientifics, Inc., St Louis, MO). Se
aplico en el ojo una solucion oftalmica de hidrocloruro de proparacaina (Solvay Animal Health Inc., Mendota Heights,
MN). La sangre se recogi6é en tubos separadores de suero Microtainer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) y se
dejo que se coagulara durante 15-30 minutos antes de centrifugar a 7.000 rpm durante 5 minutos. Se determinaron
los niveles en suero de SEAP utilizando un analisis de quimioluminiscencia (Tropix, Bedford, MA) siguiendo las
instrucciones de los fabricantes.

Para los analisis de F. IX, se obtuvieron muestras de sangre procedente del plexo retroorbital de los
ratones. Se recogieron aproximadamente 250 microlitros de sangre en tubos Microtainer con EDTA (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ). La sangre se centrifugé a ~5.000 g durante 5 minutos. Las muestras de plasma se
congelaron a -80°C y se almacenaron hasta que se utilizaron para su andlisis. Se determinaron los niveles en
plasma de hF. IX utilizando el kit Asserachrom IX: Ag human F. IX ELISA (Diagnostica Stago, Francia). Se utilizo F.
IX humano purificado (Sigma, St. Louis, MO) para generar una curva patrén. Para los perros, se recogio la sangre de
la vena yugular de animales conscientes en tubos para plasma con EDTA. Se obtuvo el plasma de referencia para
los ELISA a partir de cada animal antes del tratamiento. Se determinaron los niveles en suero de eritropoyetina
utilizando un kit de ELISA disponible en el mercado de R&D Systems (Minneapolis, MN).

Analisis de Transferencia Western

Se cargo hF. IX purificado (Sigma, St. Louis, MO) en tampon de la muestra (Tris 0,5 M, SDS al 1,5%, (B[
mercaptoetanol al 4%, glicerol al 10%, azul bromofenol al 0,03%) en gel de poliacrilamida con Tris-glicina al 10%
(Novex, San Diego, CA). Después de la electroforesis, la proteina fue transferida a una membrana de nitrocelulosa
(Novex, San Diego, CA). Después las membranas se incubaron primero en plasma canino (1:50) de animales
tratados o de perros normales (control negativo). Para el control positivo se incub6 la membrana en plasma canino
normal con una cantidad afiadida de anticuerpo anti-hF. IX de conejo (1:1.000 final). El segundo anticuerpo fue o
anticuerpo anti-canino de conejo conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Sigma, St. Louis, MO) o
anticuerpo anti-conejo de oveja conjugado con HRP (Sigma, St. Louis, MO). Las bandas de las transferencias se
visualizaron utilizando un kit de sustrato de peroxidasa (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA).

Creatina Quinasa (CK)

Se congeld suero recogido de perros y se envio sobre hielo seco por medio de un servicio de mensajeria
nocturno a IDEXX Veterinary Services (West Sacramento, CA) para el analisis de los niveles de CK mediante la
metodologia convencional.

Analisis Histologico y Tipaje de Fibras

Para la inmunohistoquimica de hF. IX en tejido de ratdn se utiliz6 un método modificado de Herzog et al.
(1997) Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 94 (11), 5804-5809. En resumen, se fijaron criosecciones de tejido de 10
micrometros en paraformaldehido al 3% durante 15 minutos, se enjuagaron en PBS, se trataron con metanol durante
10 minutos, se lavaron tres veces en PBS y después se bloguearon en suero de cabra normal al 20%. Las secciones
se incubaron con posterioridad durante 1 hora con un anti-hF. IX de conejo purificado por afinidad (Dako Corp.,
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Carpinteria, CA.) que estaba diluido 1:6.000 en PBS/BSA al 1%. Las secciones se enjuagaron con PBS y se
incubaron con anti-IgG de conejo de cabra biotinilada (Vector Laboratories, Burlingame, CA.) diluida 1:400 en PBS
durante 30 minutos. Las secciones se enjuagaron y se visualizé la tincion de hF. IX utilizando el reactivo Elite ABC
(Vector Laboratories, Burlingame, CA.) a una dilucién de 1:80 durante 30 minutos seguido de una incubacién de 5
minutos en una solucion de DAB (Vector Laboratories, Burlingame, CA.). Las secciones se contratifieron con
hematoxilina de Mayer (VWR, Houston, TX). Todas las etapas de incubacion fueron a la temperatura ambiente.

Para el subtipaje de la fibra de ATPasa, se incubaron 10 micrometros de criosecciones de tejido muscular
(secciones seriadas de las utilizadas para la tinciéon del hF. IX) durante 5 minutos en tampdn de acetato de barbital,
pH 4,6, se transfirieron a solucion de ATPasa, pH 9,4, durante 20 minutos, se lavaron tres veces en cloruro de calcio
al 1%, se lavaron durante 5 minutos en cloruro de cobalto al 2%, se lavaron diez veces en solucién de lavado de
barbital sédico 0,01 M, y se enjuagaron en agua destilada durante 5 minutos. Para visualizar la actividad ATPasa, se
sumergieron las secciones en sulfuro de amonio al 1,5% durante 20 segundos, se enjuagaron en agua destilada, se
deshidrataron en etanol, y se cubrieron con un cubre. A pH 4,6, las fibras de tipo | se tifien de color pardo oscuro, las
fibras de tipo IIA se tifien de color pardo muy claro y las fibras de tipo IIB son intermedias.

Para los perros, se recogieron muestras de musculo y se colocaron inmediatamente en formalina
tamponada neutra al 10% durante la noche a la temperatura ambiente. El tejido se deshidrat6 utilizando alcohol y
después se embebiod en parafina. Se cortaron secciones y se tifieron con hematoxilina de Mayer y eosina (Sigma, St.
Louis, MO).

Toda la microscopia se realizé con un microscopio Olympus BX-40 (Olympus America, Melville, NY)
equipado con una camara de video en color DXC- 960MD (Sony Corp., Japon).

EJEMPLO I: Determinacion de la Formulacion y los Parametros de Liberacién Utilizando Genes Informadores

La formulacién del ADN con polimeros aniénicos aumenta la expresiéon del gen mediada por electroporacion
después de una inyeccion intra-muscular. Un ejemplo de un polimero anidnico es un exceso de ADN no codificante,
que puede incrementar la expresion del transgén. El protocolo que se utilizd regularmente para transfectar las
miofibras de ratones CD-1 o C57BL/6 consistié en una inyeccion de una solucion de ADN seguida, dos minutos mas
tarde, de la electroporacion del musculo inyectado con un electrodo de pinza. Se inyectd simultaneamente una masa
constante (0,75 microgramos, 2,5 microgramos o 15 microgramos) de un ADN plasmidico que codificaba el gen de
SEAP (fosfatasa alcalina secretada placentaria humana) con diferentes cantidades de un plasmido vacio en el
musculo tibial craneal de los ratones CD-1. Plasmido vacio significa que el plasmido no porta las secuencias
codificantes para SEAP, ni preferiblemente, ningin otro gen.

La Figura 1 muestra las concentraciones en suero de SEAP a los 7 dias de la inyeccion de las mezclas de
ADNp de SEAP/ADN vacio en el musculo tibial craneal de los ratones CD-1 y la electroporacién del tejido. Se
administraron diferentes cantidades de ADNp de SEAP (0,15 microgramos, 0,75 microgramos, 2,5 microgramos,
6,25 microgramos y 15 microgramos) y un exceso de ADNp vacio (con respecto al ADNp codificante) en 50
microlitros por animal (la mitad de esta dosis por pata). Para cada dosis de ADNp de SEAP sometida a ensayo, la
concentracion de SEAP en el suero en el pico de expresion (7 dias después de la inyeccion/electroporacion)
aumento sustancialmente cuando se administré simultaneamente un exceso de 2 veces de ADNp vacio con el ADNp
codificante. Por ejemplo, la expresion de SEAP en estas condiciones con 2,5 microgramos de ADNp de SEAP fue
similar a la obtenida con 6,25 microgramos de ADNp de SEAP sin ningun plasmido vacio. Cuando la cantidad de
ADNp de SEAP administrada fue de 2,5 o 15 microgramos, el aumento adicional del vector vacio (6,30 y 120 veces)
dio como resultado un continuo descenso de la expresion de SEAP. A la inversa, para la cantidad mas pequefia de
ADNp codificante (0,75 microgramos), la expresion de SEAP se mantuvo cuando se inyectd simultaneamente un
exceso de 6 veces de ADN vacio.

Esta evolucién no monétona de la expresion de SEAP a medida que la cantidad de ADN vacio previamente
mezclado con el ADNp de SEAP aumenta, refleja la interaccién de dos fenémenos. Primero, la adicion del ADNp
vacio intensifica la expresiéon del gen debida a la saturacion de un mecanismo de degradacion del ADN o a la
saturacion de un proceso que desactiva el ADN (p. ej, unidn a entidades catidnicas tales como cationes divalentes o
histonas, en el fluido intersticial y en los nucleos de los miocitos, respectivamente). Este efecto puede dar como
resultado un aumento de la absorcion intracelular (o intranuclear) o un procesamiento mas eficaz del ADNp de SEAP
en el nucleo. Segundo, el vector vacio compite con el ADN codificante de SEAP en algunas de las etapas que
conducen a la transcripcion del transgén, lo que da como resultado una disminucién de la expresion de SEAP. Estas
etapas incluyen la distribucion del ADN en el fluido intersticial antes de la electroporacion, la entrada intracelular a
través de los electroporos, el trafico hacia los nucleos, la entrada en los nucleos y la union a los factores de
transcripcion.

De este modo, los polinucleétidos que tienen secuencias no codificantes o preferiblemente secuencias al
azar pueden funcionar protegiendo de la degradacion in vivo el plasmido que porta un gen que se pretende expresar
en un animal.
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Ademas de la utilizacion de polinucledtidos o plasmidos vacios para aumentar la expresion del transgén y
protegerlo frente a la degradacién, también se pueden utilizar otros polimeros aniénicos. Estos polimeros aniénicos
pueden incluir poli-aminoacidos (tales como poli(acido L-glutamico), poli(acidos D-glutamicos), poli(acido L[
aspartico), poli-D-aspartico, y sus combinaciones) o poli(acidos organicos) (tales como poli(acido acrilico) que
muestran efectos beneficiosos similares a los del plasmido vacio, pero que no compiten con el ADNp de SEAP en
los procedimientos descritos mas arriba.

Se encontré que algunos polimeros aniodnicos eran considerablemente mas potentes que el ADN no
codificante para incrementar la expresiéon del transgén. Se mezclaron polimeros aniénicos con diversos origenes,
pesos moleculares, conformaciones y densidades de carga a diferentes concentraciones con el ADNp de SEAP
(0,05 mg/ml) antes de su inyeccién en el musculo tibial craneal de ratones CD-1. Siete dias después del
procedimiento de inyeccion/electroporacion (en el pico de expresion), se determinaron las concentraciones en suero
de SEAP (Fig. 2). A la dosis baja de ADN sometida a ensayo (1,25 microgramos por tibial), algunos de los polimeros
anionicos seleccionados aumentaron considerablemente la expresion de SEAP. Los niveles mas altos de SEAP se
obtuvieron con el poli(acido acrilico) (pAA) de 60 kDa a 3,0 mg/ml y el poli(acido L-glutamico) de 2-15 kDa a 6,0
mg/ml. La administracion simultanea de estos polimero anidnicos con el ADNp de SEAP aumento la expresion en 10
y 8 veces, respectivamente (Fig. 2).

Con el fin de caracterizar adicionalmente el efecto beneficioso proporcionado por los polimeros aniénicos,
se llevd a cabo el mismo tipo de experimento que se ha mencionado mas arriba, pero a una concentracion de ADN
10 veces superior de 0,5 mg/ml. La Figura 2 muestra las concentraciones en suero de SEAP a los 7 dias de la
inyeccion del ADNp de SEAP desnudo o de mezclas de ADNp de SEAP/polimero anidénico en el musculo tibial
craneal de ratones CD-1 y la electroporacion del tejido. La cantidad de ADNp de SEAP administrada por animal fue
de 2,5 microgramos en 50 microlitros (la mitad de esta dosis por pata). La concentraciéon del polimero aniénico en la
solucion inyectada varié segun se indica en la grafica. La Figura 3 muestra lo mismo que la Fig. 2, excepto que la
cantidad de ADNp de SEAP administrada por animal fue regularmente (a menos que se mencione de otro modo) de
25 microgramos en 50 microlitros (la mitad de esta dosis por pata). La concentracion del polimero aniénico (o
monodmero anionico cuando sea aplicable) en la solucion inyectada varié como se indica en la grafica.

A esta elevada concentracion de ADN, el intervalo de mejoras en la expresion de SEAP resultantes de la
adicion de un polimero anidnico fue menor que el observado previamente (Fig. 2, 3). En particular, los poli(acidos
acrilicos), muy eficaces a una dosis de ADN baja, fueron casi inactivos. No obstante, los polipéptidos todavia
aumentaron sustancialmente la expresion de SEAP (hasta 2 veces con el poli(acido glutamico) de 2-15 kDa a 6,0
mg/ml). Este resultado fue concretamente notable dado que la expresion de SEAP estaba alcanzando una meseta a
esta concentracion de ADN. En efecto, cuando el ADN se administré "desnudo”, la expresion de SEAP aumentd
solamente un 50% y un 15% después de un incremento en la concentracion de ADN de 3 veces (desde 0,5 mg/ml a
1,5 mg/ml) y 10 veces (hasta 5,0 mg/ml), respectivamente (Fig. 3).

El hecho de que el mondémero de acido glutamico fuera incapaz de aumentar la expresion, en contraste con
el polimero de 2-15 kDa (Fig. 3), demostré que es necesaria una macromolécula para proporcionar el efecto que
conduce a expresiones mas elevadas. Cuando los resultados de los dos experimentos separados presentados
parcialmente en la Fig. 2 y la Fig. 3 se reunieron en la grafica compuesta (Fig. 5A), la evolucion de la expresion de
SEAP como una funcion de la concentracion de ADN se pudo comparar para la inyeccion de ADN desnudo y los dos
tratamientos con ADN/polimeros anidnicos (esto es poli(dcido L-glutdmico) de 2-15 kDa a 6,0 mg/ml y
ADN/poli(acido acrilico) de 60 kDa (pAA) a 3,0 mg/ml). Después de afiadir un polimero aniénico a la solucion de
ADN aparecieron claramente dos tendencias. En el caso del poli(acido acrilico) de 60 kDa, el incremento en la
expresion de SEAP (en comparacion con el ADN desnudo) es elevado pero restringido a concentraciones de ADN
bajas e intermedias. En el caso del poli(acido L-glutamico) de 2-15 kDa, los niveles de expresion son ligeramente
mas bajos en este intervalo de concentraciones de ADN, pero el efecto beneficioso todavia es sustancial a elevadas
concentraciones de ADN.

El procedimiento de inyeccién/electroporacion se llevé a cabo en el misculo gastrocnemio de ratones CD-1,
en lugar de en el tibial craneal, para determinar si el incremento en la expresion proporcionado por algunos
polimeros anionicos es especifico del musculo utilizado para la expresion. Los polimeros anionicos seleccionados
fueron aquellos que produjeron los niveles de expresién mas elevados en los estudios descritos mas arriba, esto es,
los poli(acidos L-glutamicos) de 2-15 kDa y 50-100 kDa asi como el poli(acido acrilico) de 60 kDa. Se sometieron a
ensayo dos concentraciones de ADN en este estudio, esto es, 0,3 mg/ml (15 microgramos inyectados por
gastrocnemio) y 1 mg/ml. La Figura 4 muestra las concentraciones en suero de SEAP a los 7 dias de la inyeccion
del ADNp de SEAP o las mezclas de ADNp de SEAP/polimero anidnico en el musculo gastrocnemio de ratones CD[]
1y electroporacion del tejido. La cantidad de ADNp de SEAP administrada por animal fue de 30 microgramos, 100
microgramos o 300 microgramos en 100 microlitros (la mitad de esta dosis por pata). La concentracion del polimero
anionico en la solucion inyectada varié segun se indica en la grafica.

Los tres polimeros produjeron un incremento sustancial en la expresion a la dosis baja de ADN (Fig. 4). A la
inversa de lo observado cuando las inyecciones se realizaron en el musculo tibial craneal, el poli(acido acrilico) de
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60 kDa fue muy eficaz a su concentracion mas baja de 0,6 mg/ml y fue menos potente que los poli(acidos L[]
glutamicos) utilizados a 6,0 o 12,0 mg/ml. En las mejores condiciones sometidas a ensayo (poli(acido L-glutamico)
de 50-100 kDa a 6,0 mg/ml), la expresion de SEAP se incrementd 8 veces por encima de la obtenida con el ADN
desnudo. A la concentraciéon de ADN superior, se acentuaron las tendencias descritas mas arriba. El poli(acido
acrilico) de 60 kDa no era inactivo ni inhibidor a concentraciones elevadas, mientras los poli(acidos L-glutamicos)
todavia producian un incremento de 2 a 3 veces en la expresion. De nuevo, este resultado fue concretamente
notable, dado que los niveles de expresion alcanzados con el tratamiento con ADN desnudo solamente aumentaron
un 10% cuando la concentracion de ADN se elevo a 3,0 mg/ml en lugar de 1,0 mg/ml.

La Figura 5A muestra las concentraciones en suero de SEAP el dia 7 como funcién de la cantidad de ADNp
de SEAP inyectada en el musculo tibial craneal de ratones CD-1. Las soluciones administradas dos minutos antes
de la electroporacion consistieron en ADNp de SEAP desnudo o una mezcla de ADNp de SEAP y un poli(acido
acrilico) de 60 kDa a 3,0 mg/ml o una mezcla de ADNp de SEAP y un poli(acido L-glutamico) de 2-15 kDa a 6,0
mg/ml. La Figura 5B muestra las concentraciones en suero de SEAP el dia 7 como una funcién de la cantidad de
ADNp de SEAP inyectada en el musculo gastrocnemio de ratones CD-1. Las soluciones administradas dos minutos
antes de la electroporacion consistieron en ADNp de SEAP desnudo o una mezcla de ADNp de SEAP y un
poli(acido L-glutamico) a 6,0 mg/ml. Cuando se traza la concentracion en suero de SEAP a los 7 dias de la inyeccion
como una funcion de la cantidad de ADN inyectada por animal como en la Figura 5B, el efecto beneficioso de los
poli(acidos L-glutamicos) (a 6,0 mg/ml) sobre la expresion aparece claramente.

EJEMPLO II: Determinacion de la Expresion del Gen Informador Utilizando Poli(Acido L-Glutamico) sin
Electroporacién

Con el fin de determinar la capacidad del poli(glutamato de sodio) para incrementar la expresion de los
genes codificados en el ADN plasmidico sin electroporacién, se comparé el ADN plasmidico formulado en solucién
salina con una formulaciéon en poli(glutamato de sodio) para determinar la expresion después de una inyeccion
intramiocardica en ratones.

El ADN plasmidico que codificaba la luciferasa (pLC0888) se formulé en solucion salina o poli(L-glutamato
de sodio) al 6% (Sigma P4636) a concentraciones de plasmido de 1 y 3 mg/mL. Se utilizaron un total de veinte
ratones macho CD-1 (29-31 g). Se inyectd en el miocardio directamente después de la exposiciéon quirirgica. Se
inyectaron 10 microlitros de la formulacién (utilizando una jeringa de insulina de 3/10 cc) en el apex del corazoén (esto
es, en el ventriculo izquierdo). El corazén se recoloco y se suturd el térax. Siete dias después de la inyeccion, los
corazones se separaron y se congelaron instantaneamente en nitroégeno liquido, y se almacenaron a -80°C hasta
que se necesitaron para su analisis. Para el andlisis, el musculo del corazén se homogeneizé en un "Bead-Beater"
durante 2 minutos antes de la adicién de 1 mililitro de 0,5X tampén de Lisis. El tejido se homogeneizé en un "Bead-
Beater" durante 5 minutos y se centrifugé durante 10 mins a 13.000 rpm. Los sobrenadantes se analizaron para
determinar la actividad luciferasa. Los resultados de la expresion de la luciferasa a los 7 dias de la inyeccion se
muestran en la Figura 6. Cada barra representa n = 5. Como se muestra en la Figura 6, el ADN plasmidico
formulado con poli(L-glutamato) aumenté la expresion del gen varias veces por encima de la solucién salina.

EJEMPLO llI: Expresiéon de Genes Terapéuticos para la Expresion del Factor IX Utilizando Formulaciones de
Polimeros

Ademas de los genes informadores, también se realizaron experimentos utilizando poli(acidos L-glutamicos)
para incrementar la expresion de un gen terapéutico, esto es que codifica el factor de coagulacién IX. La potencia de
estos polimeros anidnicos se sometié a ensayo con pFN0945 (SEQ ID NO: 3 y Figura 17) a concentraciones de
ADN (0,5 mg/ml y 1,0 mg/ml) para las cuales la expresion de hF. IX habia alcanzado una meseta. La Figura G
muestra las concentraciones en suero de hF. IX el dia 7 después de la inyeccién de ADNp de hF. IX desnhudo o
mezclas de ADNp de hF. IX/poli(acido L-glutamico) en el musculo tibial de ratones C57BL/6 y electroporacion del
tejido. La cantidad de ADNp de hF. IX administrada por animal fue de 25 pg (0,5 mg/ml) o de 50 microgramos (1,0
mg/ml) en 100 microlitros (la mitad de esta dosis por pata). La concentracidon del polimero aniénico en la solucion
inyectada vari6 como se indica en la grafica. Los poli(acidos L-glutamicos) seleccionados diferian por su peso
molecular, oscilando entre 0,5-1,5 kDa (con un grado de polimerizacion (GP) de 9) a 15-50 kDa. Todos los
poli(acidos L-glutamicos) sometidos a ensayo fueron capaces de incrementar la expresion de hF. IX
sustancialmente, especialmente a 6,0 mg/ml, solamente con pequefas diferencias en la potencia entre polimeros. El
nivel de hF. IX mas alto obtenido después de la inyeccion en el musculo tibial de ratones C57BL/6 y electroporacion
del tejido fue de 280 ng/ml, consistiendo un tratamiento en ADN a 0,5 mg/ml y el poli(acido L-glutamico) de 2-15 kDa
a 6,0 mg/ml. En comparacion, el tratamiento con ADN desnudo solamente dio como resultado niveles de hF. IX en
torno a 160 ng/ml.

Persistencia de la Expresion procedente del ADN Plasmidico
Para determinar si la expresién de hF. IX podia persistir en el plasma durante un tiempo prolongado en

ausencia de respuesta inmunitaria, se sometié a ensayo el plasmido formulado con PVP (5%) en ratones SCID
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beige inmunodeficientes. La Figura 8 muestra la expresion de hF. IX en plasma de ratones (SCID beige)
inmunodeficientes. Se inyectd inicialmente el plasmido (1 mg/ml) formulado con PVP al 5% (25 microlitros en cada
musculo tibial y 50 microlitros en cada musculo gastrocnemio) en los ratones. De acuerdo con los patrones de
expresion en ratones inmunocompetentes, los niveles de hF. IX alcanzaron un pico 7 dias después de la inyeccién a
~120 ng/ml (Figura 8). Después de una caida del 35% en los niveles de hF. IX mas o menos a los 14 dias de la
inyeccion, la expresion permanecid bastante estable hasta 90 dias después de la inyeccion pero cayeron hasta
~20% de los valores pico el dia 125.

El dia 153, se volvié a inyectar el plasmido a los animales y se realizé la electroporacion en los mismos
musculos que se habian utilizado en el primer tratamiento. Para la segunda inyeccion el dia 153 (indicado por la
flecha), los animales se separaron en dos grupos. A un grupo se le inyecto el plasmido formulado con PVP al 5% (n
=7) y al otro grupo se le inyecté el plasmido formulado con 6 mg/ml de poli(L-glutamato) (n = 8). Para las segundas
inyecciones se emplearon los mismos sitios de inyeccién y dosis de plasmido que se habian utilizado para las
primeras inyecciones. En ambos grupos de ratones SCID, la re-administracion del plasmido condujo a una elevacion
significativa de los niveles de hF. IX en plasma. El grupo al que se habia inyectado el plasmido formulado con poli(L!!
glutamato) tuvo una expresion significativamente mayor que el grupo al que se habia inyectado PVP. Esta diferencia
en los niveles de expresion entre los grupos después de la segunda administracion se mantuvo a lo largo de toda la
duracion del experimento. La cinética de la expresion de hF. IX en ambos grupos fue similar a la observada después
de la primera administracion puesto que hubo una caida significativa desde el pico de expresion (obtenido ~7 dias
después de la re-inyeccion) en las dos primeras semanas.

Las graficas del inserto de la Figura 8 también muestran en efecto de 6 mg/ml de poli(L-glutamato) sobre la
expresion de hF. IX y hEPO en comparacién con la solucién salina. Para estos experimentos, se inyecté en el tibial
de los ratones el plasmido que codificaba hF. IX (50 microgramos) o la eritropoyetina humana (75 microgramos)
seguido de electroporacion. Se recogieron las muestras de plasma o suero 7 dias después del tratamiento para su
analisis. Todos los valores se representan como ETM. Se utilizé un test de la t de Student para comparar las medias
y en la Figura 8, * = P < 0,05. Los plasmidos formulados con poli(L-glutamato) (6 mg/ml) condujeron a un aumento
de 1,5 veces a 5,9 veces en la expresion en comparacion con el plasmido en solucioén salina con electroporacién y
dependia del gen insertado (Figura 8, inserto).

En los ratones SCID, 10 meses después de la inyeccion inicial con PVP seguida de re-inyeccidén con una
formulacion de poli(L-glutamato), se recogieron los musculos tibial y gastrocnemio para la inmunotinciéon de hF. IX y
el tipaje de las fibras musculares. La Figura 9 muestra la inmunohistologia y el tipo de fibras de los miocitos que
expresaban hF. IX en musculos de ratones SCID. Se recogieron secciones representativas de musculo
gastrocnemio de raton SCID procedente de tejido que se habia recogido ~300 dias después de la inyeccion inicial.
La Figura 9A muestra la inmunolocalizaciéon de hF. IX donde los miocitos positivos estan tefiidos de oscuro (aumento
original 100X). La Figura 9B muestra la tincion de ATPasa (pH 4,6) de una seccion seriada del panel A. Se
distinguen las fibras de tipo | (oscuras) y las fibras de tipo Il (claras) (aumento original 100X). Una muestra
representativa de fibras complementarias esta marcada en ambos paneles indicando que las fibras tanto de tipo |
como de tipo Il estdn expresando hF. IX. Tanto los musculos tibiales como gastrocnemios mostraron una amplia
distribucién de fibras que expresaban hF. IX. En el gastrocnemio, se encontré expresion tanto en las fibras de tipo |
como de tipo Il en proporciones aproximadamente iguales aunque el numero absoluto de fibras de tipo | tefiidas fue
mucho menor que el de fibras de tipo Il (Figura 9). En los tibiales de ratéon hubo pocas, si las hubo, fibras de tipo | y
de este modo la expresidon se observo principalmente en las fibras de tipo Il. De este modo, la expresion a largo
plazo de hF. IX, alcanzada en ratones inmunocomprometidos (SCID beige), indica que los plasmidos son estables y
transcripcionalmente activos en el musculo durante un periodo de tiempo prolongado.

Aplicabilidad a Animales Grandes

La aplicabilidad del procedimiento de liberacion de genes a animales grandes es una etapa requisito previa
necesaria para el desarrollo de una terapia génica clinicamente util en potencia. La Figura 10A representa los
resultados de los niveles de hF. IX en plasma en perros después de la inyeccion intramuscular de plasmido
aumentado por electroporacion. Se inyectaron 1,6 o 2,8 mg/kg de plasmido en seis peros adultos (beagle 9-13 kg)
utilizando un protocolo de multiples sitios seguido de electroporacion con electrodos en serie de 6 agujas. EI ADN se
formuld con poli(L-glutamato) (6 mg/ml) para estos estudios. Los perros se dividieron en dos grupos. En un grupo se
administré intramuscularmente una dosis total de 18 mg dividida en 6 sitios, una en cada biceps femoral, tibial
semimembranoso y craneal de ambas patas posteriores. En el segundo grupo, se administraron intramuscularmente
36 mg de plasmido en 12 sitios, en cada uno de los musculos biceps femoral, semimembranoso, semitendinoso,
vasto lateral, tibial craneal y la cabeza larga del triceps braquial de los miembros anteriores y posteriores. Se
administrd un volumen total de 2,0 ml en cada sitio. En cada sitio se inyectaron 2,0 ml de plasmido (1,5 mg/ml)
formulado con 6,0 mg/ml de poli(L-glutamato) seguido de electroporacion con un electrodo en serie de 6 agujas. Los
grupos con 6y 12 sitios de inyeccién tuvieron 18 mg y 36 mg de plasmido inyectado por animal, respectivamente. La
Figura 10A muestra los resultados en los que el plasma se recogio y se analizé por medio de ELISA. Los valores son
las medias + ETM con n = 3 para cada grupo.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2364 812T3

Los valores medios de los grupos con 6 y 12 sitios de inyeccion presentaron picos a 36,1 ng/ml (dia 22) y
27,2 ng/ml (dia 14), respectivamente (Figura 10A). Los valores para los dos grupos divergieron el dia 22 debido a un
incremento inesperado en la expresion media del grupo de animales que habian sido inyectados en 12 sitios. Sin
embargo, los niveles de expresion de este grupo el dia 22 no son significativamente mayores que el dia 14. A pesar
de esta anomalia, hacia el dia 28 los niveles de expresion de ambos grupos no fueron distinguibles de los niveles de
fondo.

Respuesta Inmunitaria a la Proteina Expresada

La Figura 10B muestra una transferencia western de hF. IX purificado utilizando suero de animal tratado
como anticuerpo primario. La calle A representa el marcador de peso molecular; la calle B representa el control
negativo (esto es, suero de animales no tratados); la calle C representa el control positivo (esto es, suero canino con
una cantidad de anticuerpos anti-hF. IX de conejo afiadidos); la calle D representa la inmunorreaccion a hF. IX por el
suero de un perro hembra procedente del grupo de 6 inyecciones (pico de expresion de hF. IX 35,71 ng/ml); la calle
E representa la inmunorreaccion a hF. IX por el suero procedente de un perro macho procedente del grupo de 12
inyecciones (pico de expresion de hF. IX 47,9 ng/ml). De este modo, el analisis mediante transferencia Western
indicoé que el plasma de los perros contenia material que presentaba reaccion cruzada con el hF. IX purificado que
concuerda con una respuesta inmunitaria a la proteina humana (Figura 10B).

Ademas, el analisis del suero también reveld un incremento transitorio en los niveles de creatinina quinasa
(CK) que presentd picos dos dias después del tratamiento, y volvid a niveles normales 7 dias después del
tratamiento indicando que un cierto trauma muscular esta asociado con el procedimiento de liberacién génica
utilizando electrodos en serie de 6 agujas invasivos. Esta respuesta es claramente dependiente de la dosis en los
animales a los que se ha administrado una dosis superior (12 sitios de inyeccion) que tienen niveles pico de CK el
dia 3 superiores a los de los animales procedentes del grupo con 6 sitios de inyeccién. Un examen histoldgico de los
diferentes musculos inyectados revel6 cierta lesion muscular aproximadamente 1 mes después del tratamiento. En
la mayor parte de los casos, no se observaron cambios histolégicos o estuvieron restringidos a pequefios puntos
concretos, en los cuales hubo indicacion de pérdida de miocitos e infiltracion de monocitos. En raras ocasiones, el
sitio de la inyeccion se caracterizé por zonas de tejido necrético y pérdida de monocitos asociada. Este tipo de lesion
también se observé en ratones en los primeros momentos después del tratamiento (2 semanas) cuando se utilizaron
electrodos calibradores, pero los musculos recuperaron la histologia normal con el tiempo (datos no mostrados). No
hubo indicacién de que un tipo muscular concreto fuera mas susceptible de lesion tisular que otro.

La Expresion Depende de la Dosis

Para establecer que la expresion de hF. IX en musculo canino era dependiente de la dosis, se utilizaron el
biceps femoral y el tibial craneal de los miembros posteriores izquierdo y derecho de perros de 11 semanas de edad
para el protocolo de liberacion génica. El plasmido formulado se inyecté en 4 sitios en cada perro (tibial craneal
izquierdo y derecho, biceps femoral izquierdo y derecho). La concentracion de plasmido fue de 3,0 mg/ml. Los
volumenes inyectados (en cada sitio) fueron 0,12 ml, 0,36 ml, 0,60 ml y 1,2 ml para cada grupo. Se recogi6 el suero
7 dias después del tratamiento para su analisis (niveles pico). Para normalizar las variaciones en el peso del animal,
se representan los niveles de hF. IX absoluto (determinado estimando el volumen en sangre a 7% del peso de los
perros). Los valores son las medias + ETM con n = 3 para cada grupo. Los valores en las medias + ETM por animal
con n = 4 para cada grupo. Los niveles de hF. IX en plasma aumentaron con las cantidades crecientes de plasmido
desde 0,8 mg/kg hasta 2,3 mg/kg. A dosis elevadas de plasmido (5,3 mg/kg) los niveles de expresién media fueron
inferiores a los obtenidos a la dosis de 2,3 mg/kg pero la diferencia no fue significativa.

Utilizando el plasmido inyectado en el masculo esquelético seguido inmediatamente de electroporacion, los
autores de la presente invencion lograron niveles terapéuticamente significativos de expresién de hF. IX en el
plasma de ratones y perros.

Secuencia de hF. IX Optimizada

Los experimentos anteriores se realizaron con el plasmido pFN0945 (SEQ ID NO: 3 y Figura 17), que tiene
la secuencia de acido nucleico humana natural que codificaba hF. IX. Para las aplicaciones de terapia génica en
seres humanos, también se puede utilizar pFN0945, pero se puede preferir una secuencia de codones optimizados
para hF. IX cuando se desea una expresion superior debido a la traduccion superior de un ARNm de codones
optimizados. Un ejemplo de una secuencia de codones optimizados para hF. IX es el plasmido pFN1645, que se
describe como SEQ ID NO: 4 y se muestra en la Figura 18.

EJEMPLO IV: Expresion de Genes Terapéuticos

También se acometieron experimentos para determinar la capacidad del poli(L-glutamato) para incrementar
la expresiéon de un gen de eritropoyetina ("EPQO") no viral. Utilizando el analisis mediante reacciéon en cadena de la
polimerasa cuantitativa (PCRc), el plasmido formulado en Poli(L-Glutamato) dio como resultado al menos un
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incremento logaritmico de los niveles de ADN de mEPO en comparacion con los animales que recibieron una
formulacion de solucion salina/ADN.

Expresiéon de EPO Utilizando Formulaciones Poliméricas

Se inserto la secuencia codificante de mEPO en el esqueleto del plasmido Valentis que contenia una UTR
5' de 107 pb, un intrén sintético de 117 pb, la sefal de poliadenilacion de la hormona del crecimiento humana, un
origen de replicacion de PUC12 y un gen de resistencia a kanamicina como se ha mencionado antes. El gen de
mEPO estaba dirigido por el intensificador/promotor de CMV. La secuencia completa del plasmido resultante
pEP1403 que contenia el gen de mEPO se describe en la secuencia enumerada como SEQ ID NO: 2 y el mapa
plasmidico se muestra en la Figura 19. Los plasmidos se hicieron crecer en Escherichia coli DH5a y se purificaron
utilizando un método patentado que implicaba lisis alcalina y métodos cromatograficos (Abruzzese, R. V., et al.
(1999) Hum Gene Ther 10: 1499-1507).

Los animales recibieron CMV-mEPO formulado o bien en poli(L-glutamato) de 15-50 kDa o bien en solucién
salina. Las formulaciones plasmidicas se inyectaron intramuscularmente en cada pata, 25 microlitros en cada tibial,
50 microlitros en cada gastrocnemio seguido de electroporacion 2 min después de la inyeccién (375 V/icm (113 V/0,3
cm), 2 pulsos, longitud del pulso 25 mseg. A intervalos de tiempo definidos, se recogié la sangre mediante métodos
retro-orbitales y se determinaron los niveles de hematocrito o se analizé el suero para determinar los niveles de
EPO.

En los momentos indicados, se extrajo ADN de musculo total y se cuantificaron los niveles mediante PCRc
como sigue: Se determinaron las cantidades de ADN plasmidico en musculos de ratén llevando a cabo una PCR
cuantitativa en tiempo real TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA) sobre muestras de ADN aisladas como se
ha descrito previamente (Mahato, R. I. et al. Hum. Gene Ther. 9, 2083-2099 (1998)). Los cebadores utilizados en la
PCR fueron un cebador directo, que ceba en la regién no traducida 5', y un cebador inverso, que ceba en la region
codificante de EPO de ratdn. La secuencia de la sonda estaba localizada dentro del gen de EPO. Se utiliz6 el ADN
del plasmido CMV-mEPO purificado para generar una curva patron para el analisis de PCR. Como se muestra en la
Figura 11, la formulacién en poli(L-glutamato) da como resultado un incremento de varias veces la cantidad de ADN
plasmidico que puede ser detectada en los tejidos después de la electroporacion.

Para la determinacion de la expresién de mEPO, se liberaron 75 mg de pEP1403 (SEQ. ID. NO. 2) en 150
ml en ratones C57BL/6, 25 microlitros por tibial, 50 microlitros por gastrocnemio. El plasmido se formul6 en solucion
salina o en 6 mg/mL de poli(L-glutamato). Las Figuras 12 y 13 representan la expresiéon de mEPO vy la Figura 12
también representa el nivel de hematocrito en ratones después de la liberacién del gen de EPO de ratén por medio
de electroporacion utilizando formulaciones en solucién salina y poli(L-glutamato).

Como se muestra en las Figuras 12 y 13, la liberacion en una formulacion de poli-glutamato produce niveles
considerablemente superiores de proteina expresada que cuando el ADN plasmidico es liberado en solucion salina.
Debido a que se requiere una cantidad muy pequefia de eritropoyetina para dar un incremento maximo en el
hematocrito, los niveles de hematocrito inducidos mostrados en la Figura 12 no difieren entre las formulaciones de
solucion salina y poliglutamato. Sin embargo, debido a que el poliglutamato produce una transfecciéon mas eficaz, se
espera que se puedan administrar cantidades mas pequefias ADN utilizando formulaciones de poliglutamato.

EJEMPLO V: Expresion de Genes Terapéuticos
Expresion de Interferdn Alfa Utilizando Formulaciones Poliméricas

Se insertd la secuencia codificante de hINFa 2b en el esqueleto del plasmido Valentis que contenia una
UTR 5' de 107 pb, un intrén sintético de 117 pb, la sefal de poliadenilacion de la hormona del crecimiento humana,
un origen de replicacion de PUC12 y un gen de resistencia a kanamicina. El gen de hINFa estaba dirigido por el
intensificador/promotor de CMV. La secuencia completa del plasmido resultante pIF0921 que contenia el gen de
hINF-a se describe en la secuencia enumerada como SEQ ID NO: 1 y el mapa plasmidico se muestra en la Figura
20. Los plasmidos se hicieron crecer en Escherichia coli DH5a y se purificaron utilizando un método patentado que
implicaba lisis alcalina y métodos cromatograficos (Abruzzese, R. V., et al. (1999) Hum Gene Ther 10: 1499-1507).

Para el analisis de la expresion, se inyectaron 25 microlitros de formulaciones de plasmido o bien en polil]
glutamato o bien en solucién salina que tenian concentraciones de ADN variables (1,0 mg/ml, 0,1 mg/ml y 0.01
mg/ml) en cada tibial, se sometieron a electroporacién ambas patas con electrodos calibradores a 375 V/cm, 2
pulsos, 25 ms cada pulso. Para el andlisis, se recogi6 el suero por medio de sangrias retro-orbitales (dias 4, 7, 14 y
30). Se utilizé un ELISA disponible en el mercado (Endogen) para determinar los niveles de INF-a. Como se muestra
en las Figuras 14A y B, se obtuvo un aumento significativo de la expresion de hINF-a en ratones CD-1 utilizando el
plasmido formulado con 6 mg/ml de poli-L-glutamato a dosis de ADN de 5 y 50 microgramos.

EJEMPLO VI: Proteccion Frente a Nucleasas del ADN Plasmidico formulado en Poli-L-Glutamato
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Se acometieron experimentos para determinar la capacidad del poli-L-glutamato y de Pluronic F68 para
proteger el ADN plasmidico de la digestion con nucleasa. Se obtuvo ADNasa | de Gibco/BRL (num. 18068-015). La
sal de sodio del poli(acido L-glutamico), 2-15 kDa se obtuvo de Sigma. EIl Pluronic F68 se obtuvo de Spectrum. Se
prepararon soluciones de partida de Polimero/ADN 2x (Pluronic F68 = 200 microgramos/ml de ADN plasmidico en
F68 al 10%; Poli-L-glutamato = 200 microgramos/ml de ADN plasmidico en 12 mg/ml de poli(L-glutamato de sodio).
Se prepararon diluciones de ADNasa de 1:10 a 1:10.000 en 1x tampdn de ADNasa. Las mezclas de reaccion finales
incluyeron 25 microlitros de la formulacion, 15 microlitros de agua, 5 microlitros de 10x tampén de ADNasa y 5
microlitros de ADNasa que se afiadieron en el orden enumerado. Las mezclas de reaccion se incubaron durante 15
minutos a 37°C y se termino con la adicion de EDTA antes de la electroforesis en gel.

Los resultados del andlisis de proteccion frente a la ADNasa se muestran en la Figura 15. El Panel A
representa un ADN en formulacién de solucién salina; el Panel B representa ADN formulado en Pluronic F68 al 5%;
el Panel C representa ADN formulado en 6 mg/ml de poli-L-glutamato. La calle A representa el control negativo (esto
es, ADN plasmidico sin ADNasa); la calle B representa el control positivo (esto es, ADN plasmidico y ADNasa
mezclados 1:1); las calles C-G representan las condiciones experimentales en las que el ADN formulado con
solucion salina (Panel A), F68 (Panel B), o poli-glutamato (Panel C) se mezclé con ADNasa diluida 1:1 (calle C); 1:10
(calle D); 1:100 (calle E); 1:1.000 (calle F); y 1:10.000 (calle G). En solucion salina, la ADNasa a 1:100 es capaz de
anular la banda inferior del plasmido superenrollado ademas de la degradacion del ADN resultante de frotis de
diferentes pesos moleculares sobre el gel. Por el contrario, tanto el poli-L-glutamato como el Pluronic F68 fueron
capaces de conferir proteccion frente a la degradacion con ADNasa a una dilucién 1:100.

EJEMPLO VII: Estabilidad Biol6gica a Largo Plazo del ADN formulado en Poli-L-Glutamato

También se acometieron experimentos para evaluar la estabilidad de formulaciones liquidas de poli-L-
Glutamato (15-50 kDa)/ADN.

Animales:

Se obtuvieron 108 ratones CD-1 (29-31 g) de Charles Rivers Labs. Los animales se alojaron en
microaislantes (10 ratones por aislante) en el vivario de Laboratory Animal Resource (LAR) y se mantuvieron en un
ciclo de dia/noche de 12/12 h, temperatura ambiente 23°C (72°F), y una humedad del 40%. Se suministraron
alimento (pienso para roedores de Purina) y agua ad libitum. La combinacién de la anestesia consistente en una
mezcla de Cetamina (74,0 mg/ml), Xilazina (3,7 mg/ml), y Acepromazina (0,73 mg/ml) se administrd IP a una dosis
de 1,8-2,0 ml/kg.

Grupos de Tratamiento y Rutas de Administracion:

Los animales se dividieron al azar en grupos de tratamiento con 6 (tibial) o 5 (gastrocnemio) ratones/grupo.
Para los grupos de los tibiales, se inyectaron 25 microlitros de las formulaciones descritas mas abajo en cada
musculo tibial, esto es, 50 microlitros de volumen total por ratén. Para los grupos de los gastrocnemios, se
inyectaron 50 microlitros de las formulaciones descritas mas abajo en cada musculo gastrocnemio, esto es, 100
microlitros de volumen total por ratén.

Formulaciones

Se prepararon formulaciones en NaCl 150 mM, Tris-HCI 5 mM, pH 7,5. Se utilizé el plasmido codificante de
SEAP pAP1166. 157 a 1 mg/ml. El plasmido y el poli-L-Glutamato (15-50 kDa) se formularon como sigue.

Formulacion ADNp conc. sal Poli-L-Glu Tampodn
(mg/ml)
A 1,0 150 mM 6,0 mg/ml Tris 5 mM/pH 7,5
B 0 150 mM 6,0 mg/ml Tris 5 mM/pH 7,5

Para las formulaciones liquidas, se mezclaron A (0,5 ml) y B (1,5 ml) de las mismas condiciones de
almacenamiento (o se rehidrataron con agua y se mezclaron para las muestras liofilizadas) justo antes de su uso
para el ensayo in-vivo (en los musculos gastrocnemio y tibial de los ratones CD-1) y el analisis QC. La concentracion
final de ADN de la mezcla fue de 0,25 mg/ml. Cada pareja An/B, se sometié a ensayo el dia 8, 21, 60 y 105. Como
control, se sometié a ensayo una muestra de nueva aportacion de 0,5 ml de A y 1,5 ml de B en cada momento.
Como control de ADN desnudo de nueva aportacion, se sometié a ensayo una muestra de 0,5 ml de A (A sin incluir
poli-L-Glutamato) y 1,5 ml de B (B sin incluir poli-L-Glutamato) en cada momento.

Las condiciones de liofilizacién/almacenamiento para las cuales se muestran los resultados en la Figura 16
fueron las siguientes:
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Grupo Condiciones Fisicas de almacenamiento Temperatura
A Liofilizaciéon (almacenamiento N.A. para la muestra sometida a | +4°C
ensayo justo después de completarse el ciclo de liofilizacion
B Liquido -20°C
C Liquido +4°C
D Liquido +25°C
E Liquido +37°C
F Liquido +50°C
G Liquido/almacenamiento con ciclo de congelacién/ | -20°C
descongelacién/congelacion el dia 2, 4 (y 10, 17, 24, 31, 38, 45,
52 y 59 si fuera aplicable)
H ADN/pGlu de nueva aportacion
| ADN desnudo de nueva aportacion

La Figura 16 representa los resultados del momento final de 105 dias e indica la actividad biologica del
ADN en diferentes condiciones de almacenamiento. Como se indica en la Figura 16, el ADN plasmidico a 1 mg/ml
formulado en poli-L-glutamato a 6 mg/ml es estable a lo largo de tres meses en solucion liquida a la temperatura
ambiente. El poli-L-glutamato también protegié al ADN de la degradacién durante la congelacion-descongelacion y la
liofilizacion.

Resultara facilmente evidente para el experto en la técnica que se pueden realizar diversas sustituciones y
modificaciones de la invencién descrita en la presente memoria, sin apartarse del alcance de las reivindicaciones.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Valentis, Inc.

<120> FORMULACIONES DE ACIDO NUCLEICO PARA SU LIBERACION GENICA Y METODOS DE USO
<130> 216/125

<140> TODAVIA NO ASIGNADO

<141> ADJUNTO

<150> US 60/187.236 Y US 60/261.751

<151> 2000-03-03 y 2001-01-16

<160> 4

<170> Microsoft Word

<210> 1

<211> 3589

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220> CDS

<222> (768) — (1334)

<223> Plasmido de expresion plF0921 que codifica el interferén alfa humano (768) — (1334).
<400> 1
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggag
aagtacgccce

catgacctta

catggtgatg

atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
ccatccacge
ggaacggtgce
gtttecttce
tgctagcagt
ttgetttact
atetgectca

ggagaatcte

cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
ctececacceca
aaatgtcgta
gtctatataa
tgttttgacc
attggaacge
cctgekatte
aatactaacg
ggtggceocte
adacccacagce

tcttttetee
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atggccegee
tteccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccgce
gcagagctcg
tcocatagaag
ggattceceyg
tgetcaacct
gttctttett
ctggtgetca
ctgggtagca
tgettgaaga
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tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cecattgacy
tttagtgaac
acaccgggac
tgttaattaa
tcctatcaga
tctcttcaca
gctgcaagte
ggaggacctt

acagacatga

cccaacgace
gggactttee
catcaagtgt
gcctggcatt
gtattagtca
tageggtttg
ttttggcacc
caaatgggcyg
cgtcagatceg
cgatccagce
caggtaagtg
aactgcagta
ggccaccatg
aagetgctct
gatgctcatyg
ctttggattt

ccogeccatt
attgacgtca
atcatatgee
atgcccagta
tcgectattac
actcacggdg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
cctggagacg
tcogeggacecy
tecttecectect
tctgtatttt
gecttgacct
gtgggctgtg
geacagatga

cceccaggagyg



961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361

agtttggcaa
agatcttcaa
acaaattcta
gggtgggggt
actteccaaag
ttgtcagagce
gaagtaagga
ccccteccca
cctaataaaa
gtggaggggg
gggggcececgg
catggtcata
gagccggaag
ttgcgttgeg
gaatcggcca
tcactgactce
cggtaatacg
gccagcaaaa
gcceccectga
gactataaag
ccctgecget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagctce
agcagcagat
ggtctgacgce
gagcggcgat
caatatcacg
agtcgatgaa
catgecgtcac
cggctggege
ccatccgagt
ccggatcaag
gagcaaggtg
tteecgette
acgatageccg
caaaaagaac

ttgtctgttg
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ccagttccaa
tctcttecage
cactgaacte
gacagagact
aatcactctce
agaaatcatg
atgaatctag
gtgcctetee
ttaagttgca
gtggtatgga
taccagcttt
gctgtttcct
cataaagtgt
ctcactgcce
acgcgegggg
gctgcgetcg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
chgtaggtat
ccecegtteag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatcegge
tacgcgcaga
tcagaagaac
accgtaaagce
ggtagccaac
tccagaaaag
gacgagatcc
gagcccctga
acgtgctcge
cgtatgcagc
agatgacagg
agtgacaacqg
cgectgectcg
cgggcgcecece
tgccceagtca

aaggctgaaa
acaaaggact
taccagcagc
ccecctgatga
tatctgaaag
agatcttttt
aaaagccgaa
tggeccctgga
tcattttgte
gcaaggggca
tgtteccttt
gtgtgaaatt
aaagcctggg
gctttccagt
agaggcggtt
gtcgtteggce
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
ttteccecectg
ctgtecegect
ctcagttcgg
cccgacceget
ttatcgecac
gctacagagt
atctgcgcectce
aaacaaacca
aaaaaaggat
tcgtcaagaa
acgaggaagc
gctatgtect
cggccecatttt
tcgecegtcegg
tgctettegt
tecgatgegat
cgeccgecattg
agatcctgec
tcgagcacag
tcctgeagtt
tgcgctgaca

tagccgaata
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cecateccctgt
catetgctge
tgaatgacct
aggaggactce
agaagaaata
ctttgtcaac
ttctgcagga
agttgccact
tgactaggtg
agttgggaag
agtgagggtt
gttatccgcet
gtgcctaatyg
cgggaaacct
tgcgtattgg
tgcggecgage
ataacgcagg
ccgcgttget
gctcaagtca
gaagctccect
ttctcectte
tgtaggtcgt
gcgccttate
tggcagcagce
tcttgaagtg
tgctgaagcece
ccgetggtag
ctcaagaaga
ggcgatagaa
ggtcagccea
gatagcggte
ccaccatgat
gcatgecgcgce
ccagatcatc
gtttecgettg
catcagccat
ccggcactte
ctgcgecaagg
cattcagggc
gccggaacac

gcectctceeac

cctccatgag
ttgggatgag
ggaagcctgt
cattctggcect
cagcccttgt
aaacttgcaa
attgggtggce
ccagtgceccca
tccttctata
acaacctgta
aatttcgage
cacaattcca
agtgagctaa
gtegtgcecag
gcgctcettee
ggtatcagcet
aaagaacatg
ggcgttttte
gaggtggcga
cgtgecgetet
gggaagcgtg
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttaccttce
éggtggtttt
tectttgate
ggcgatgege
ttcgeegecea
cgeccacaccee
attcggcaag
cttgagcctg
ctgatcgaca
gtggtcgaat
gatggatact
gcccaatage
aacgccegte
accggacagg
ggcggcatca

ccaagcggcce

atgatccagce
accctectag
gtgatacagg
gtgaggaaat
geectgggagg
gaaagtttaa
atccctgtga
ccagccttgt
atattatggg
gggctcgagg
ttggcgtaat
cacaacatac
ctcacattaa
ctgcattaat
gcttectege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctce
aacccgacag
cctgttecga
gcgetttete
ctgggetgtyg
cgtcecttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgca
ttttectacgg
tgcgaatecgg
agctcttcag
agccggceeac
caggcatcgce
gcgaacagtt
agaccggcett
gggcaggtag
ttctcggecag
agccagtccce
gtggccagcee
tcggtcttga
gagcagccga
ggagaacctg
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3421 cgtgcaatcc atcttgttca atcatgcgaa acgatcctca tcctgtctet tgatcagatce
3481 ttgatcccect gcgeccatcag atccttggeg gcaagaaage catcecagttt actttgcagg

10

3541 gcttcecaac cttaccagag ggcgaattcg agcttgecatg cctgcaggt

<210> 2
<211> 3609
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220> CDS

<222> (801) —

(1379)

<223> Plasmido de expresion pEP1403 que codifica la eritropoyetina de ratén (801) — (1379)

<400> 2

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

301

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

aattcgagct
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggcecgectg
tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgttttg
tgacgcaaat
tgaaccgtca
gggaccgatc
attaacaggt
tcagaaactg
tcacaggcca
ccectgetget
acagtcgggt
gttgtgecaga
tetatgcettg
ccctgctcag
cagagaccct
tgectgcgggt
ctccactceg
teecteecgggg
tctagaaaag
tctectggee
ttgcatcatt

tgcatgectg
cgaccccege
ttteccattga
agtgtatcat
gcattatgcc
agtcatcgct
gtttgactca
gcaccaaaat
gggcggtagg
gatcgcectgg
cagcctcege
aagtgtctte
cagtatctgt
ccaagcttcce
gattcetctg
getggagagg
aggtcccaga
gaaaagaatyg
cgaagecate
gcagctgcat
gctgggaget
cacactcaca
gaaactgaag
ccgaattcetg
ctggaagttg
ttgtetgact

caggtcgtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagta
cagtacatga
attaccatgg
cggggatttc
caacgggact
cgtgtacggt
agacgccatc
ggcegggaac
ctcctgtttce
atttttgcta
atgggggtgce
ggectcecag
tacatcctgg
ctgagtgaaa
gaggtggaag
ctgcaggecce
atcgacaaag
cagaaggaac
gtggatactt
ctgtacacgyg
caggaattgg
ccactccagt

aggtgtccett

26

cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgcccecectat
ccttatggga
tgatgcggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
gggaggtcta
cacgctgttt
ggtgcattgg
cttcecctge
gcagtaatac
cegaacgecc
tcectetgtge
aggccaagga
atattacagt
aacaggccat
aggcectgcet
cecatcagtgyg
tgatgtecce
tctgcaagcet
gagaggtctg
gtggcatcce
gcccaccage

ctataatatt

ggtaaatggce
gtatgttcee
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttectact
ttggcagtac
ccecattgac
tcgtaacaac
tataagcaga
tgacctccat
aacgcggatt
tattctgcte
taacggttct
cacccectgetg
tccececacge
ggcagaaaat
cccagatace
cgaagtgtgg
ggeccaattce
tctgegcage
teccagatacc
cttcecgggte
caggagaggg
tgtgacccct
cttgtcctaa
atggggtgga

ccgectggcet
atagtaacgce
gcccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
atcaatgggce
gtcaatggga
tcecgecceat
gctegtttag
agaagacacc
ccecgtgtta
aaccttcecta
ttttttctet
ctgctgectct
ctcatectgeg
gtecacgatgy
aaagtcaact
caaggcecetgt
tececcagecac
ctcacttecce
accccacctyg
tacgccaact
gacaggtgag
ccccagtgcee

taaaattaag

ggggggtggt



1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601

<210> 3
<211> 4496
<212> ADN

atggagcaag
gettttgtte
ttectgtgtg
agtgtaaagc
tgcecegettt
cggggagagyg
gctcggtcegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtttcc
gatacctgtc
ggtatctcag
ttcagcccga
acgacttatc
gcggtgctac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa
agaactcgte
aaagcacgag
ccaacgctat
aaaagecggce
gatcctcgece
cctgatgcete
ctcgctcgat
gcagccgcecg
acaggagatc
caacgtcgag
cctegtectg
gcceccctgege
agtcatagcc
gttcaatcat

atcagatcct

cagagggeg
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gggcaagttg
cctttagtga

aaattgttat
ctggggtgcce
ccagtcggga
cggtttgegt
tcggetgegy
aggggataac
aaaggccgcg
tcgacgcetca
ccctggaage
cgectttete
ttcggtgtag
ccgetgegee
gccactggca
agagttcttyg
cgctctgetg
aaccaccgct
aggatctcaa
aagaaggcga
gaagcggtca
gtecctgatag
atttteccace
gtcgggcatg
ttcgtccaga
gcgatgtttce
cattgcatca
ctgeceegge
cacagctgcg
cagttcattc
tgacagcecgg
gaatagcctc
gcgaaacgat

tggcggcaag

ggaagacaac
gggttaattt
ccgctcacaa
taatgagtga
aacctgtegt
attgggcgct
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctggegt
agtcagaggt
tceetegtge
ccttcgggaa
gtcgtteget
ttatccggta
gcagccactg
aagtggtggce
aagccagtta
ggtagcggatg
gaagatcctt
tagaaggcga
gcecattegce
cggtecgeca
atgatattcg
cgegecttga
tcatcetgat
gcttggtggt
gceatgatgg
acttcgecca
caaggaacgc
agggcaccgg
aacacggcgg
tccacccaag
cctcatectyg

aaagccatcce

27

ctgtagggct
cgagcttggce
ttccacacaa
gctaactcac
gccagectgcea
cttecgette
cagctcactc
acatgtgagc
tttteccatag
ggcgaaaccce
gectetectgt
gcgtggegcet
ccaagctggyg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg
ccttcggaaa
gtttttttgt
tgatcttttce
tgcgctgcga
cgccaagctce
cacccagccyg
gcaagcaggc
gcctggegaa
cgacaagacc
cgaatgggca
atactttctce
atagcagcca
cegtegtgge
acaggtcggt
catcagagca
cggcecggaga
tctcttgatce
agtttacttt

©gaggggg99g
gtaatcatgg

catacgagcee
attaattgcg
ttaatgaatc
ctcgctcact
aaaggcggta
aaaaggccag
gctccgcceccee
gacaggacta
tcegaccectyg
ttctcatagce
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagagcg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaagcag
tacggggtct
atcgggagceg
ttcagcaata
gccacagtcg
atcgccatge
cagttcggct
ggcttccatc
ggtagccgga
ggcaggagca
gtccctitece
cagccacgat
cttgacaaaa
gccgattgte
acctgegtgce
agatcttgat
gcagggcttc

cceggtacca
tcatagetgt
ggaagcataa
ttgcgctcac
ggccaacgceyg
gactcgctge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgagc
taaagatacc
cbgcttaccg
tcacgctgta
gaacccceceg
ccggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat
agctcttgat
cagattacgc
gacgctcaga
gcgataccgt
tcacgggtag
atgaatccag
gtcacgacga
ggcgcgagce
cgagtacgtg
tcaagcgtat
aggtgagatg
gcttcagtga
agccgcgcetg
agaaccggge
tgttgtgecc
aatccatctt
ccectgegece

ccaaccttac
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<213> Secuencia Artificial
<220> CDS
<222> (782) - (2167)

<223> Plasmido de expresion pFN0945 que tiene la secuencia natural que codifica el factor de coagulacion IX
humano

<400> 3

28



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

. 961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

" 1381

1441
i501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1821
1981
2041

ggtcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacg
gtacatgacc
taccatcatg
acggggattt
tcaacgggac
gcgtgtacgg
gagacgccat
cggccgggaa
cctecetgttt
tatttttgct
catgcagcgc
aggatatcfa
tctgaategyg
tgagagagaa
cactgaaaga
tccatgttta
ctttggattt
atgegagcag
atatcgactt
agtttetgtt
ctatgtaaat
atttaatgac
gecaggttgtt
atggattgta
tgaacataat
Ecctecaccac
actggacgaa
atacacgaac
ccacaaaggyg
cacatgtctt
tgaaggaggt
agggaccagt
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taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccectattg
ttatgggact
gtgatgecggt
ccaagtctcc
tttcecaaaat
tgggaggtct
ccacgctgtt
cggtgcattg
cctteecctyg
agcagtaata
gtgaacatga
ctcagtgetg
ccaaagaggt
tgtatggaag
acaactgaat
aatggcggca
gaaggaaaga
ttttgtaaaa
gcagaaaacc
tcacaaactt
tctactgaag
ttcactecggg
ttgaatggta
actgctgeec
attgaggaga
aactacaatg
ceccttagtge
atettcctca
agatcagett
cgatctacaa
agagattcat
ttcttaactyg

taaatggcce
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
tttggcagta
accccattga
gtcgtaacaa
atataagcag
ttgacctcca
gaacgcggat
ctattctgct
ctaacggttc
tcatggcaga
aatgtacagt
ataatteagyg
aaaagtgtag
tttggaagca
gttgcaagga
actgtgaatt
atagtgctga
agaagtcectg
ctaaéctcac
ctgaaaccat
ttgttggtgg
aagttgatge
actgtgttga
cagaacatac
cagctattaa
taaacagcta
aatttggatce
tagttcttca
agttcaccat
gtcaaggaga
gaattattag

29

gecetggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacate
catcaatggg
cgtcaatggg
ctcecgeceea
agctcgttta
tagaagacac
tcececgtgtt
caaccttcct
tttttttcte
atcaccaggce
ttttettgat
taaattggaa
ttttgaagaa
gtatgttgat
tgacattaat
agatgtaaca
taacaaggtg
tgaaccagca
cecgtgctgag
tttggataac
agaagatgcc
attctgtgga
gactggtgtt
agagcaaaag
taagtacaac
cgttacacct
tggctatgta
gtaccttaga

ctataacaac

tagtggggga
ctggggtgaa

ccgcccaacqg
atagggactt
gtacatcaag
cccgectgge
tacgtattag
cgtggatagce
agtttgtttt
ttgacgcaaa
gtgaaccgtc
cgggaccgat
aattaacagg
atcagaaact
ttcacaggcc
ctcatcacca
catgaaaacqg
gagtttgtte
gcacgagaag
ggagatcagt
tcctatgaat
tgtaacatta
gtttgctcecet
gtgeccattte
actgttttte
atcactcaaa
aaaccaggtce
ggctctateg
aaaattacag
cgaaatgtga
catgacattyg
atttgecattg
agtggctggg
gttccacttg
atgttctgtg
ccccatgtta

gagtgtgcaa

accceecgecec
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ggtttgactce
ggcaccaaaa
tgggcggtag
agatcgectg
ccagcctceccyg
taagtgtctt
gcagtatctg
acactggatc
tectgectttt
ccaacaaaat
aagggaacct
tttttgaaaa
gtgagtccaa
gttggtgtece
agaatggecag
gtactgaggg
catgtggaag
ctgatgtgga
gcacccaatc
aattcccttg
ttaatgaaaa
ttgtcgcagg
ttcgaattat
cccttectgga
ctgacaagga
gaagagtctt
ttgaccgagc
ctggcttecca
ctgaagtgga
tgaaaggcaa



2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441

atatggaata
cacttaataa
tgttgtttgce
ttcctaataa
gggtggggtg
ggatgcggtg
agcttcgagg
ttggcgtaat
cacaacatac
ctcacattaa
ctgcattaat
gcttcctege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcce
aacccgacag
cctgttceccga
gcgectttete
ctgggctgtg
cgtettgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgea
ttttctacgg
tgcgaatcgg
agctcttcag
agccggccac
caggcatcgc
gcgaacagtt
agaccggctt
gggcaggtag
ttcteggeag
agcecagtcecce
gtggccagcce
tcggtecttga
gagcagccga
ggagaacctg
tgatcagatc
actttgcagg
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tataccaagg
tctagagcetce
ccctceceeceg
aatgaggaaa
gggcaggaca
ggctctatgg
gggggeccgg
catggtcata
gagccggaag
ttgecgttgeg
gaatcggceea
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gcccecccectga
gactataaag
ccctgeceget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagctc
agcagcagat
ggtctgacgc
gagcggegat
caatatcacg
agtcgatgaa
catgcgtcac
cggctggege
ccatccgagt
ccggatcaag
gagcaaggtg
ttcecgette
acgatagccg
caaaaagaac
ttgtctgttg
cgtgcaatcce
ttgatcccct

gcttcccaac

tatcecggta
gctgatcagce
tgccttecett
ttgcatcgca
gcaaggggga
cttetgaggc
taccagcttt
gctgtttect
cataaagtgt
ctcactgecc
acgcgeggayg
gctgegetceg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
ccecegtteag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccggce
tacgcgcaga
tcagaagaac
accgtaaagce
ggtagccaac
tccagaaaag
gacgagatcc
gagcccctga
acgtgctege
cgtatgcage
agatgacagg
agtgacaacg
cgctgectcg
cgggegecee
tgcecagtea
atcttgttca
gcgecatcag

cttaccagag

30

tgtcaactgg
ctcgactgtg
gaccctggaa
ttgtctgagt
ggattgggaa
ggaaagaacc
tgttcccttt
gtgtgaaatt
aaagcctggg
gctttccagt
agaggcggtt
gtegttcggce
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttccceetg
ctgtccgect
ctcagttegg
ccegaccget
ttatcgeccac
gctacagagt
atctgegcete
aaacaaacca
aaaaaaggat
tcgtcaagaa
acgaggaagc
getatgtect
cggeccatttt
tecgccgtegg
tgctcttcgt
tegatgegat
cgeccgeattg
agatcctgcc
tcgagcacag
tcctgecagtt
tgcgctgaca
tagccgaata
atcatgcgaa
atccttggeg
ggcgaattcg

attaaggaaa
ccttctagtt
ggtgccactc
aggtgtcatt
gacaatagca
agctggggct
agtgagggtt
gttatecgcet
gtgcctaatg
cgggaaacct
tgcgtattgg
tgcggcgagc
ataacgcagg
ccgegttgcet
gctcaagtca
gaagctccct
ttctecctte
tgtaggtegt
gcgecttatc
tggcagcagc
tcttgaagtg
tgctgaagcce
ccgctggtag
ctcaagaaga
ggcgatagaa
ggtcagccca
gatagcggtce
ccaccatgat
gcatgcgcgce
ccagatcatce
gtttcgettg
catcagccat
ccggcactte
ctgcgcaagg
cattcagggc
gccggaacac
gcctetcecac
acgatcctca
gcaagaaagc

agcttgecatg

aaacaaagcet
gccagccatce
ccactgtcct
ctattctggg
ggcatgctgg
cgagcatgca
aatttcgagc
cacaattcca
agtgagctaa
gtcgtgccag
gecgetcettee
ggtatcagcet
aaagaacatg
ggcgttttte
gaggtggcga
cgtgcgcectcet
gggaagcgtg
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttaccttc
cggtggttet
tectttgate
ggcgatgcege
ttcgcecgcececa
cgccacacce
attcggcaag
cttgagectg
ctgatcgaca
gtggtcgaat
gatggatact
gcccaatage
aacgccegte
accggacagg
ggcggcatca
ccaagcggcc
tcctgteotet
catccagttt

cctgca



10

<210> 4
<211> 4276
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> CDS

<222> (786) —

<223> Plasmido de expresion pFN1645 que tiene la secuencia de codones optimizados que codifica el factor de

(2171)
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coagulacion IX humano (786) — (2171)

<400> 4

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

ggtcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacg
gtacatgacc
taccatgcat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacg
ggagacgcca
gcggceggga
tcctectgtt
gtatttttge
ccaccatgeca
tgctgggata
aaattctgaa
acctggagag
aaaacactga
ccaatccatg
gteccetttgg
gecagatgtga
agggatatcg
gaagagtgtce
tggactatgt
aatcectttaa
catggcaagt
aaaaatggat
caggcgaaca

ttattcctea

taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccecctattg
ttatgggact
ggtgatgcgg
tccaagtcte
ctttccaaaa
gtgggaggtc
tccacgetgt
acggtgcatt
tececttcecct
tagcagtaat
gagggtgaac
tctgctecagt
tcggccaaag
agaatgtatg
aagaacaact
tctgaatggg
atttgaagga
geagttttgt
cctggcagaa
tgtgtceccaa
caattctact
tgacttcact
ggtcctgaat
tgtgactgct
taatattgag

ccacaactac

taaatggccce
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ttttggcagt
caccccattg
tgtcgtaaca
tatataagca
tttgacctcec
ggaacgcgga
gctattctge
actaacggtt
atgatcatgg
getgaatgta
agatataatt
gaagaaaagt
gaattttgga
ggcagttgea
aagaactgtg
aaaaatagtg
aaccagaagt
acttectaage
gaagctgaaa
cgggtggtgg
ggcaaagtgg
gececcactgtg
gagacagaac

aatgcagcta

31

gcectggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
acatcaatgg
acgtcaatgg
actecgccecce
gagctcgttt
atagaagaca
ttcececgtgt
tcaaccttcc
ctttttttet
cagaatceceaec
cagtgtttcet
ctggcaaact
gtagttttga
agcagtatgt
aggatgacat
aactggatgt
ctgataacaa
cctgtgaacc
tcaccegggce
ccattctgga
gtggagaaga
atgcattctg
tggaaactgg
atacagagca

ttaataagta

ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag
ccegectgge
tacgtattag
gcgtggatag
gagtttgttt
attgacgcaa
agtgaaccgt
ccgggaccga
taattaacag
tatcagaaac
cttcacaggc
aggcctcatce
ggatcatgaa
ggaagagttt
agaagcacgg
ggatggagat
taattccectat
gacatgtaac
ggtggtgtge
agcagtgccea
tgaggctgtyg
taacatcact
tgccaaacca
tggaggctct
tgtcaaaatt
aaagcggaat

caaccatgac

accceccgece
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
cggtttgact
tggcaccaaa
atgggeggta
cagatcgcect
tccaécctcc
gtaagtgtct
tgcagtatct
cacactggat
accatetgcee
aatgeccaaca
gtgcaaggga
gaagtgtttg
caatgcgagt
gaatgttggt
attaagaatg
tcectgtactg
tttecatgtyg
tttecectgatg
caaagcacce
ggtcaattec
atcgtcaatyg
acagtggtgg
gtgattcgea
attgeccctge



1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
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4081
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tggaactgga
aggaatacac
tecttccacaa
gggccacatg
tccatgaagy
tggaagggac
gcaaatatgg
agctcactta
ccecteccca
cctaataaaa
gtggaggggg
gggggcccgg
gcttcctege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcce

aacccgacag

cctgttcega

gcgcectttctce
ctgggctgtg
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgeca
ttttctacgg
tgcgaatcgg
agctcttcag
agccggccac
caggcatcgc
gcgaacagtt
agaccggctt
gggcaggtag
ttcteggeag
agccagtceece
gtggccagece
tcggtcettga
gagcagccga
ggagaacctg
tgatcagatce
actttgcagg
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tgaacccctg
caacatctte
agggagatct
tetececgetet
aggtagagat
cagtttectg
aatctatacc
atgactctag
gtgcctctce
ttaagttgeca
gtggtatgga
taccagcttt
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gccceccectga
gactataaag
ccctgeceget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacceggt
gagcgaggta
ctagaaggac
ttggtagcte
agcagcagat
ggtctgacge
gagcggegat
caatatcacg
agtcgatgaa
catgcgtcac
cggctggege
ccatccgagt
ccggatcaag
gagcaaggtg
ttcecegettce
acgatagcecg
caaaaagaac
ttgtctgttg
cgtgcaatcc
ttgatccect

gcttececaac

gtgctgaaca
ctecaaatttg
gctectggtee
acaaagttca
tecetgtcaag
actégaatta
aaggtgtcec
aaaagccgaa
tggcectgga
tcattttgte
gcaaggggca
tgttcecttt
gctgcgcetceg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
cceegtteag
aagacacgac
tgtaggeggt
agtatttggt
ttgatcecgge
tacgcgcaga
tcagaagaac
accgtaaagce
ggtagccaac
tccagaaaag
gacgagatce
gagceccctga
acgtgctcgce
cgtatgcagce
agatgacagg
agtgacaacg
cgctgecteg
cgggegecec
tgcccagtca
atcttgttca
gcgecatcag

cttaccagag
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getatgtgac
gatctggcta
tgcagtacct
ccatctataa
gagatagtgg
ttagctgggg
gectatgtcaa
ttctgcagga
agttgccact
tgactaggtg
agttgggaag
agtgagggtt
gtcgttcegge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttcccectyg
ctgtcegect
ctcagttcgg
cccgaccgcet
ttatcgccac
gctacagagt
atctgcgcectce
aaacaaacca
aaaaaaggat
tegtcaagaa
acgaggaagc
gctatgtect

cggccatttt

tcgecegtegg
tgctcttegt
tcgatgcgat
cgccgeattg
agatcctgec
tcgagcacag
tcctgecagtt
tgcgctgaca
tagccgaata
atcatgcgaa
atccttggeg
ggcgccccag

acctatttgce
tgtcagcggce
gagagtgcca
caacatgtte
gggaccccat
tgaagagtgt
ctggattaag
attgggtggce
ccagtgccca
tcettctata
acaacctgta
aatttegagce
tgecggegage
ataacgcagg
ccgegttget
gctcaagteca
gaagctccect
ttctecctte
tgtaggtcgt
gcgccttatce
tggcagcagce
tettgaagtg
tgctgaagcce
ccgetggtag
ctcaagaaga
ggcgatagaa
ggtcagccca
gatagcggtc
ccaccatgat
gcatgcgcgce
ccagatcate
gtttecgcttg
catcagccat
ccggceactte
ctgcgcaagg
cattcagggc
gccggaacac
gcectetecac
acgatcctca
gcaagaaagc

ctggcaattc

attgctgaca
tggggaagag
ctggtggacc
tgtgctggat
gtcactgaag
gecaatgaaag
gaaaaaacaa
atccctgtga
ccagcecttgt
atattatggg
gggctcgagyg
ttggtcttcc
ggtatcagcet
aaagaacatg
ggegttttte
gaggtggcga
cgtgcgctcet
gggaagcgtg
tcgetccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctaac
agttaccttc
cggtggtttt
tcetttgatce
ggcgatgcge
ttcgcecgecea
cgccacaccc
attcggcaag
cttgagcctg
ctgatcgaca
gtggtcgaat
gatggatact
gcccaatagce
aacgcccgtce
accggacagg
ggcggcatca
ccaagcggcc
tcetgtetet
catccagttt
cggttcecgett
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4201 gctgteccata aaaccgeccca gtcectagcaac tgttgggaag ggcggggctg caggaattceg
4261 agcttgcatg cctgca
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion para la liberacién de una molécula de acido nucleico en una célula, que comprende un
acido nucleico y un polimero aniénico, donde el polimero aniénico es poli(acido glutamico); y donde el acido nucleico
formulado no esta encapsulado y no esta condensado.

2. Una formulacion para la liberacién de una molécula de acido nucleico en una célula, que comprende un
acido nucleico y un polimero anionico, donde el polimero aniénico es poli(acido aspartico) o una de sus sales; y
donde el acido nucleico formulado no esta encapsulado y no esta condensado.

3. Una formulacién para la liberacion de una molécula de acido nucleico en una célula, que comprende un
acido nucleico y un polimero aniénico, donde el polimero aniénico es un polimero que consiste en acido glutamico y
acido aspartico o sus sales; y donde el acido nucleico formulado no esta encapsulado y no esta condensado.

4. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 1, donde

(a) el poli(acido glutamico) es poli(acido L-glutamico) y se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 2.000
a 100.000 Daltons; o

(b) el poli(acido glutamico) es poli(acido D-glutamico) y se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de
15.000 a 100.000 Daltons.

5. Una formulacién como se reivindica en las reivindicaciones 1 o 2, donde el poli(acido glutamico) o el
poli(acido aspartico) se caracterizan por un peso molecular en el intervalo de 15.000 a 50.000 Daltons.

6. Una formulacién como se reivindica en las reivindicaciones 1 o 2, donde

(a) el poli(acido glutamico) es poli(acido L-glutamico) y se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 2.000
a 15.000 Daltons; o

(b) el poli(acido aspartico) se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 2.000 a 15.000 Daltons.

7. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 1, donde el poli(acido glutdamico) se caracteriza
por un peso molecular en el intervalo de 50.000 a 100.000 Daltons.

8. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 2, donde el poli(acido aspartico) se caracteriza
por un peso molecular en el intervalo de 50.000 a 100.000 Daltons.

9. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 1, 2 o 3, donde la formulacién es isoténica.

10. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 1, 2 o 3, donde el polimero aniénico aumenta la
liberacion del acido nucleico en la célula in vivo.

11. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 10, donde el polimero anidénico aumenta la
liberacion del &cido nucleico en una célula de un tejido muscular in vivo.

12. Una formulacion como se reivindica en la reivindicacion 10, donde el polimero anidénico aumenta la
liberacion del &cido nucleico en multiples lineas celulares in vivo.

13. Una formulacion como se reivindica en la reivindicacion 1, 2 o 3, donde el polimero anidnico confiere
estabilidad al acido nucleico durante las condiciones de almacenamiento seleccionadas del grupo que consiste en:
almacenamiento en liquido, liofilizacion y congelacion.

14. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 1, 2 o 3, donde la molécula de acido nucleico
comprende una secuencia que codifica una proteina seleccionada del grupo que consiste en hormonas, hormona del
crecimiento humana, factores de crecimiento, citoquinas, y factores antigénicos.

15. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 14, donde la proteina es el factor IX.

16. Una formulacion como se reivindica en la reivindicacion 14, donde el factor de crecimiento es una
eritropoyetina.

17. Una formulacion como se reivindica en la reivindicacion 14, donde la citoquina es un interferén alfa o un
interferén beta.

18. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 1, 2 o 3, que comprende adicionalmente un
tampoén adecuado para la administracion interna.
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19. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 18, que comprende el acido nucleico formulado
con poli-L-glutamato a una concentracién de aproximadamente 6 mg/ml y NaCl aproximadamente 150 mM.

20. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 19, donde el acido nucleico esta presente en la
formulacion a aproximadamente 1 mg/ml.

21. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 1, 2 o 3, que esta liofilizada.

22. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 1, donde el poli(acido glutamico) es poli(acido L[]
glutamico).

23. Una formulaciéon como se reivindica en la reivindicacién 1, 2 o 3, donde la composicién se almacena en
un estado liofilizado y se reconstituye antes de su administracion.

24. Una formulacién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, para su uso en la introduccién de un acido
nucleico en un tejido de un mamifero.

25. Una formulaciéon como se reivindica en la reivindicacién 24, donde el acido nucleico es introducido por
medio de inyeccion.

26. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 24, donde el nivel en sangre de una proteina
terapéutica se incrementa en un mamifero; el acido nucleico es un vector no viral que codifica una proteina
terapéutica; la formulacién se introduce en el tejido del mamifero in vivo; y el tejido se somete a electroporacion,
donde el polimero anidnico aumenta la transfeccion del vector no viral junto con la electroporacion del tejido.

27. Una formulacién como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, donde dicho tejido es
el musculo.

28. Una formulaciéon como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 24 a 27, donde la formulacion
es liofilizada, almacenada y después re-hidratada antes de introducir el medicamento en un tejido de mamifero.

29. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 24, donde dicho tejido es un tumor.

30. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 24, donde la introducciéon del acido nucleico
comprende adicionalmente la etapa de someter a electroporacion el tejido.

31. Una formulacion como se reivindica en la reivindicaciéon 31, donde la electroporacion se realiza por
medio del uso de un dispositivo configurado vy fijado para ocasionar la liberacién de voltaje de pulsos de dicho acido
nucleico.

32. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 24, donde dicha introduccién del acido nucleico
induce una respuesta inmunitaria.

33. Una composicién para la liberacién génica in vivo que comprende una formulacién de la reivindicacion
1, 2 0 3, donde el acido nucleico codifica un producto génico.

34. Una composicion como se reivindica en la reivindicacion 33, donde dicho producto génico comprende
una proteina terapéutica.

35. Una composicion como se reivindica en la reivindicacion 33, donde dicho producto génico comprende
un antigeno.

36. Una composicion como se reivindica en la reivindicacion 33, donde el acido nucleico codifica una
molécula de eritropoyetina.

37. Una composicién como se reivindica en la reivindicacién 33, donde el acido nucleico codifica el Factor
IX.

38. Una composicion como se reivindica en la reivindicacion 33, donde el acido nucleico codifica una
citoquina.

39. Una formulacidon como se reivindica en la reivindicacion 24, para su uso en un método de tratamiento de
un mamifero que padece cancer o una enfermedad infecciosa y la formulacién se proporciona a células de dicho
mamifero por medio del uso de un dispositivo configurado y fijado para la liberacion por voltaje de pulsos de dicho
acido nucleico a las células del mamifero, donde dicho acido nucleico codifica un antigeno canceroso o un antigeno
para dicha enfermedad infecciosa.
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40. Un kit que comprende un contenedor, cuyo contenedor comprende una formulacion de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 23 y o bien (i) un dispositivo de voltaje de pulsos para liberar dicha composicion en las células
de un organismo, donde dicho dispositivo de voltaje de pulsos es susceptible de ser combinado con dicho
contenedor, o bien (ii) instrucciones que expliquen cémo liberar dicha composicion con dicho dispositivo de voltaje
de pulsos.

41. Un método para elaborar un kit de la reivindicacién 40, que comprende las etapas de combinar un
contenedor que comprende una formulacion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 o bien con (i) un dispositivo
de voltaje de pulsos para liberar dicha composicion en las células del organismo, donde dicho dispositivo de voltaje
de pulsos es susceptible de ser combinado con dicho contenedor, o bien (ii) instrucciones que explican cémo liberar
dicha composicion con dicho dispositivo de voltaje de pulsos.

42. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacion 39, donde dicho antigeno canceroso es MAGE
I, y dicho cancer es el melanoma.

43. Una formulacién como se reivindica en la reivindicacién 39, donde dicho antigeno de una enfermedad
infecciosa es el antigeno nucleo del HBV, y dicha enfermedad infecciosa es la hepatitis crénica.

44. Una composicion farmacéutica para incrementar el nivel de una proteina terapéutica en sangre que
comprende la formulacién de la reivindicacion 1, 2 o 3, donde el acido nucleico es un vector no viral que codifica la
proteina terapéutica.

45. Una composiciéon farmacéutica como se reivindica en la reivindicacion 44, donde el polimero anionico
aumenta la transfeccion junto con la electroporacion in vivo.

46. Una composicion farmacéutica como se reivindica en la reivindicaciéon 44, donde el poli(acido glutamico)
es un poli-L-glutamato.

47. Una composicion farmacéutica como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 44 a 46, donde
la proteina terapéutica es un factor de crecimiento o una citoquina.

48. Una composicion farmacéutica como se reivindica en la reivindicacién 47, donde la proteina terapéutica
se selecciona del grupo que consiste en: Factor IX; EPO; e IFN-alfa.

49. Una composicion farmacéutica estabilizada como se reivindica en la reivindicacion 44, donde el
polimero anidnico protege el vector de la degradacion biolégica inducida por liofilizaciéon o congelacion.

50. Una composicion farmacéutica estabilizada de la reivindicacion 49, donde el polimero aniénico es un
poli-glutamato.

51. Una composicién farmacéutica para ser administrada a un organismo, que comprende una formulacion
de la reivindicacion 1, 2 o 3, donde el acido nucleico es un vector que comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica hFIX.

52. Una composicion farmacéutica como se reivindica en la reivindicacion 51, donde el vector comprende
adicionalmente una UTR 5' de 107 pb, un intrén sintético de 117 pb, un origen de replicacion de PUC12, y un gen de
resistencia a kanamicina.

53. Una composicién farmacéutica como se reivindica en la reivindicacion 51, donde el polimero aniénico es
poli(acido glutamico).

54. Una composicion farmacéutica como se reivindica en la reivindicacién 53, donde

(a) el poli(acido glutamico) es poli(acido L-glutamico) y se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 2.000
a 100.000 Daltons; o

(b) el poli(acido glutamico) es poli(acido D-glutamico) y se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de
15.000 a 100.000 Daltons.

55. Una composicién farmacéutica como se reivindica en la reivindicacion 53, donde el poli(acido glutamico)
se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 15.000 a 50.000 Daltons.

56. Una composicién farmacéutica como se reivindica en la reivindicacion 53, donde el poli(acido glutamico)
es poli(acido L-glutamico) y se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 2.000 a 15.000 Daltons.

57. Una composicién farmacéutica como se reivindica en la reivindicacion 53, donde el poli(acido glutamico)
se caracteriza por un peso molecular en el intervalo de 50.000 a 100.000 Daltons.
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58. Una composicion farmacéutica como se reivindica en la reivindicacion 51, donde la formulacion es
isotonica.

37



SEAP (ng/mi)

1000

100

10

SEAP (ng/ml) el dia7

2000 -
1800 .
1600 ]
1400 -
1200 ]
1000
800
600 4
400 -

ADN des;
200 H

2,511 ADNp SEAP

ES 2364 812T3

15 ug ADNp SEAP
= 6,25 ug
ADNp SEAP

0 16 6 15 6 15 6 15 6 06 3,0 06 3,0 1,5

0,75 ug ADNp SEAP

0,15 ug
‘ADNp SEAP

N O W A O N O W o O N O O
SN <]
Exceso de vector vacio (p/p)
Fig. 1

pAA
60 kDa

p-L-Glu

2-15kDa

p-D-Glu  p-L-Asp

50-100 kDa15-50 kDa
p-D-Glu

5-50 kDa

pAA

5 kDa p-L-Glu

50-100 kDa

Concentracion de polimero aniénico en mg/ml

Fig. 2

38



- =2
] 215 K035 50.100 kD2 15-50 kDa
6000 Dn __p_D_ASp.._.-
Q
] = | 2-15kDa
5000 bt DAA ADN desnudo
S ' 60 kDa L-cl
(=) AA ——
© 4000 - PAR ——
TADN desnudo 5 kDa
23000 -
E 4
)
c 2000 -
S
o 1
<C 1000 -
w
(D of
04
0 1,56,06,06,01,56,01,56,0063,00,63,00 0
25 ug ADN § §
Concentracién polimero aniénico (mg/ml) & 2
n Q
- N~ W
Fig. 3 «
p-L-Glu
©
2 2-15 kDa
1 =) —_—
e
2000 - 2
=
N p-L-Glu 3
< 1500 215kDa & § _PAABOKDE
S o
@ ] S
= -
= 1000 4 8
£ 2
(@)
&
o, 5004
ﬁ\DN desn
7y
0- (=] o o
™ oo NMNo o o mc oo MNMNooM
30 g ADN 100 Hig ADN

ES 2364 812T3

50 kDa

p-L-Glu p-D-Glu  p-D-Asp

Concentracién polimero aniénico en mg/ml
Fig. 4
39

| p-L-Glu 50-100 kDa

|ADN desnudo

300ug 0§

ADN



7000

ES 2364 812T3

(l- ADN/poli(acido L-glutamico) de 15-50 kDa (6,0 mg/ml)
6000 I ’
S 5000}  ADN/ poli(acido
% acrilico) de 60 kDa (3,0 mg/ml)
T 4000 L
E L \T
S 3000 | u
£ | ADN desnudo
& 2000 |
w
%)
1000 |-
0 PN TR BT R S |
100
pg ADN
Fig. 5A
2400
2200}
2000} :
| ADN/ poli-L-Glu de 2-15 kDa (6,0 mg/ml)
1800}
~ 1600} I
S N
s 1400 ADN/poli-L-Glu de 50-100 kDa (6,0 mg/ml)
© [ I
= 1000} I
>  800f u
£ ol " ADN desnudo
a !
< 4001
® 200}
0 ) : 1 N 1 N ] s 1 - ]
0 50 100 150 200 250 300
Hg
ADN
Fig. 5B

40



hF IX el dia 07

ES 2364 812T3

g 6X101

1T

E " 5x10 -

©

k= .

Q

"é © 4x10 4

Q.

g . 3)(10-1

® ]

@

:E 2x16

g J

E 1x16 -

|

D

04
1 mg/mL 3 mg/mL 1 mg/mL 3 mg/mL
pl.C0888/sol. salina  pLC0888/poli(acido L-glutamico)
Fiey 6
[ '3. A~ 4
P-L-Glu
P-L-Glu P-L-Glu P-L-Glu 2-15 kDa
200 GP=0 GP=10 2-15kDa LGl
} 15-50 kDa

250 -+ ADN J
ADN d ' Hesnud

200
150
100 -

50

0 3 61223 6 12 3 6 12 3 6 12]/0 3 6 12
1,0 mg/mIADN 0,5 mﬁlml
AD

Concentracion de poli(acido L-glutamico) en mg/ml
Fig. 7

41



hF.IX, ng/mi

200
180
160
140 1
120 1
100 1
80 -
60
40
20
0-

—— PVP al 5%

ES 2364 812T3

900
300 A * 800 1
250 - 700 A

200 ] £ o

-E, E‘ 500 +

< 150 1 E 400 1

£ 100 - < 300

200 -
0 L 0-

R Solucion salina

-—A— 6 mg/ml de poli-L-glutamato % [ 6 mg/ml de poli-L-glutamato

0

—~— T T T

20 40 60 80

¢ ~— - Ty~ —— T \ —— T T 3

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Dia después del tatamiento

Fig. 8

42



ES 2364 812T3

—o— 6 sitios de inyeccién

—m— 12 sitios de inyeccion

T T 1

10 20 30 40

Dia después del tratamiento

Fig. 10A

! . N
i ) i
et H
He

; i {
b L
!
[ v
I, .
i 1.
i .
i ) .
T ' -



ng ADN plasmidico por animal

mEPO mU/ml

0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05

0,00

1400
1200
1000
806
600
400

200

ES 2364 812T3

—&— Poli-L-Glu
—I— Sol. salina

Dias

80

Fig. 11

100

44

120

T 100

—&—Sol.salina

—— Poli Glu

3
T
= | S %HT
Sol. salina
——%HT
Poli Glu




ES 2364 812T3

8/13
1200
10001
ry
E 8001 (—-—‘—“*
% -~ CMVmMEP
E ] en O
Q 600 sol. salina
[T
€ 4001 = CMVEP
en O
0 T - . .
0 20 40 60 80 100
Dias
Fig. 13
g 18000 1 —e— poli-L-glutamato
g 15000 —=— solucion salina
~ 12000
Dosis de s 1
50 pg < 9000
S 6000 -
8 3000
s
w 0 T T T 1
0 10 20 30 40
dia
Fig. 14A
E 7000, —e— poli-L-glutamat
g 6000+ —— F:t;))ll-c:gnusaa':}:ao
Dosis de E 5000 - uet :
5 ug = 4000 4
:5 3000 A
g 2000 -
% 1000 -
@ 0+ : ; .
0 10 20 30 40
dia
Fig. 14B

45



(pode eaanu opnusap NAV) |

(njodpaode eaanu NQY) H

(1obuoosepjjebuos+g) o

|"A B Cc DEFEGE

(os+ pg/I) 4

(2e+PSOL/T) 3

ig. 15

(g2+ psoLn) a

v+ psoL/1) 9

A B C D EFG-

ES 2364 812T3

(0z-psoim) @

(r+ PSOL/AT ¥

2000

T
m o

1500 ~
000

3000 +

-

elp o (jw/bu) dv3s

~ 2500

A | Sol. salina

ABCDEFG .. ¢

Fig. 16

Grupo de Tratamiento
46



ES 2364 812T3

HoOq vilod onis

LL B4

XI14O0LDVA
I uvg
SS.€
8SAILJO

qd 96t
St6ONAd

IL8E82SS

47



ES 2364 812T3

8L "bi4 wax

vd ‘Beiq
Hoy vd oiis
IS©op

109N
(do)NAY

13109 uabuo
vug

qd 9LTV
SHoINAd

| LAY

I Huvg oA
PYN Iassg

Y uey]
Ianus
quyg/oid AIND

IL8ESISS

48



ES 2364 812T3

61 Bid %1
ISPV

vdany

-

wax ropNd

X
\

odywm

qd 609¢

NI PUIH €0y1dad

-
\
S

N

AR N}
I+ ,

. P quey]
19vus l!ll % ,

AIND Jowoud/suajul S

8SAI

49



ES 2364 812T3

0z ‘b4

IS99V

V-110d —~_~X"

wax d \

ouewny g ejje N4l

qdesse

1Z6041d

(L9L) PON .
8SAT \\

caR 71 AN
1+ //
(10€) PN
/:/[ll )

AN Yowoad/suajul

1L8ESISS

Id

50



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



