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DESCRIPCION
Metilacion de vectores plasmidicos
Campo técnico
[0001] La presente invencion se refiere a un novedoso procedimiento de reduccion de la toxicidad y aumento

de la eficacia de la administracion génica. La presente invencién también se refiere a procedimientos de modulacion
de la respuesta inmunoestimuladora frente al tratamiento génico, en especial, la reduccion de las respuestas
inmunoestimuladoras como las respuestas inflamatorias, y la reduccion del estrés en el higado.

[0002] La introduccién eficaz de genes extrafios y de otras moléculas biolégicamente activas en células diana
de mamifero es un reto al que se siguen enfrentando los expertos. La terapia génica requiere la transfeccién eficaz
de las células diana de un paciente. La transfeccién, que es especialmente Util de por si, puede definirse en términos
generales como un proceso de introduccién de un polinucledtido que se puede expresar (por ejemplo, un gen, un
ADNc o un ARNm) para la expresion sentido o complementaria dentro de una célula. La expresion eficaz del
polinucledtido codificador transfectado de esta forma da lugar a la produccién en las células de un producto de
transcripcion y/o traduccién que también es especialmente (til de por si. Un objetivo es, por supuesto, obtener
suficiente expresion para dar lugar a la correccion del estado patolégico asociado al gen anémalo.

Antecedentes de la técnica

[0003] Entre los ejemplos de enfermedades que son objeto de la terapia génica se incluyen: trastornos
hereditarios, como fibrosis quistica, hemofilia, enfermedad de Gaucher, enfermedad de Fabry y distrofia muscular.
Ejemplos de trastornos adquiridos objetivo son: 1) para canceres: mieloma multiple, leucemias, melanomas,
carcinoma de ovario y cancer de pulmén microcitico; 2) para enfermedades cardiovasculares: insuficiencia cardiaca
progresiva, reestenosis y hemofilias y 3) para enfermedades neurolégicas: lesion cerebral traumatica.

[0004] La fibrosis quistica, un trastorno genético mortal comun, es un ejemplo concreto de enfermedad que es
diana de la terapia génica. La enfermedad esta causada por la presencia de una o mas mutaciones en el gen que
codifica una proteina conocida como regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica («<CFTR»).
La fibrosis quistica (FQ) se caracteriza por la produccion crénica de esputo, infecciones recurrentes y destruccion del
pulmén (Boat, T.F., McGraw-Hill, Inc., 1989, p. 2649 — 2680). Aunque no se conoce con precision como puede la
mutacion del gen CFTR causar la manifestacion clinica (Welsh, M.J. y col. Cell 73: 1251 — 1254, 1993), esta bien
documentada la secrecion defectuosa de ClI”y el aumento de la absorcion de Na* (Welsh, M.J. y col., Cell 73: 1251 —
1254, 1993; Quinton, P.M., FASEB Lett. 4: 2709 — 2717,1990). Ademas, estos cambios en el transporte iénico
producen alteraciones en el transporte de fluidos a través de la superficie de epitelios glandulares (Jiang, C. y col.,
Science 262: 424 — 427, 1993; Jiang, C. y col., J. Physiol. (Londres), 501.3: 637 — 647, 1997; Smith, J.J. y col. J.
Clin. Invest., 91: 1148 — 1153, 1993 y Zhang, Y. y col., Am.J.Physiol 270: C1326 — 1335, 1996). Las alteraciones
resultantes en el contenido de agua y sales del liquido de las vias respiratorias (LVR) puede disminuir la actividad de
péptidos bactericidas secretados por las células epiteliales (Smith, J.J. y col., Cell, 85: 229 — 236, 1996) y/o
alteracion del aclaramiento mucociliar, favoreciendo asi las infecciones e inflamaciones pulmonares recurrentes.

[0005] Generalmente se espera que la terapia génica proporcionara una forma duradera y predecible de
terapia para determinados estados patoldgicos, como la FQ; sin embargo, continla existiendo la necesidad de
desarrollar procedimientos mejorados que faciliten la entrada de genes funcionales en las células y cuya actividad a
este respecto sea suficiente para proporcionar la administracion in vivo de genes u otras moléculas biolégicamente
activas.

[0006] La introduccioén eficaz de muchos tipos de moléculas biolégicamente activas ha sido dificil y no todos
los procedimientos que se han desarrollado son capaces de llevar a cabo una administracion eficaz de cantidades
adecuadas de las moléculas deseadas en las células diana. La compleja estructura, comportamiento y entorno que
presenta un tejido intacto diana de la administracion intracelular de moléculas biolégicamente activas, a menudo
interfiere considerablemente con dicha administracion. Se han empleado varios procedimientos y vehiculos de
administracion, entre los que se incluyen vectores virales, ADN encapsulado en liposomas, vehiculos lipidicos de
administracion y ADN desnudo, para realizar la administracién de ADN dentro de las células de mamiferos. Hasta la
fecha, se ha demostrado la administracién de ADN in vitro, ex vivo e in vivo usando muchos de los procedimientos
mencionados anteriormente.

[0007] Por ejemplo, se ha demostrado que la transfeccion viral es relativamente eficaz. No obstante, la
respuesta inmunolégica del huésped presenta posibles problemas. Especificamente, las proteinas virales activan los
linfocitos T citotdxicos (CTL, por sus siglas en inglés) que destruyen las células infectadas con virus acabando, asi,
con la expresion génica en los pulmones de modelos in vivo examinados. Otro problema es la reducida transferencia
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génica tras la administracion repetida de vectores virales debido al desarrollo de anticuerpos antivirales
neutralizantes. Actualmente estos temas se estan abordando mediante la modificaciéon tanto de los vectores como
del sistema inmunitario del huésped. Asimismo, se esta prestando mas atencién a los vectores no virales y no
proteindceos como técnicas alternativas.

[0008] Puesto que los compuestos disefiados para facilitar la administracion intracelular de moléculas
biol6gicamente activas deben interaccionar tanto con entornos polares como no polares (por ejemplo, en o sobre la
membrana plasmatica, fluidos tisulares, compartimentos dentro de la célula y la propia molécula biolégicamente
activa), dichos compuestos se disefian habitualmente para que tengan dominios polares y no polares. Los
compuestos que tienen estos dos dominios pueden denominarse anfifilicos, y muchos lipidos, incluidos los sintéticos
gue se han descrito por su uso para facilitar la administracion intracelular (ya sea para la aplicacion in vitro o in vivo)
cumplen esta definicién. Un grupo de compuestos anfifilicos que han demostrado ser especialmente prometedores
para la administracion eficaz de moléculas biolégicamente activas son los anfifilos cationicos. Los anfifilos catiénicos
tienen grupos polares que pueden estar cargados positivamente a un pH fisiolégico o casi, y en la técnica se
entiende que esta propiedad es importante a la hora de definir cémo interaccionan los anfifilos con muchos tipos de
moléculas biolégicamente activas, por ejemplo, polinucledétidos cargados negativamente como el ADN.

[0009] Ejemplos de compuestos anfifilicos catiénicos que esta establecido son Utiles para la administracion
intracelular de moléculas biolégicamente activas se encuentran, por ejemplo, en las siguientes referencias, y cuyas
descripciones se incorporan especificamente por referencia. Muchas de estas referencias contienen también
descripciones utiles de las propiedades de los anfifilos catiénicos que, como se entiende en la técnica, los hacen
adecuados para dichas aplicaciones, y de la naturaleza de las estructuras que, como también se entiende en la
técnica, estan formados por complejos de dichos anfifilos y moléculas terapéuticas destinadas a la administracion
intracelular.

(1) Feigner, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 7413 — 7417 (1987) describen el uso de lipidos catiénicos
sintéticos cargados positivamente, como cloruro de N-[1(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio («kDOTMA»),
para formar complejos lipido/ADN adecuados para transfecciones. Véase también Feigner y col., The Journal
of Biological Chemistry, 269(4), 2550 — 2561 (1994).

(2) Behr y col., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 86, 6982 — 6986 (1989) describen varios anfifilos, como
dioctadecilamidologlicilespermina («DOGS»).

(3) En la patente de EE. UU. 5.283.185 de Epand y col. se describen clases y especies adicionales de anfifilos,
como 3 [N-(N1 N - dimetilaminoetano)carbamoil] colesterol, denominado «DC-chol».

(4) En la patente de EE. UU. N.° 5.264.618 de Felgner y col. se describen compuestos adicionales que facilitan
el transporte de moléculas biolégicamente activas dentro de las células. Véase también Felgner y col., The
Journal of Biological Chemistry, 269(4), pag. 2550 — 2561 (1994) en donde se describen compuestos
adicionales como «DMRIE» (bromuro de 1,2-dimiristiloxipropil-3-dimetil-hidroxietil amonio), el cual se discute a
continuacion.

(5) En la patente de EE. UU. N.° 5.334.761 de Gebeyehu y col. y en Felgner y col.,, Methods (Methods in
Enzymology), 5, 67 — 75 (1993) también se encuentran referencias a anfifilos adecuados para la administracién
intracelular de moléculas biol6gicamente activas.

(6) Brigham, K.L., B. Meyrick, B. Christman, M. Magnuson, G. King y L.C. Berry. In vivo transfection of murine
lungs with functioning prokaryotic gene using a liposome vehicle Am. J. Med. Sci. 298: 278 — 281, 1989.

(7) Gao, X.A. y L. Huang. A novel cationic liposome reagent for efficient transfection of mammalian cells.
Biochem Biophys Res Commun 179: 280 — 285, 1991.

(8) Yoshimura, K., M.A. Rosenfeld, H. Nakamura, E.M. Scherer, A. Pavirani, J.P. Lecocq y R.G. Crystal.
Expression of the human cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene in the mouse lung after in
vivo intratracheal plasmid-mediated gene transfer. Nucl.Acids Res. 20: 3233 — 3240, 1992 .

(9) Zhu, N., D. Liggitt, Y. Liu y R. Debs. Systemic gene expression after intravenous DNA delivery into adult
mice. Science 261: 209 — 211, 1993.

(10) Solodin, I., C.S. Brown, M.S. Bruno, C.Y. Chow, E. Jang, R.J. Debs y T.D. Heath. A novel series of
amphiphilic imidazolinium compounds for in vitro and in vivo gene delivery. Biochem. 34: 13537 — 13544, 1995.
(11) Lee, E.R., J. Marshall, C.S. Siegal, C. Jiang, N.S. Yew, M.R. Nichols, J.B. Nietupski, R.J. Ziegler, M. Lane,
K.X. Wang, N.C. Wan, R.K. Scheule, D.J. Harris, A.E. Smith y S.H. Cheng. Detailed analysis of structure and
formulations of cationic lipids for efficient gene transfer to the lung. Hum.Gene Ther. 7: 1701 — 1717, 1996 .

[0010] Ademaés, en varias patentes de EE. UU. recientemente publicadas, cuyas descripciones se incorporan
especificamente por referencia en el presente documento, se ha descrito la utilidad de los anfifilos catiénicos para la
administracion de polinucleétidos a células de mamiferos (patente de EE. UU. N.° 5.676.954 de Brigham y col. y
patente de EE. UU. N.° 5.703.055 de Felgner y col.).

[0011] Otra clase de anfifilos catiénicos con actividad mejorada se describe, por ejemplo, en la patente de EE. UU.
N.° 5.747.471 de Siegel y col., presentada el 5 de mayo de 1998, la patente de EE. UU. n.° 5.650.096 de Harris y
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col., presentada el 22 de julio de 1997 y la publicacion PCT WO 98/02191, publicada el 22 de enero de 1998, cuyas
descripciones se incorporan por referencia al presente documento. Estas patentes también describen formulaciones
de anfifilos catidnicos de importancia para la practica de la presente invencion.

[0012] Ademas de lograr la introduccion eficaz de moléculas biolégicamente activas, sigue existiendo la necesidad
de reducir la toxicidad de la administracién génica. En especial, existe la necesidad de reducir la respuesta
inflamatoria asociada a la administracién génica. Por ejemplo, la transferencia génica mediada por lipidos catiénicos
al pulmodn induce inflamacion pulmonar dependiente de la dosis caracterizada por un infiltracion de leucocitos
(predominantemente neutrdéfilos) y niveles elevados de las citoquinas inflamatorias interleuquina-6 (IL-6), factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) e interferon-y (IFN-y) en el liquido del lavado broncoalveolar (LBA).

[0013] La generacion de niveles elevados de citoquinas en el liquido del LBA también tiene consecuencias para la
expresion de la proteina terapéutica. Varios promotores virales como el promotor de CMV, usado frecuentemente en
los vectores de administracion génica, estan sujetos a supresién por dichas citoquinas. Asimismo, cualquier
inflamacion adicional o reduccién de la funcion pulmonar en pacientes que ya muestran vias respiratorias afectadas
con inflamacion crénica representa un aumento del riesgo para la salud. En la FQ y en otros trastornos genéticos
hereditarios, una consecuencia de la presencia de motivos CpG podria aumentar la posibilidad de desarrollar
anticuerpos neutralizantes frente al transgén terapéutico. Esto es especialmente pertinente en sujetos portadores de
mutaciones completas o mutaciones que tienen como resultado la generacion de una variante muy alterada. Para
reducir este riesgo seria deseable la eliminacion del efecto adyuvante de los motivos CpG inmunoestimuladores.

[0014] EI analisis histopatologico de cortes de pulmén tratados con componentes individuales de complejos de
lipido cationico: ADN sugiere que el lipido cationico era un mediador de la inflamacion observada. No obstante, los
resultados de los estudios clinicos en los que los pacientes con FQ se trataron con liposomas solos en aerosol o con
complejos lipido catiénico: ADN indican que el ADN plasmidico derivado de bacterias también puede ser
inflamatorio. Cada uno de los pacientes tratados con lipido catidnico: ADNp mostraron sintomas pseudogripales
leves (que incluian fiebre, mialgia y reduccion del VEF de aproximadamente el 15 %) en un periodo de
aproximadamente 24 h. Estos sintomas no se observaron en pacientes tratados con el liposoma control. Una
explicacién posible para esta respuesta esta relacionada con la presencia de secuencias de dinucledtidos CpG no
metilados en el ADN derivado de bacterias. Véase Krieg y col., Nature, 374, 546 — 9 (1995); Klinman y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 83, 2879 — 2883 (1996); Sato y col., Science, 273, 352 — 4 (1996). Se ha demostrado que los
dinucledtidos CpG no metilados son inmunoestimuladores y estan presentes en una frecuencia muy superior en el
ADN plasmidico derivado de bacterias que en el ADN de vertebrados.

[0015] Puesto que el ADN plasmidico usado en los estudios de transferencia génica se aislan invariablemente de
fuentes bacterianas y que, ademas, portan necesariamente secuencias bacterianas para la propagacion en este
huésped, contienen una frecuencia superior de secuencias CpG no metiladas. Se ha demostrado que la presencia
de estos motivos en el ADNp es capaz de estimular una fuerte respuesta mediada por linfocitos T cooperadores de
tipo 1 en monocitos transfectados o en ratones BALB/c inyectados. Sin embargo, fue de especial importancia en la
administracion de genes al pulmén la demostracion de que el ADN gendmico bacteriano o los oligonucleétidos que
contienen motivos CpG inmunoestimuladores eran capaces de provocar una respuesta inflamatoria aguda en las
vias respiratorias y, en particular, causaban inflamacién en las vias respiratorias bajas, aumentando tanto el nimero
de células como los niveles elevados de citoquinas TNF-a, IL-6 y proteina inflamatoria de macrofagos (MIP-2).
Véase Schwartz y col., J. Clin. Invest., 100, 68-73 (1997). También se ha publicado la activacion por dinucleétidos
CpG de un perfil de citoquina similar en linfocitos (Klinman y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 2879 — 2883,
1996), células dendriticas murinas (Sparwasser y col., Eur. J. Immunol., 28, 2045 — 2054, 1998), macrofagos (Lipford
y col., Eur. J. Immunol. 27, 2340 — 2344, 1997), monocitos (Sato y col., Science, 273, 352 — 4, 1995) y células NK
(Cowdery y col., J. Immunol., 156, 4370 — 4575, 1996). En un estudio reciente también se documentaba que los
complejos formados entre el lipido catiénico DOTMA (cloruro de N-[1-(2-3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio) y
ADNp aumentaban las citoquinas y los niveles celulares en el liquido del LBA de los animales tratados. Véase
Friemark y col., J. Immunol., 160, 4580 — 6 (1998).

[0016] Comparado con el ADN de origen eucariético, el ADN gendmico bacteriano contiene una frecuencia 20
veces superior de la secuencia de dinucleétidos CpG. Adicionalmente, a diferencia del ADN eucaridtico en donde el
80 % de las citosinas estan metiladas, las citosinas de origen procariota estan relativamente no metiladas. Estas
diferencias supuestamente permiten al sistema inmunitario de vertebrados reconocer y responder al ADN extrafio de
origen bacteriano. A este respecto, se ha demostrado que la administracién de ADN gendmico bacteriano dentro de
un huésped eucariota es capaz de provocar una potente respuesta inmunoestimuladora, activando células B, células
NK, células dendriticas y macréfagos. Véase Krieg y col., Trends Microbiol., 4, 73 — 76 (1995); Ballas y col., J.
Immunol., 157, 1840 — 5 (1996) y Sparwasser y col., Eur. J. Immunol., 27, 1671 — 9 (1997).

[0017] EI andlisis sistemético indicaba que aquellas secuencias que portaban el motivo CpG 5-RRCGYY-3’ eran
especialmente potentes a la hora de inducir estas respuestas. Se demostré6 que estos efectos eran una
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consecuencia del estado de metilacion de las secuencias de dinucleétidos CpG mediante experimentos que
mostraban que la administracion de ADN gendmico bacteriano u oligonucleétidos sintéticos portadores de la
secuencia RRCGYY y que habia sido premetilado con CpG metilasa, eran significativamente menos
inmunoestimuladoras.

Descripcién de lainvencién

[0018] La presente descripcion proporciona procedimientos de reduccion de la respuesta inflamatoria a la terapia
génica mediante la modificaciéon del plasmido administrado a la célula. El plasmido se modifica para reducir o
eliminar la respuesta inmunoestimuladora con el fin de preservar la eficacia de la transferencia de acidos nucleicos,
reduciendo la toxicidad asociada. La presente descripcion proporciona la modificacién de cualquier pladsmido para su
administracion a una célula de mamifero. El plasmido puede ser un plasmido de ARN o un plasmido de ADN.

[0019] En un aspecto, la presente descripcion proporciona un procedimiento de reduccién de la respuesta
inflamatoria o inmunoestimuladora a la administracion génica mediante la metilacion parcial o completa del vector
plasmidico a un grado suficiente para reducir la respuesta inflamatoria o inmunoestimuladora. Preferiblemente se
reduce la respuesta inflamatoria. Los vectores de ADN plasmidico no metilado son el principal factor contribuyente a
la respuesta inflamatoria asociada a la administracion génica. La metilacion del vector de ADN plasmidico reduce la
respuesta inflamatoria, reduciendo asi la toxicidad de la terapia génica.

[0020] La presente descripcion también proporciona un procedimiento de reduccion de la respuesta
inmunoestimuladora de un mamifero a una composicién que comprende el paso de administrar una composicion
compuesta de al menos un plasmido que es un plasmido alterado en CpG y al menos un anfifilo catiénico. El
procedimiento de alteracion del plasmido se selecciona entre eliminar al menos un motivo CpG del plasmido, metilar
al menos un motivo CpG del plasmido o eliminar al menos un motivo CpG y metilar al menos un motivo CpG. El
plasmido puede ser un plasmido de ADN y también puede comprender al menos un fragmento KAN modificado, al
menos un fragmento ORI modificado o al menos un fragmento CAT modificado. Adicionalmente, el anfifilo catiénico
puede ser un lipido catidnico.

[0021] En un aspecto preferido, el plasmido de ADN codifica un gen de interés. El gen de interés puede ser, pero
sin limitaciones, alfa-galactosidasa, factor VI, factor IX o FQ. Al igual que el plasmido, el gen de interés también
puede tener CpG alterados.

[0022] Otro aspecto es un procedimiento de reduccion de la respuesta inmunoestimuladora de un mamifero a una
composicién que comprende la alteracion de un plasmido mediante la eliminaciéon de al menos un motivo CpG del
plasmido y la determinacién de la respuesta inmunoestimuladora mediante el control de los niveles de enzimas en
higado inmunoestimulado en la sangre del mamifero. Los niveles de enzimas en higado inmunoestimulado son
preferiblemente factores de transaminasas séricas, como niveles de AST y/o ALT.

[0023] La presente descripcion también proporciona un procedimiento de reduccion de la respuesta
inmunoestimuladora de un mamifero a una composicion que comprende la alteracion de un plasmido mediante la
metilacion de al menos un motivo CpG del plasmido y la determinaciéon de la respuesta inmunoestimuladora
mediante el control de los niveles de citoquinas en el mamifero.

[0024] Los procedimientos descritos con respecto a la reduccion de la respuesta inmunoestimuladora de un
mamifero a una composicion también puede incluir la administracion de un agente efectivo para inhibir la
sefializacion de CpG. El agente eficaz para inhibir la sefializacion de CpG puede ser, pero sin limitaciones,
monensina, bafilomicina, cloroquina y quinacrina.

[0025] En un aspecto adicional, la presente descripcion requiere un procedimiento de modulacion de la respuesta
inmunoestimuladora de un mamifero a una composicion de anfifilo catiénico/plasmido que comprende modificar una
cantidad de motivos CpG en el plasmido eficaz para alterar los niveles de enzimas hepéticas en la sangre de un
mamifero. Los motivos CpG pueden modificarse mediante la eliminacion de al menos un motivo CpG y/o la
metilacién de al menos un motivo CpG.

[0026] En un aspecto adicional, la presente descripcion requiere un procedimiento de modulacion de la respuesta
inmunoestimuladora de un mamifero a una composicion de anfifilo catiénico/plasmido que comprende modificar una
cantidad de motivos CpG en el plasmido eficaz para alterar los niveles de citoquinas en la sangre de un mamifero.
Los motivos CpG pueden modificarse mediante la metilacion de al menos un motivo CpG.

[0027] Ademas, dentro la préactica de la presente descripcién esta una composicion que comprende al menos un

pladsmido con alteraciones en CpG y al menos un anfifilo cationico. El plasmido con alteraciones en CpG difiere de
su correspondiente secuencia natural en: la ausencia de al menos un motivo CpG del plasmido; la presencia de al
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menos un CpG metilado en el plasmido o la ausencia de al menos un motivo CpG del plasmido y la presencia de al
menos un CpG metilado en al menos un motivo CpG. En un aspecto, el plasmido es un plasmido de ADN que
comprende una region CpG modificada que tiene al menos un marcador seleccionable con CpG reducido, como un
fragmento KAN con CpG delecionado o un fragmento CAT con CpG reducido, o un origen de replicacién con CpG
reducido, como una regién ORI acortada. La composicion puede comprender ademas un agente que es eficaz para
inhibir la sefalizacion de CpG.

[0028] La presente descripcion también abarca una composicién que comprende un polinucleétido compuesto por
la secuencia nucleotidica de la SEC ID N.° 1 y/o fragmentos de la secuencia nucleotidica de SEC ID N.° 1. La
composicién puede comprender, ademas, un anfifilo catiénico.

[0029] La presente descripciébn proporciona la administracion directa de ADN plasmidico modificado, la
administracion de complejos ADN plasmidico: lipido, junto con el uso de ADN plasmidico modificado con vectores
virales como adenovirus y cualquier otro procedimiento que se ha empleado en la técnica para la administracion
eficaz de moléculas biolégicamente activas en células de mamiferos. En un aspecto preferido, se administra un
vector de ADN plasmidico metilado como complejo lipido: ADN metilado.

[0030] En otro aspecto, la presente descripcidon proporciona composiciones farmacéuticas de complejos de ADN
plasmidico modificado que comprenden ADN plasmidico modificado y composiciones farmacéuticas de complejos de
lipidos y no lipidos con ADN plasmidico modificado. EI ADN plasmidico modificado puede ser un principio activo en
una composicién farmacéutica que incluye transportadores, cargas, modificadores de la viscosidad, dispersantes,
cremas, geles, soluciones y otros excipientes que son comunes en las técnicas de formulacién farmacéutica.

[0031] La presente descripcidon proporciona un procedimiento de administracién del ADN plasmidico modificado o
del complejo de ADN plasmidico modificado mediante cualquier procedimiento que se ha empleado en la técnica
para efectuar la administracion de moléculas biolégicamente activas a las células de mamiferos, lo que incluye, pero
sin limitaciones, la administraciéon de una solucién en aerosol, inyeccion intravenosa o por via oral, parenteral, topica
0 transmucosa.

[0032] La presente descripcion también proporciona una composicién farmacéutica que comprende uno 0 mas
lipidos u otros transportadores que se han empleado en la técnica para efectuar la administracion de moléculas
biolégicamente activas dentro de las células de mamiferos, y una o mas moléculas biolégicamente activas o
vectores de ADN plasmidico modificado, en la que dichas composiciones facilitan la administracion intracelular en
los tejidos de pacientes de cantidades terapéuticamente eficaces de las moléculas biolégicamente activas o de los
vectores de ADN plasmidico modificado. Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion pueden
formularse para contener una 0 mas sustancias fisiolégicamente aceptables adicionales que estabilizan las
composiciones para almacenar y/o contribuir a la administracion intracelular eficaz de las moléculas biolégicamente
activas y el ADN plasmidico modificado.

[0033] Para uso farmacéutico, los complejos anfifilo(s) catiénico(s): ADN plasmidico modificado de la presente
descripciéon pueden formularse con uno o mas anfifilos catidnicos adicionales como los conocidos en la técnica, o
con colipidos neutros como dioleoilfosfatidil-etanolamina («DOPE») para facilitar la administraciéon de moléculas
biolbgicamente activas a las células.

[0034] Ahora, basado en la descripcidon contenida en el presente documento, la presente invencion proporciona el
uso de un plasmido que comprende un gen de interés para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de
un mamifero mediante terapia génica, en el que el uso comprende la modificacion del plasmido mediante la
eliminacion de un dinucleétido CpG o su mutacion a un dinucle6tido no-CpG de al menos un dinucleétido CpG
dentro de dicho plasmido, y en el que el tratamiento comprende la administracién del plasmido en combinacion con
un anfifilo cationico.

[0035] La presente invencion también proporciona un proceso de preparacion de una composicion farmacéutica
para el uso en la terapia génica de un mamifero, en el que la composicion farmacéutica comprende: i) un plasmido
que contiene un gen de interés y ii) un anfifilo catidénico; y en el que el proceso comprende: a) modificar el plasmido
mediante la eliminacion de un dinucleétido CpG o mutacién a un dinucleétido no-CpG de al menos un dinucledétido
CpG dentro del plasmido y b) combinar el plasmido con el anfifilo catiénico.

Breve descripciéon de los dibujos

[0036]

Figura 1. (a) Secuencia nucleotidica de pGZA-CAT (también denominada pGZA-sCAT) SEC ID N.° 1. (b) Mapa
de la secuencia nucleotidica pGZA-CAT.
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Figura 2. Andlisis de citoquinas del liquido de LBA de raton después de la instilacion de complejos de GL-67 con
pCF1-CAT metilado o no metilado. Se realizaron instilaciones intranasales a grupos de tres ratones BALB/c con
100 pl de GL-67: (m)pCF1-CAT, GL-67: pCF1-CAT, GL-67 solo, (m)pCF1-CAT, pCF1-CAT o el vehiculo (nativo).
Se recogio el liquido del LBA 24 h después de la instilacion y se usaron ensayos ELISA para medir los niveles de
diversas citoquinas. (m)pCF1-CAT hace referencia a pCF1-CAT que se ha metilado con la metilasa Sss I.

Figura 3. Recuento total de células y proporcién de neutréfilos en el liquido de LBA después de la administracion
de complejos lipido catiénico: ADNp. Se realizaron instilaciones intranasales a grupos de tres ratones BALB/c
con 100 pl de GL-67: (m)pCF1-CAT, GL-67: pCF1-CAT, GL-67 solo, (m)pCF1-CAT, pCF1-CAT o el vehiculo. Se
recogio el liquido de LBA 24 h después de la instilacion y se hizo un recuento del nimero total de células y de los
diferentes tipos de células. (m)pCF1-CAT hace referencia a pCF1-CAT que se ha metilado con la metilasa Sss I.
PMN, leucocitos polimorfonucleares.

Figura 4. Analisis de citoquinas del liquido de LBA de raton después de la instilacion de complejos de GL-67 con
mezclas de pCF1-CAT metilado y no metilado. Se mezclé pCF1-CAT metilado con Sss | con pCF1-CAT no
metilado en proporciones de 0: 3, 1: 2, 2: 1 0 3: 0 [(m)pCF1-CAT: pCF1-CAT]; a continuacion se formaron
complejos con GL-67 a una concentracion final de 0,3: 1,8 mM (GL-67: ADNp). Se realizaron instilaciones
intranasales a grupos de tres ratones BALB/c con 100 pl de complejos GL-67: ADNp y se recogi6 liquido de LBA
24 h después de la instilacion para los ensayos de citoquinas. Los animales nativos se trataron con el vehiculo.
(m), pCF1-CAT metilado; (nm), pCF1-CAT no metilado.

Figura 5. Analisis histopatolégico de cortes de pulmon de ratones BALB/c tras la administracion de complejos de
GL-67 con pCF1-CAT metilado o no metilado. Se realizaron instilaciones intranasales a ratones BALB/c con
100 pl de GL-67: (m)pCF1-CAT, GL-67: pCF1-CAT, GL-67 solo, (m)pCF1-CAT, pCF1-CAT o el vehiculo. Los
ratones se sacrificaron dos dias después de la instilacion y se procesaron los pulmones para el examen
histolégico de forma enmascarada. La inflamacion pulmonar se clasificé en una escala de 0 a 4, en donde 0
indica la ausencia de cambio, 1 un cambio minimo, 2 un cambio leve, 3 un cambio moderado y 4 un cambio
importante con respecto al pulmén normal. (m)pCF1-CAT hace referencia a pCF1-CAT que se ha metilado con la
metilasa Sss .

Figura 6. Motivos CpG presentes en pCF1-CAT. Los motivos que tienen la secuencia 5'-RRCGYY-3' son como
se muestra. Los nimeros entre paréntesis indican la posicidon nucleotidica del resto de citosina. Kan R, gen de
kanamicina; CMV, citomegalovirus; promotor, CAT, ADNc de la cloranfenicol acetiltransferasa; BGH Poli A,
secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina.

Figura 7. Niveles relativos de expresion de CAT tras la metilacién o mutagénesis de pCF1-CAT. Se realizaron
instilaciones de grupos de tres ratones BALB/c con 100 pl de GL-67: pCF1-CAT; GL-67: (m)pCF1-CAT, GL-67:
pCFA-299-CAT o0 GL-67: pCFA-299-10M-CAT. pCFA-299-CAT porta una delecion parcial del promotor de CMV y
pCFA-299-10M-CAT, 10 mutaciones adicionales en sitios CpG que portan el motivo de secuencia RRCGYY.
(m)pCF1-CAT se refiere a pCF1-CAT que se ha metilado con la metilasa Sss I. Los pulmones se recogieron para
realizar el andlisis de CAT 2 dias después de la instilacion.

Figura 8. Analisis de citoquinas de liquido de LBA de raton después de la instilacion de complejos de GL-67 con
pCF1-CAT y formas modificadas de pCF1-CAT que contienen un numero reducido de motivos CpG. Se
realizaron instilaciones intranasales a grupos de tres ratones BALB/c con 100 ul de GL-67: pCF1-CAT, GL-67:
(m)pCF1-CAT, GL-67: pCFA-299-CAT o0 GL-67: pCFA-299-10M-CAT. El liquido de LBA se recogi6 24 h después
de la instilacion y se realizaron ensayos ELISA para TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-12. (m)pCF1-CAT se refiere a pCF1-
CAT que se ha metilado con la metilasa Sss I. pCFA-299-CAT porta una delecién parcial del promotor de CMV y
pCFA-299-10M-CAT, 10 mutaciones adicionales en sitios CpG que portan el motivo de secuencia RRCGYY.
Figura 9. Efecto de la inhibicion de la infiltracién de neutréfilos sobre los niveles de citoquinas en el liquido de
LBA de ratones BALB/c. Se inyect6 a los animales en la vena de la cola una mezcla de anticuerpos frente a LFA-
1 y Mac-1a murinos aproximadamente 15 min antes de la instilacion de GL-67: pCF1-CAT en el pulmén. Los
ratones se sacrificaron 24 h después de la instilacion y se recogio el liquido de LBA para el recuento de células y
la cuantificacion de citoquinas. Los ratones control no recibieron anticuerpos antes de la instilacion del complejo,
o se les instil6 agua (vehiculo). Ac se refiere al grupo que ha recibido tratamiento con los anticuerpos.

Figura 10. Efecto de la inhibicion del infiltrado de neutrdéfilos sobre la expresion de CAT en el pulmén. Se inyectd
a los ratones BALB/c en la vena de la cola una mezcla de anticuerpos frente a LFA-1 y Mac-1a murinos
aproximadamente 15 min antes de la instilacion de GL-67: pCF1-CAT en el pulmén. Los ratones se sacrificaron 2
y 7 dias después de la instilacion y se analizé en los pulmones la actividad CAT. Ac se refiere al grupo que ha
recibido tratamiento con los anticuerpos.

Figura 11. Induccién de IL-12 en las células esplénicas de ratdn por fragmentos de ADN no modificado y mutado
de pCFA-CAT. Los fragmentos se amplificaron mediante PCR y, a continuacién, se afiadio cada fragmento a las
células esplénicas de ratén y se recogieron los medios 24 horas después. Los niveles de IL-12 se analizaron
mediante ELISA. El vehiculo es agua. ori, regién de origen de replicacion; ori-mut, origen mutado; ori-min. origen
minimo; kan, gen de resistencia a kanamicina. Los datos se expresan como la media + ETM.

Figura 12. Induccion de IL-12 en células esplénicas de raton por vectores de ADNp no modificado o mutado. Se
afiadi6 ADN plasmidico a las células esplénicas de raton y se recogieron los medios 24 horas después. Los
niveles de IL-12 se analizaron mediante ELISA. El vehiculo es agua. Los datos se expresaban como la media +
ETM.
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Figura 13. Niveles de citoquinas en suero y expresion de CAT en los pulmones después de la administracion
intravenosa de vectores de ADNp no modificado y mutado. Los complejos GL-62: ADNp se inyectaron por la
vena de la cola en ratones BALB/c. El suero se recogid 24 horas después de la instilacion y se analizaron los
niveles de IFN-y, IL-12 e IL-6 mediante ELISA. El vehiculo es agua. Los datos se expresaban como la media +
ETM.

Figura 14. Niveles de citoquinas en liquido de lavado broncoalveolar (LBA) y expresién de CAT en los pulmones
después de la instilacion de vectores de ADNp no modificado y mutado. Los complejos GL-67: ADNp se
instilaron por via intranasal en los pulmones de ratones BALB/c. El liquido de LBA se recogi6 24 horas después
de la instilacion y se analizaron los niveles de IFN-y, IL-12 e IL-6 mediante ELISA. El vehiculo es agua. Los datos
se expresaban como la media £ ETM.

Figura 15. Inhibicién de la produccion de IL-12 por las células esplénicas de raton estimuladas con cloroquina y
quinacrina, se afiadid a las células esplénicas de raton pCFA-CAT (ADNp) o GL-67: pCFA-CAT (L: ADNp) méas o
menos cloroquina (C) o quinacrina (Q) y se recogieron los medios 24 horas después. El vehiculo es agua. Los
datos se expresaban como la media £ ETM.

Figura 16. Niveles de citoquinas en el liquido de lavado broncoalveolar después de la instilacién del complejo
lipido: ADNp mas cloroquina o quinacrina. Los niveles de IL-12 se analizaron mediante ELISA. Los datos se
expresaban como la media + ETM.

Descripcion detallada de la invencién

[0037] Segun la presente descripcién, se puede modificar un plasmido para reducir la respuesta inflamatoria frente
a dicho plasmido, tanto para reducir la toxicidad como para aumentar la eficacia de la administracion génica.
También puede modificarse el plasmido para modular la respuesta inmunoestimuladora de un mamifero a una
composicion plasmidica. El plasmido modificado también puede administrarse solo, como principio activo de una
formulacion o como parte de un complejo con un transportador como lipidos (por ejemplo, compuestos de anfifilos
cationicos), vectores virales (por ejemplo adenovirus) y otros métodos que se han empleado en la técnica para
efectuar la administracion de moléculas biolégicamente activas en las células de mamiferos. Los complejos
pladsmido: transportador también se pueden administrar solos o como principio activo de una formulacion. Estos
elementos se discutiran a continuacion.

[0038] La presente descripcion proporciona el uso de un plasmido modificado con cualquiera de los
procedimientos con los que se efectda la administracion de moléculas biolégicamente activas en las células de
mamiferos. En un aspecto preferido, sin embargo, el ADN plasmidico modificado se usa con un anfifilo catiénico o
una formulacién viral, como un vector viral o un adenovirus.

[0039] En un aspecto preferido, la presente descripcion proporciona el uso de cualquier compuesto de anfifilo
catiénico y composiciones que los contienen, que son Utiles para facilitar la administracion de ADN plasmidico
modificado. Los anfifilos que son especialmente Utiles facilitan el transporte de polinucleétidos biolégicamente
activos dentro de las células y, en patrticular, en las células de pacientes para los fines de terapia génica.

[0040] Ahora, como se discute en este documento, la presente invencion proporciona el uso de un plasmido que
comprende un gen de interés para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de un mamifero mediante
terapia génica, en el que el uso comprende la modificacion del plasmido mediante la eliminaciéon de un dinucleétido
CpG o su mutacion a un dinucleétido no-CpG de al menos un dinucleétido CpG dentro de dicho plasmido, y en el
que el tratamiento comprende la administracion del plasmido en combinacién con un anfifilo catiénico.

[0041] Ademas, la presente invencion proporciona un proceso de preparacién de una composicion farmacéutica
para el uso de la terapia génica en un mamifero, en el que la composicion farmacéutica comprende: i) un plasmido
gue comprende un gen de interés y ii) un anfifilo catiénico; y en el que el proceso comprende: a) modificar el
plasmido mediante la eliminacion de un dinucleétido CpG o mutacién a un dinucleétido no-CpG de al menos un
dinucleétido CpG dentro del plasmido y b) combinar el plasmido con el anfifilo cationico.

[0042] Se pueden encontrar varios anfifilos catidénicos preferidos segun la practica de la presente descripcién en
las patentes de EE.UU. N.° 5.747.471 y 5.650.096 y en la publicacion PCT WO 98/02191. Ademas de los
compuestos de anfifilos cationicos, en estas dos patentes se describen varios colipidos preferidos, moléculas
biol6gicamente activas, formulaciones, procedimientos, vias de administracion y dosis; y cuyas descripciones se
incorporan especificamente por referencia en el presente documento.

[0043] En conexidn con la practica de la presente descripcion, los anfifilos catiénicos tienden a tener una o0 mas
cargas positivas en una solucién que esta a un pH fisiolégico o proximo. Los anfifilos catiénicos representativos que
son Utiles en la practica de la presente descripcion, incluyendo la presente invencién, son:
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y otros anfifilos que son conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en las patentes de EE. UU. 5.747.471 y
5.650.096 y en la publicacion PCT WO 98/02191.

[0044] Se ha determinado que la estabilidad y la capacidad potenciadora de la transfeccion de composiciones de
anfifilos catiénicos se puede mejorar considerablemente mediante la adicion a dichas formulaciones de cantidades
adicionales pequefias de uno o mas compuestos de polietilenglicol derivatizados. Este rendimiento mejorado es
especialmente aparente cuando se mide mediante la estabilidad de las formulaciones de anfifilos cationicos para el
almacenamiento y la manipulacion, incluso en forma liquida (resuspendidas), y cuando se mide mediante la
estabilidad durante la administraciéon en aerosol de dichas formulaciones que contienen una molécula terapéutica,
especialmente polinucledtidos.

[0045] Segun la practica de la presente descripcion, incluyendo la presente invencién, cualquier derivado de
polietilenglicol puede formar parte de una formulacién de anfifilo catiénico. Los complejos se han preparado usando
varios derivados de PEG y todos estos derivados de PEG, a una determinada relacién minima anfifilo catiénico:
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derivado de PEG, han sido capaces de formar complejos estables.

[0046] Los derivados de PEG estabilizan las formulaciones de anfifilos catiénicos y mejoran las propiedades de
transfeccion y la afinidad de formulaciones por moléculas biolégicamente activas. El uso de PEG y derivados de
PEG permite utilizar una relacién mayor de ADN frente a lipidos. Previos intentos de preparar complejos lipido:
ADNp mas concentrados tuvieron como resultado la precipitacion de dichos complejos, especialmente a relaciones
lipido: ADNp a las cuales la mayoria del ADNp estaba unido al lipido. Se consideré que la precipitacion observada a
concentraciones superiores podria estar relacionada con una fase de separacion del componente lipidico catiénico
del componente lipidico no bicapa. En un esfuerzo por mantener las formulaciones lipidicas tradicionales en una
configuracién bicapa, se encontré que los lipidos que contienen PEG eran eficaces para evitar la precipitacion del
complejo a concentraciones de ADNp superiores.

[0047] Se encontrd que se requeria solo una pequefia fraccion de moles de lipido que contenga PEG para formar
formulaciones estables que no precipiten a altas concentraciones de lipido y ADN. Por ejemplo, a 0,05 moles de
PEG-DMPA, los complejos lipido cationico: ADNp se pueden estabilizar a concentraciones de ADNp que excedan de
20 mM. Sin lipidos que contengan PEG, se requiere un excipiente salino, que no es aconsejable ya que un
excipiente i6nico también reduce la actividad de transfeccién, para mantener la relacion lipido: ADNp del complejo
durante ciertos procedimientos como la aerosolizacién. Para mas informacion con respecto al uso de derivados de
PEG, las siguientes referencias se incorporan especificamente por referencia. Simon J. Eastman y col., Human
Gene Therapy, 8, pag. 765 — 773 (1997); Simon J. Eastman y col. Human Gene Therapy, p. 8, pag. 313 — 322
(1997).

[0048] Entre los derivados de polietilenglicol dtiles en la practica de la presente descripcion se incluye cualquier
derivado de polimero PEG con un grupo hidréfobo unido al polimero PEG. Entre los ejemplos se incluirian PEG-PE,
PEG-DMPE, PEG-DOPE, PEG-DPPE o PEG-serinamida. Sin cefiirse a la teoria, se considera que los lipidos
preferidos que contienen PEG serian cualquier derivado de polimero PEG unido a un grupo hidréfobo que puede
anclarse a la membrana celular. Dos especies muy preferidas de los mismos son dimiristoilfosfatidiletanolamina (di
C14) («<DMPE») y dilaurilfosfatidiletanolamina (di C12) («<DLPE>»).

[0049] Con respecto a la seleccién del polimero PEG, un aspecto preferido de la presente descripcion es que el
polimero sea lineal, con un peso molecular que oscile de 1.000 a 10.000. Entre las especies preferidas de los
mismos se incluyen aquellos con pesos moleculares entre 1.500 y 7.000, siendo los de 2.000 y 5.000 ejemplos de
tamafios utiles y disponibles en el mercado. En la practica de la presente descripcion, incluyendo la presente
invencion, es conveniente usar especies de PEG derivatizadas de origen comercial y se sefiala que el peso
molecular asignado al PEG en dichos productos a menudo representan un promedio de peso molecular, existiendo
moléculas mas pequefias y mas grandes en el producto. Dichos intervalos de peso molecular normalmente son una
consecuencia de los procedimientos de sintesis utilizados, estando el uso de cualquiera de estos productos dentro
de la practica de la presente descripcion, incluyendo la presente invencion.

[0050] También esta dentro de la practica de la presente descripcion, incluyendo la presente invencion, el uso de
especies de PEG derivatizadas que 1) incluyen mas de un fosfolipido unido, 2) incluyen una secuencia de PEG
ramificada o 3) incluyen tanto la modificacién 1) como la 2).

[0051] En consecuencia, las especies preferidas de PEG derivatizado son:

a) polietilenglicol 5000-dimiristoilfosfatidiletanolamina, también denominado PEG so00)-DMPE;
b) polietilenglicol 2000-dimiristoilfosfatidiletanolamina, también denominado PEG2000)-DMPE;
c) polietilenglicol 5000-dilaurilfosfatidiletanolamina, también denominado PEG so00)-DLPE; y
d) polietilenglicol 2000-dilaurilfosfatidiletanolamina, también denominado PEG20q0)-DLPE.

[0052] Ciertos derivados fosfolipidicos del PEG pueden obtenerse de proveedores comerciales. Por ejemplo, las
siguientes especies: di C14: 0, di C16: 0, di C18: 0, di C18: 1y 16: 0/18: 1 estan disponibles como derivados de PEG
de un PM promedio de 2.000 o 5.000 en Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, EE. UU., con los nimeros de catalogo
880150, 880160, 880120, 880130, 880140, 880210, 880200, 880220, 880230 y 880240.

[0053] El uso de colipidos neutros es opcional. Dependiendo de la formulacion, la inclusiéon de colipidos neutros
puede mejorar considerablemente la administracion y la capacidad de transfeccién. Entre los colipidos neutros
representativos se incluyen dioleoilfosfatidiletanolamina («DOPE»), las especies usadas con mas frecuencia en la
técnica, difitanoilfosfatidiletanolamina, lisofosfatidiletanolaminas, otras fosfatidiletanolaminas, fosfatidilcolinas,
lisofosfatidilcolinas y colesterol. Normalmente, una proporcién molar preferida de anfifilo catidnico: colipido es de
aproximadamente 1: 1. No obstante, esta dentro de la practica de la presente descripcidn, incluyendo la presente
invencion, variar esta proporcién, incluyendo también un intervalo considerable, aunque generalmente se prefiere
una proporcion de 2: 1 a 1: 2. El uso de difitanoilfosfatidiletanolamina es muy preferida de acuerdo con la préactica de

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2394458 T3

la presente descripcion, incluyendo la presente invencion, tal como el uso de «DOPE».

[0054] Segun la préactica de la presente descripcion, incluyendo la presente invencion, las formulaciones preferidas
también pueden definirse en relacion con la proporcion molar del derivado de PEG; sin embargo, la proporcién
preferida variara con el anfifilo catiénico elegido. En ejemplos preferidos de los mismos, el colipido neutro es
difitanoilfosfatidiletanolamina, o es DOPE, y el derivado de PEG es un conjugado DMPE o DLPE de PEGgzp00 0
PEGso000. En un ejemplo muy preferido, el colipido neutro es difitanoilfosfatidiletanolamina y el derivado de PEG es
PEG2000-DMPE.

[0055] La presente descripcion proporciona un procedimiento para modular la respuesta inmunoestimuladora de
un mamifero a una composicion, asi como reducir la toxicidad y aumentar la eficacia de la administracion génica. En
la practica de la presente descripcion, el ADN plasmidico puede modificarse para reducir la respuesta inflamatoria al
ADN plasmidico. En un aspecto, los motivos CpG del ADN plasmidico pueden metilarse para reducir la respuesta
inmunoestimuladora. En otro aspecto, los motivos CpG del ADN plasmidico pueden eliminarse para reducir la
respuesta inmunoestimuladora.

[0056] EI ADN plasmidico contribuye de forma significativa a la respuesta inflamatoria observada tras la
administracion de complejos lipido catiénico: ADNp al pulmon. Se demostré que la mayor parte del aumento en los
niveles de citoquinas TNF-a, IFN-y, IL-12 e IL-6 y una proporcion del infiltrado celular observado en el liquido de LBA
tras la administracion de complejos lipido catiénico: ADNp eran atribuibles al ADNp. Sin cefiirse a la teoria, se
determind que la base para esta respuesta inflamatoria era debida a la presencia de dinucleétidos CpG no metilados
en el ANDNp. La implicacion de los dinucleétidos CpG se evidencid en experimentos en los que se demostraban que
la respuesta inflamatoria podia reducirse mediante la metilacién del ADNp con una CpG metilasa. Asimismo, se
conseguia una relacion dosis-respuesta entre la cantidad de ADNp no metilado usada en la instilacion y los niveles
de citoquinas inducidas.

[0057] La induccion de la respuesta inflamatoria por el ADNp no metilado se exacerbé significativamente tras la
formacion de complejos con un lipido cationico. Sin cefiirse a la teoria, esta respuesta mejorada fue probablemente
debida al aumento de la captacién celular del ADNp por las células o el aumento de la estabilizacién del ADNp por el
lipido catiénico en el compartimento intracelular. Coincidiendo con esta propuesta esta la observacion de que los
oligonucleétidos CpG, unidos covalentemente a un soporte sélido de modo que ya no se internalizaran, no son
estimuladores.

[0058] La induccién de citoquinas y el aumento en la proporcién de los infiltrados celulares, especialmente de
neutréfilos en el liquido de LBA, se considera que es el efecto del componente ADNp. Esta de acuerdo con esta
propuesta el que dicha reduccion en la concentracién de neutréfilos en el liquido de LBA por la administracién de
anticuerpos freta a Mac-1a y LFA-1 coincidia con una reduccion simultdnea en los niveles de citoquinas. En
consecuencia, parte de la respuesta inflamatoria observada era el resultado de una manifestacion directa de los
complejos lipido catiénico: ADNp. Entre los ejemplos de estos completos se incluyen la activacion de la citoquina KC
y el reclutamiento de otras células en el liquido de LBA, como macrdfagos y linfocitos, presumiblemente para
eliminar las particulas relativamente grandes de complejos lipido catidnico: ADNp.

[0059] Las estrategias para minimizar los efectos inmunoestimuladores de los dinucleétidos CpG en el ADNp estan
dentro de la practica de la presente descripcién. En un aspecto de la presente descripcién, la metilacion de los
motivos CpG suprime la inflamacién en el pulmén. De hecho, se sabe que la metilacion de CpG se asocia a la
inactivacion a largo plazo de determinados genes durante el desarrollo de mamiferos y en la represién de genomas
virales. A este respecto, la seleccion de promotores que carezcan de motivos CpG y que no sean, por tanto,
sensibles a la metilacion, representa un aspecto adicional de la presente descripcién. Uno de estos promotores
conacidos es el MMTV-LTR (repeticién terminal larga del virus del tumor de Moloney murino).

[0060] También estd dentro de la practica de la presente descripcion modular las propiedades
inmunoestimuladoras del ADNp alterando el contenido de CpG de un plasmido. El contenido de CpG de un plasmido
puede alterarse mediante el aumento o reduccién de la presencia de motivos CpG, o modificando los motivos CpG
que estan presentes mediante el aumento o disminucidon de la cantidad de metilacion. EI aumento de la
inmunoestimulacion puede lograrse mediante el aumento del nimero de motivos CpG presentes en el plasmido o
mediante la reduccion de la cantidad de metilacion de dichos motivos CpG. El aumento del nimero de motivos CpG
combinado con la reduccion de los sitios de metilacion podria ser especialmente UGtil si se desea la
inmunoestimulacion.

[0061] Se ha demostrado que la metilacion in vitro de todos los dinucledtidos CpG de un ADNp determinado
reduce significativamente la induccion de citoquinas, pero también puede inhibir en gran medida la expresién génica.
La eliminacion de motivos CpG se puede lograr mediante la delecién de regiones no esenciales del vector. Los
fragmentos de ADN que contienen solo el promotor, el transgén y la sefial de poliadenilacién han mostrado tener
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una actividad estimuladora reducida después de la administracion intravenosa a ratones. Esta dentro de la practica
de la presente descripcion un procedimiento de eliminaciéon de algunas regiones no esenciales, a la vez que se
mantiene un origen funcional y un gen de resistencia a antibidtico. Puede usarse mutagénesis dirigida a sitio y
fragmentos sintéticos desprovistos de secuencias CpG para generar un vector menos estimulador.

[0062] Segun la presente descripcion, puede construirse un vector de expresién de ADNp que contenga
considerablemente menos dinucleétidos CpG en su secuencia que los plasmidos convencionales. Se ha demostrado
que el reducido contenido de CpG se correlaciona con una respuesta inmunoestimuladora reducida in vitro, y que los
complejos lipido catiénico-ADNp que contienen estos plasmidos modificados inducian niveles significativamente mas
bajos de citoquinas en suero cuando se administraban por via intravenosa, asi como niveles reducidos en el pulmon
de ratén cuando se administraba por via intranasal. El papel del contenido de CpG se demostré mediante la
observacion de que fragmentos de ADN carentes de dinucle6tidos CpG no eran estimuladores ni in vitro ni in vivo.

[0063] Los estudios previos de toxicologia sugieren que los cambios fisiolégicos mediados por la administracion
sistémica del complejo lipido catidnico: ADNp se caracterizan también en parte por la elevaciones estadisticamente
significativas de los niveles de transaminasas séricas (ALT y AST). Las elevaciones de los niveles de transaminasas
séricas (ALT y AST) se aceptan, en general, como indicadores de la toxicidad hepatica, aunque se reconocen con
certeza otros parametros clinicos de dafo hepatico y podrian sustituirse. Esta, por tanto, dentro de la practica de la
presente descripcion medir la respuesta inmunoestimuladora de un mamifero controlando los niveles de enzimas
hepaticas, tal como los niveles de AST y ALT. En un aspecto, una respuesta inmunoestimuladora deseada se
obtiene alterando el contenido de CpG de un plasmido y controlando los niveles de enzimas hepaticas en sangre
hasta que se observe la respuesta inmunoestimuladora deseada.

[0064] También esta dentro de la practica de la presente descripcién medir la respuesta inmunoestimuladora de un
mamifero controlando los niveles de citoquinas en el mamifero. En un aspecto, una respuesta inmunoestimuladora
deseada se obtiene alterando el contenido de CpG de un plasmido y controlando los niveles de citoquinas en sangre
hasta que se observe la respuesta inmunoestimuladora deseada.

[0065] Otra estrategia para modular las propiedades inmunoestimuladoras del vector de ADNp es utilizar
inhibidores especificos de la ruta de sefializacion de CpG. La captacion de ADN dentro de un compartimento
intracelular acidificado mediante endocitosis es la primera etapa necesaria en la ruta. Los inhibidores de la
acidificaciéon endosdmica, como monesina, bafilomicina, cloroquina y quinacrina, pueden bloquear de forma eficaz la
induccion de citoquinas inducida por CpG por los leucocitos in vitro.

[0066] La propiedad caracteristica de la cloroquina o de la quinacrina es la baja concentraciéon necesaria para la
inhibicion especifica de la estimulacion mediada por CpG. Una dosis eficaz en el pulmén de ratén es,
comparativamente, una dosis pequefia para el pulmén humano. Una dosis de 0,5 microgramos de cloroquina en el
pulmén de raton equivale a aproximadamente 1,0 mg en el pulmén humano. Sin embargo, considerando las
limitaciones de dichas extrapolaciones, la dosis se compara favorablemente a la dosis recomendada para la
indicaciones antipalidicas (aproximadamente 100 a 200 mg).

[0067] La presente descripcion también proporciona un procedimiento para alterar genéticamente los motivos CpG
gue se ha demostrado tienen una potente actividad inmunoestimuladora, como el motivo 5- RRCGYY-3' mas
inmunoestimulador. No obstante, los demas dinucleétidos CpG que no estan dentro del contexto de secuencia
RRCCGY también contribuyen a la induccion de citoquinas. Se prefiere la eliminacién mediante mutagénesis dirigida
a estos sitios.

[0068] AUn en otro aspecto, los motivos CpG que tienen actividad neutralizante se usan para contrarrestar a los
gue tienen actividad inmunoestimuladora. Asi pues, la incorporacion de estos motivos neutralizantes, junto con la
eliminacion de aquellos que muestran actividad inmunoestimuladora de los vectores de ADNp, reducira la respuesta
inflamatoria en el pulmon.

[0069] Las composiciones que contienen plasmidos alterados en CpG también estan dentro de la préactica de la
presente descripcién. En un aspecto, una composicién comprende el plasmido alterado en CpG, pGZA-CAT, como
se muestra en la figura 1, SEQ ID NO 1. El plasmido puede estar alterado en CpG mediante mutagénesis dirigida.

[0070] Un método alternativo a la mutagénesis para reducir el nimero de sitios CpG dentro de la region del origen
de replicacion fue determinar el fragmento minimo que podia seguir siendo funcional. Otro aspecto de la presente
descripcién es una composicion que comprende un marcador seleccionable o fragmento del plasmido alterado en
CpG, como un marcador seleccionable de pGZA-CAT. Entre los fragmentos representativos se incluyen los
mencionados en la tabla 1 y en la figura 1.

[0071] Se encontré6 que la disminucién de la actividad estimuladora del vector de ADNp era mas o0 menos

12



10

15

20

25

30

35

40

ES 2394458 T3

proporcional al nimero de sitios CpG. Esto mimetiza la estrategia de supresién de CpG encontrada en el ADN de
vertebrados, aunque el ADN de vertebrados también contiene otras caracteristicas en su secuencia que reducen sus
propiedades estimuladoras. Se ha demostrado que los motivos CpG en contextos de secuencia en particular no son
estimuladores y se han denominado motivos CpG neutralizantes (CpG-N). Los oligonucle6tidos que contienen
determinados patrones de motivos repetidos directos CGC, CCG y CGCG, no solo carecen de actividad
estimuladora, sino que también inhiben los motivos CpG estimuladores en cis y en trans. Aunque es potencialmente
util, la insercion adicional de motivos CpG-N en el vector de ADNp, hasta el momento no ha alterado su actividad
estimuladora. Las interacciones entre CpG-N y CpG-S (estimuladores) no se conocen bien, por lo que, actualmente,
la estrategia mas eficaz ha sido reducir simplemente el nimero de sitios CpG.

[0072] Los sitios CpG problematicos restantes estan dentro del potenciador-promotor y de la regién origen de
replicacién. En su lugar se podria usar un potenciador-promotor que contenga menos sitios CpG que se encuentra
en el CMV. La regién origen de replicacién, junto con el gen de resistencia a antibidticos, podrian delecionarse en su
totalidad. Se ha demostrado que la recombinacion especifica de sitio usando una integrasa del fago lambda produce
«minicirculos» compuestos solo del casete de expresion y un fragmento del sitio recombinado. La purificacion de
estos plasmidos recombinados esta actualmente solo disponible para fines analiticos a pequefia escala, pero los
procedimientos a gran escala son ciertamente posibles.

Tabla 1. Sitios CpG en fragmentos de ADN no modificado y mutado

longitud (pb) N.° de CpG

origen natural 1.276 161
origen mutado 1.276 153
origen minimo 740 96
kan natural 1.252 117
kan mutado 1.252 85
kan sintético 957 0
promotor natural 607 74
intrén/poliA natural 734 80
CAT natural 793 80
CAT sintético 703 2
pCFA-CAT 4.739 526
pGZA-CAT 3.788 256

[0073] Resumiendo, un vector de ADNp que contiene un nimero considerablemente reducido de sitios CpG
disminuye la respuesta inflamatoria al vector, asi como a los complejos lipido catiébnico-ADNp. Una advertencia es la
publicacién de que el ADN exdgeno, independientemente de su contenido en CpG, puede aumentar la expresion del
MHC | en células no inmunitarias. Sin embargo, un ADNp con propiedades inmunoestimuladoras reducidas es un
paso util hacia una mayor seguridad y viabilidad de la terapia génica no viral.

Preparacién de composiciones farmacéuticas y administracién de las mismas

[0074] La presente descripcion proporciona composiciones farmacéuticas que facilitan la administracion
intracelular de cantidades terapéuticamente eficaces de moléculas de ADNp. Las composiciones farmacéuticas de la
presente descripcion facilitan la entrada del ADNp en los tejidos y 6rganos, como por ejemplo, pero sin limitaciones,
en la mucosa gastrica, corazén, pulmén, musculo y en tumores sélidos.

[0075] Ademés de ADNp, otras moléculas biolégicamente activas representativas que se pueden proporcionar
intracelularmente en cantidades terapéuticas usando los procedimientos de la presente descripcion son: a)
polinucleétidos como el ADN gendémico, ADNc y ARNm que codifican proteinas terapéuticamente Gtiles como se
conoce en la técnica; b) ARN ribosémico; c¢) polinucledtidos complementarios, ya sea de ARN o de ADN, que son
Utiles para inactivar productos de transcripcion de genes y que son (tiles, por ejemplo, como terapias para regular el
crecimiento de células de mamiferos; d) ribozimas y e) moléculas biolégicamente activas de bajo peso molecular
como hormonas y antibidticos.

[0076] Las especies de anfifilos catidnicos, los derivados de PEG vy los colipidos de la presente descripcion

pueden mezclarse, de modo que se usen dos o mas especies de anfifilo catidnico o derivado de PEG o colipido en
combinacion, para facilitar la entrada de moléculas biolégicamente activas en las células diana y/o en
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compartimentos subcelulares de las mismas. Los anfifilos catiénicos de la presente descripcion también se pueden
mezclar para tal uso con anfifilos conocidos en la técnica. Asimismo, un agente dirigido puede acoplarse a cualquier
combinacién de anfifilo catidnico, derivado de PEG y colipido u otra formulacién lipidica o no lipidica que efectle la
administracion de una molécula biolégicamente activa a una célula de mamifero.

[0077] Las dosis de la composicién farmacéutica de la presente descripcion variaran dependiendo de factores
como la semivida de la molécula biol6gicamente activa, la potencia de la molécula biolégicamente activa, la semivida
del vehiculo de administracién, cualquier posible efecto adverso del vehiculo de administraciéon o de los productos de
degradacion del mismo, la via de administracion, la afeccion del paciente y similares. Los expertos en la materia son
capaces de determinar estos factores.

[0078] Pueden usarse diversos procedimientos de administracion para proporcionar dosis altamente precisas de
las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion. Dichas preparaciones pueden administrarse por via
oral, parenteral, topica, transmucosa o mediante inyeccion de un preparado en una cavidad corporal de un paciente,
mediante el uso de una formulacion de liberacion mantenida que contenga un material biodegradable o mediante la
administracion in situ usando micelas, geles y liposomas adicionales. Los dispositivos de nebulizacion, inhaladores
en polvo y soluciones en aerosol son representativos de procedimientos que pueden usarse para administrar dichos
preparados en las vias respiratorias.

[0079] Adicionalmente, las composiciones terapéuticas de la presente descripcion pueden formularse, en general,
con excipientes (como los hidratos de carbono lactosa, treosa, sacarosa, manitol, maltosa o galactosa y sales
organicas o inorganicas) y pueden también liofilizarse (y, a continuacioén, rehidratarse) en presencia de dichos
excipientes antes de su uso. Los expertos en el campo farmacéutico pueden determinar las condiciones de la
formulacion optimizada para cada complejo de la presente descripcion. La seleccidn de las concentraciones 6ptimas
de excipientes en particular para formulaciones en particular esta sujeta a la experimentacion, pero puede ser
determinada por los expertos en la materia para cada una de dichas formulaciones.

Ejemplos
[0080] Los siguientes ejemplos son representativos de la practica de la presente descripcion.
Ejemplo 1 Construccion y purificacién de ADN plasmidico.

[0081] La construccién y caracterizacion del vector plasmidico pCF1-CAT que codifica el producto cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT) del gen indicador se ha descrito previamente. Véase Yew y col. Hum. Gene Ther., 8, 575 —
84 (1997). pCF1-CAT contiene el promotor fuerte del gen inmediato-temprano del citomegalovirus humano (CMV),
un intrén, la secuencia sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina, un origen pUC y el gen de la
aminoglucosido 3'-fosfotransferasa que confiere resistencia a la kanamicina. pCF1-nulo es analogo a pCF1-CAT
excepto en que se deleciond el ADNc de CAT. pCFA-299-CAT se construyé mediante la digestion de pCFA-CAT
(idéntico a pCF1-CAT excepto por la adicion de un pequefio polienlazador 5 de CMV) con Pmel (en el
polienlazador) y Bgll (en CMV), la obtencién de extremos romos con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa | y,
a continuacion, su replicacion. Esto da lugar a la delecion de los nucleétidos -522 a -300 del promotor de CMV.

[0082] La mutagénesis dirigida a sitio se realiz6 usando el kit de mutagénesis dirigida a sitio QuickChange
(Stratagene) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Una modificacién fue que se usaron multiples grupos
de oligonucleétidos simultaneamente, lo que permitio la mutagénesis de tres 0 mas sitios en una Unica reaccién. Las
mutaciones se confirmaron mediante secuenciacion extensiva del ADN y el mapeo de enzimas de restriccion para
comprobar la integridad del pladsmido. Se delecionan los motivos CpG de pCFA-299-10M-CAT en los nucleoétidos 88,
118, 141 y 224 (los numeros hacen referencia al resto C del dinucledtido CpG excepto cuando se indica y se basa
en la secuencia de pCF1-CAT; véase la figura 6) y contiene 10 mutaciones puntuales en los nucle6tidos 410, 564,
1.497 (GaA), 1.887, 2.419, 2.600, 2.696, 3.473, 4.394 (G a A) y 4.551.

[0083] EI ADN plasmidico se prepar6 mediante fermentacidén bacteriana y se purific6 mediante ultrafiltracion y
cromatografia en columna secuencial esencialmente como se ha descrito previamente. Véase Lee y col., Hum. Gene
Ther., 7, 1701 — 1717 (1996) y Scheule y col., Hum. Gene Ther., 8, 689 — 707 (1997). Los preparados purificados
contenian menos de 5 unidades de endotoxina/mg de ADNp determinado mediante un ensayo LAL cromogénico
(BioWhittaker, Maryland), menos de 10 ug de protdna/mg de ADNp determinado mediante el ensayo micro BCA
(Pierce, lllinois) y menos de 10 pg de ADN cromosémico bacteriano/mg de ADNp determinado mediante un ensayo
de transferencia en puntos. Ademas, carecian esencialmente de ARN detectable y mostraban relaciones
espectrofotométricas Azsorzso entre 1,8 'y 2,0.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2394458 T3

Ejemplo 2 Metilacién in vitro del ADNp.

[0084] Los ADN plasmidicos se metilaron in vitro en 5 ml de reaccion que contenian 1 x tampén NEB 2 [NaCl
50 mM, Tds-HCI 10 mM, pH 7,9, MgCl, 10 mM Yy ditiotreitol 1 mM], S-adenosilmetionina (SAM) 160 puM, 1-3 mg de
ADNp y 1 U de metilasa Sss | (New England Biolabs) por ug de ADNp. La mezcla se incdba 37 °C durante 18 h.
Se afiadié6 SAM adicional a una concentracién de 1ISO uM después de 4 h de incubacién. En el tratamiento simulado
del ADNp se us6 el mismo procedimiento, excepto porque se omitid la metilasa Sss |I. El ADNp metilado y con el
tratamiento simulado se centrifug6 a través de una columna Millipore Probind, se precipitd con etanol y se lavo con
etanol al 70 % (v/v). El ADNp se resuspendié en agua a una concentracion final de aproximadamente 3 mg/ml. En
los experimentos para examinar los efectos de la metilacion de ADNp mediada por Sss I, se us6 siempre el ADNp
con metilacion simulada como control.

[0085] EIl grado de metilacion del ADNp se valoré mediante la digestion de 0,2 — 0,5 pg del ADNp tratado con 10 U
de BstU o HPA Il durante 1 h, analizando, a continuacion, el ADNp mediante electroforesis en gel de agarosa. El
ADNp metilado estaba protegido de la digestion con BstU | y HPA II, mientras que el ADNp no metilado o metilado
parcialmente se escindi6. El andlisis en gel mostré que el ADNp metilado estaba completamente protegido tanto de
la digestion por BstU | como por Hpa Il.

[0086] Los plasmidos usados en estos estudios estaban altamente purificados y contenian predominantemente la
forma supercoloidal, menos de 1 unidad de endotoxina/mg de plasmido y no presentaba contaminantes infecciosos,
segln se determind mediante un ensayo del grado de contaminacion microbiana. Para valorar el papel de la
metilacién de los dinucleétidos CpG del ADN plasmidico en la inflamaciéon pulmonar, los ADNp purificados se
metilaron o se sometieron a metilaciéon simulada in vitro usando la metilasa Sss | de E. coli. Esta enzima metila el
resto de citosina (C5) de todos los dinucleétidos CG. El grado de metilacion se valoré mediante el control de la
susceptibilidad de los plasmidos modificados para la digestion por BstU | o HPA I, pero no Msp I. Los plasmidos
metilados por Sss | estaban completamente protegidos de la digestién con BstU | y Hpa I, pero no los sometidos a
metilacién simulada (datos no mostrados). La metilacion de pCF1-CAT también tenia como consecuencia una
reduccién de aproximadamente 5 veces en los niveles de expresion tras la administracion intranasal en los
pulmones de ratones BALB/c (figura 7).

[0087] Los niveles de citoquinas en el liquido de LBA de ratén se cuantificaron mediante kits de ensayos de
inmunoadsorcién ligados a enzima (ELISA) segun las especificaciones de los fabricantes. Los kits de ELISA para
IFN-y, TNF-a, IL1-a, IL-1B, IL-10 e IL-6 eran de Genzyme Corporation, los kits de ELISA para mKC, MIP-2 y GM-
CSF eran de R&D Systems y el kit de ELISA para leucotrieno B4 era de Perseptive Diagnostics.

[0088] Los procedimientos para el procesamiento del tejido pulmonar y el ensayo de la actividad enzimética de
CAT ya se ha descrito anteriormente. Véase Lee y col., Hum. Gene Ther., 7, 1701 — 1717 (1996) y Yew y col., Hum.
Gene Ther., 8, 575 — 84 (1997).

Ejemplo 3 Instilacion nasal de complejos lipido catiénico: ADNp a ratones.

[0089] Los complejos lipido catiénico: ADNp se formaron mediante la mezcla de volimenes iguales de GL-67:
DOPE (1: 2) con ADNp como se describe previamente (Lee y col., Hum. Gene Ther., 7, 1701 — 1717, 1996) a una
concentracion final de 0,6: 1,2: 3,6 mM (GL-67: DOPE: ADNp) o 0,3: 0,6: 1,8 mM, como se indica en la leyenda de la
figura. La concentracion de ADN se expresa en términos de nucleétidos, usando un peso molecular de nucleétidos
promedio de 330 Daltons. Se instilaron por via intranasal 100 ul del complejo a ratones BALB/c como se ha descrito.
Véase Lee y col.,, Hum. Gene Ther., 7, 1701 — 1717 (1996) y Scheule y col., Hum. Gene Ther., 8, 689 — 707 (1997).
Los animales se sacrificaron y se hizo un lavado pulmonar 24 h después de la instilacion usando solucion salina
tamponada con fosfato (PBS). El liquido de LBA recuperado se centrifugd a 1.500 rpm durante 4 min; se retiraron los
sobrenadantes resultantes y se congelaron a -80 °C para el posterior andlisis de citoquinas. Los sedimentos de
células se resuspendieron en PBS para la determinacion microscépica del nimero y los tipos de células.

Ejemplo 4 Composicion del liquido del lavado broncoalveolar tras la administracién de complejos lipido cationico:
ADNp portadores de ADNp metilado o no metilado.

[0090] EI ADNp(m) metilado con Sss | o el ADNp no metilado se utilizaron para formar complejos con el lipido
cationico GL-67 y, posteriormente, se instilaron por via intranasal a ratones BALB/c. Se instilaron grupos
independientes de ratones con ADNp(m), ADNp no metilado solo o vehiculo, y se recogieron los liquidos del lavado
broncoalveolar para su analisis 24 h después del tratamiento.

[0091] Para determinar si la metilacion del ADNp afecta a la respuesta inflamatoria en los pulmones, se

determinaron los niveles de varias citoquinas diferentes en el liquido de LBA 24 h después de la instilacion. Se
encontraron niveles significativamente mayores de TNF-a, IFN-y y, en menor grado, de IL-6 en el liquido de LBA de
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ratones que recibieron GL-67: pCF1-CAT en comparacién con los ratones a los que se administré GL-67: (m)pCF1-
CAT (figura 2). Los niveles de KC murina también aumentaron tras la instilacién de los complejos lipido catidnico:
ADNBp, pero no se observaron diferencias significativas en los niveles de la citoquina inducida por ADNp metilado o
no metilado formando complejo con GL-67. Por el contrario, se encontraron niveles bajos de estas cuatro citoquinas
tras la instilacion de GL-67 solo, (m)pCF1-CAT solo o pCF1-CAT no metilado solo (figura 2). Sin embargo, aunque
los niveles de TNF-a, IFN-y e IL-6 son bajos en el liquido de LBA de los animales tratados con ADNp libre en
comparacion con el ADNp formado complejo, los niveles de estas citoquinas eran invariablemente superiores en el
grupo que recibié solo ADNp no metilado libre que en el grupo al que se administr6 (m)pCF1-CAT. También se
analizaron las citoquinas IL-10, leucotrieno B-4, IL-13, IL-1a, MIP-2 y GM-CSF, pero en todos los casos los niveles
eran bajos e indistinguibles de los niveles en animales no tratados (datos no mostrados). Estos resultados indicaban
que el ADNp no metilado era inflamatorio en el pulmén y que esta respuesta se exacerbaba cuando el ADNp se
presentaba formando complejo con GL-67. Ademés, de las citoquinas inducidas por la administracion de los
complejos GL-67: pCF1-CAT al pulmoén, TNF-a, IFN-y y una proporein de la IL -6 se debian principalmente a la
presencia de ADNp no metilado. El lipido catidnico GL-67 no contribuia significativamente a la inducciéon de
citoquinas en el liquido de LBA con la excepcion de KC, que parecia funcionar en concierto con el ADNp para
aumentar su nivel.

[0092] EI caracter de la respuesta inflamatoria inducida por GL-67: pCF1-CAT también se evalué mediante la
determinacion del ndamero total de células y los recuentos diferenciales recuperados en el liquido de LBA de los
animales tratados. Se observé un numero elevado de leucocitos polimorfonucleares (PMN) en el liquido de LBA de
ratones a los que se instil6 GL-67: ADNp en comparacion con los ratones que recibieron GL-67 solo o ADNp solo
(figura 3A). El estado de metilacion del ADNp en el complejo GL-67: pDNA no afectaba significativamente al nUmero
total de células. No obstante, los animales a los que se administr6 (m)pCF1-CAT solo (4 experimentos
independientes) mostraban de forma uniforme una ligera reduccién del ndmero total de leucocitos PMN en
comparacion con los que recibieron pCF1-CAT. Un andlisis de los diferentes tipos celulares mostré un aumento de la
proporcion de neutréfilos en ratones que recibieron GL-67: pCF1-CAT en comparacién con los ratones que
recibieron GL-67: (m)pCF1-CAT (figura 3B). Este aumento se observo también después de la instilacién de pCF1-
CAT solo en comparacion con (m)pCF1-CAT solo. En conjunto, estos datos indican que la induccion del infiltrado
celular estaba mediada tanto por el lipido catiébnico como por el ADNp. Sin embargo, la administracién en el pulmon
de ADNp no metilado, y no la de ADNp metilado, puede dar lugar a un aumento del niumero de leucocitos PMN,
especialmente neutrdfilos, en el liquido de LBA.

[0093] Puesto que pCF1-CAT expresa niveles elevados de la enzima indicadora CAT, que es una proteina
bacteriana, existia la posibilidad de que la respuesta de citoquinas se debiera a la expresion de la proteina extrafia.
Por tanto, los experimentos se repitieron usando un vector plasmidico que contiene la misma estructura molecular
del plasmido, pero que carece de transgén (pCF1-nulo). El perfil de induccién de citoquinas después de la
administracion de pCF1-nulo metilado o no metilado formado complejo con GL-67 era esencialmente idéntico al
obtenido con pCF1-CAT (datos no mostrados). Esto confirmaba que el ADN plasmidico por si solo, y no la expresion
de CAT bacteriano, era responsable de la induccién de citoquinas observada.

Ejemplo 5 Relacion dependiente de dosis entre pADN no metilado y los niveles de citoquinas.

[0094] Para determinar si existia una relacion dependiente de la dosis entre la cantidad de ADNp no metilado
administrado en los pulmones y los niveles de citoquinas inducidas, se mezclé (m)pCF1-CAT con pCF-1CAT a
diferentes proporciones antes de formar complejos con GL-67. La dosis de GL-67 y la cantidad total de nucle6tidos
administrados permanecian constantes. En este experimento se analizaron MIP-2 e IL-12, ademas de TNF-a, IFN-y,
IL-6 y mKC. Cuando aumentaba la proporcién de pCF1-CAT no metilado en el complejo, se observaba un aumento
correspondiente en los niveles de TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-12 (figura 4). Con IFN-y, IL-6 e IL-12, el aumento
estimulado en los niveles de citoquinas era maximo cuando la proporcion de ADNp metilado: no metilado era 1: 2.
Esta relacion dependiente de la dosis respalda la propuesta de que la induccion de TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-12 en el
liqguido de LBA era una respuesta directa a la presencia de ADNp no metilado. Esta tendencia no se observé para
KC ni MIP-2, coincidiendo con las observaciones anteriores (figura 4).

Ejemplo 6 Cambios histopatologicos en el pulmdén tras la administracion de complejos lipido cationico: ADNp
metilado.

[0095] También se examinaron los cambios histopatologicos en los pulmones de ratones BALB/c tras la
administracion del lipido catiénico solo, ADNp solo o complejos lipido cationico: ADNp. Se realizaron instilaciones
intranasales a ratones BALB/c con GL-67: (m)pCF1-CAT, GL-67: pCF1-CAT, GL-67 solo, (m)pCF1-CAT, pCF1-CAT
0 agua (vehiculo control). Los ratones se sacrificaron 2 dias después de la instilacion y se procesaron los pulmones
para el examen histologico de forma enmascarada.
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Histopatologia

[0096] Los pulmones se fijaron mediante insuflacion a una presién de 30 cm de H,O con paraformaldehido al 2 %
y glutaraldehido al 0,2 %. Se tomaron muestras representativas de cada Iébulo pulmonar, se incluyeron en glicol
metacrilato, se cortaron y se tifieron con hematoxilina y eosina. La histopatologia del pulmén se evalud a ciegas y se
clasificé subjetivamente usando una escala de 0 a 4, donde una puntuacion de 0 indica la ausencia de hallazgos
andémalos y una puntuacion de 4 refleja cambios intensos con infiltrado intenso. Véase Scheule y col., Hum. Gene
Ther., 8, 689 — 707 (1997).

[0097] Se observaron areas multifocales de inflamacion alveolar en ratones que recibieron complejos GL-67:
pDNA. El grado de inflamacion pulmonar se clasificé usando una escala de 0 a 4, donde 0 indica la ausencia de
anomalias, 1 indica un cambio minimo, 2 un cambio leve, 3 un cambio moderado y 4 representa cambios intensos
respecto al pulmén normal (figura 5). No se observaron diferencias significativas en la puntuacion de inflamacion de
los pulmones que recibieron GL-67: ADNp en comparacion con los pulmones que recibieron el complejo GL-67:
ADNp(m). Los pulmones que recibieron solo GL-67 obtuvieron puntuaciones ligeramente inferiores que los pulmones
gue recibieron el complejo lipido: ADNp, mientras que se observd inflamacion minima en los pulmones que
recibieron ADNp o ADNp(m) solo. Estos resultados indicaban que la presencia de motivos CpG no metilados en el
ADNp no afectaban en gran medida a los cambios histopatoldgicos observados en el pulmén tras la administracién
de complejos lipido catiénico: ADNp. Asimismo, la mayoria de los cambios histopatolégicos observados tras la
administracion de los complejos estaban mediados por el componente lipidico catidnico.

Ejemplo 7 Efecto de la mutacion de los motivos CpG inmunoestimuladores dentro de pCF1-CAT.

[0098] Si un subgrupo de dinucledtidos CpG no metilados presentes en pCF1-CAT eran responsables de la
mayoria de la respuesta de citoquinas, entonces la eliminacion de estos motivos CpG en particular podria reducir el
nivel de induccién. Hay 17 motivos en pCF1-CAT que tienen la secuencia 5'-RRCGYY-3', que se ha demostrado
previamente es el contexto de secuencia en el que el motivo CpG es la mas inmunoestimulador (figura 6). Catorce
de estos motivos se eliminaron mediante delecion o mediante mutagénesis dirigida a sitio. Los cuatro motivos CpG
localizados en el promotor de CMV (en las posiciones nucleotidicas 88, 118, 141 y 224) se eliminaron mediante la
delecién de un fragmento de 400 pb que contenia una porcion de la regién del potenciador antes del extremo 5',
para crear pCFA-299-CAT (figura 6). Diez de los trece motivos restantes (en las posiciones 410, 564, 1.497, 1.887,
2.419, 2.600, 2.696, 3.473, 4.394 y 4.551) se modificaron mediante mutagénesis dirigida a sitio para crear pCFA-
299-10M-CAT (figura 6). El resto de citosina de cada motivo se mutd a un resto timidina en todos los casos, con la
excepcion de un motivo (nucledtido 1.497) dentro de la secuencia codificadora de CAT y un motivo (nucleétido
4.394) dentro del gen de resistencia a kanamicina. En estos dos motivos, con el fin de conservar la secuencia
codificadora de las respectivas proteinas, el resto de guanidina del dinucleétido CpG se cambié por un resto de
adenosina. No fue posible mutar el resto del nucleétido 2.789 que se localiza en la proximidad del origen y que se
especula puede ser esencial para la replicacion del plasmido.

[0099] Se formaron complejos con los plasmidos, pCF1-CAT, (m)pCF1-CAT, pCFA-299-CAT y pCFA-299-10M-
CAT y con el lipido catiénico GL-67 y, a continuacion, se instilaron por via intranasal en ratones BALB/c. Veinticuatro
horas después de la instilacion se recogi6 el liquido de LBA para el andlisis de citoquinas y se extrajeron los
pulmones para los ensayos de CAT. La expresién de pCFA-299-CAT, que contenia el promotor de CMV, era
aproximadamente un tercio de la de pCF1-CAT (figura 7). La expresién de pCFA-299-10M-CAT era equivalente a la
de pCFA-299-CAT, lo que indicaba que la introduccion de 10 mutaciones puntuales no afectaba a la expresion del
transgén (figura 7). Al igual que antes, se observaron niveles elevados de TNF-a, IFN-B, IL-6 e IL-12 en el liquido de
LBA de ratones que recibieron pCF1-CAT no metilado (figura 8). Sin embargo, también se observaron niveles
igualmente altos de estas citoquinas con pCFA-299-CAT y pCFA-299-10M-CAT. Por consiguiente, la reduccion del
contenido de motivos CpG en el plasmido no reducia su capacidad para elevar los niveles de citoquinas en el
pulmén. Esto sugiere que es necesaria la eliminacion de otros motivos inmunoestimuladores, ademas de los que
portan la secuencia 5-RRCGYY-3' consenso para reducir la respuesta inflamatoria.

Ejemplo 8 Efecto de la inhibicion del infiltrado y de la activacion de citoquinas en el pulmén sobre la expresiéon de
CAT.

[0100] Aunque la mutacion del vector plasmidico no conseguia reducir la inflamacion en el pulmén, se ha
demostrado previamente que la inyeccion de anticuerpos frente a Mac-1a y LFA-1 puede limitar el infiltrado de
neutrofilos y la inducciéon de TNF-a. Este procedimiento se us para determinar el efecto de la reduccion tr ansitoria
de la respuesta inflamatoria sobre la expresion de CAT.

[0101] El infiltrado de neutrdfilos en los pulmones de ratones BALB/c se inhibia mediante la administracion

sistémica de una combinaciéon de anticuerpos frente a Mac-1a y LFA-1, como se describe previamente. Véase
Scheule y col., Hum. Gene Ther., 8, 689 — 707 (1997). El anticuerpo monoclonal que reconoce la molécula Mac-1a
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murina (clon M1/70; ATCC; TIB 128) se generd a partir de ascitis y los que reconocen LFA-1 se obtuvieron de R&D
Systems. Brevemente, para inhibir el infiltrado de neutrdfilos, se inyect6 en la vena de la cola de los ratones 100 pl
de una mezcla que contenia 40 ul de liquido ascitis de Mac-1a y 40 pl de anticuerpo anti-LFA-1 aproximadamente 10
minutos antes de la administracion del complejo lipido catiénico: ADNp. Los ratones se sacrificaron en distintos
puntos temporales después de la instilacion, se hizo un lavado de los pulmones y se analizaron los niveles de
citoquinas y los recuentos celulares en el liquido de LBA resultante.

[0102] Se inyecto a los ratones a través de la vena de la cola una mezcla de los dos anticuerpos justo antes de la
instilacién de GL-67: pCF1-CAT en el pulmén. Se analizaron los tipos celulares y las citoquinas en el liquido de LBA
y la actividad CAT en el pulmén los dias 2 y 7 después de la instilacién. En el caso de los ratones pretratados con
los anticuerpos se observé una disminucion significativa del numero de neutréfilos; en el liquido de LBA se observo
también una reducciéon en los niveles de TNF-a, IFN-y e IL-12 (figura 9). De forma concomitante con esta
disminucion en los niveles de citoquinas, se observé un aumento superior a 4 veces en la expresion de CAT el dia 2
después de la instilacién (figura 10). El dia 7 se observaron niveles aproximadamente equivalentes de CAT. Estos
resultados indican que reduciendo el infiltrado de neutrdfilos y la induccién de citoquinas en el pulmén se puede
conseguir una mejora significativa en la expresion del transgén.

Ejemplo 9 Efectos de la modificacion del vector ADNp mediante mutagénesis dirigida a sitio.
Células esplénicas de raton

[0103] Se sacrificaron ratones BALB/c de 6 — 8 semanas de edad mediante dislocacién cervical. Se extirparon los
bazos y se colocaron en PBS estéril sobre hielo. Para preparar suspensiones de células disgregadas, los bazos se
colocaron en una placa de cultivo tisular en PBS y se aplastaron entre los bordes esmerilados de dos portaobjetos
estériles. Las células se sedimentaron mediante centrifugacion a 1.200 rpm durante 8 min y se lavaron 3 veces con
PBS. Después del lavado final, las células se resuspendieron en medio RPMI suplementado con tampon HEPES
25 mM, suero bovino fetal al 10 %, L-glutamina 2 mM y 2-mercaptoetanol (2-ME) 50 pM. Las células resuspendidas
se sembraron a razon de 6 x 10° células/ml/pocillo en placas de cultivo de 24 pocillos. Se recogié el sobrenadante
24 h después de la adicién de oligonucle6tidos o ADN plasmidico para la determinacién de la produccion de
citoquinas (IL-12).

Mutagénesis dirigida a sitio

[0104] La mutagénesis dirigida a sitio se realiz6 usando el kit de mutagénesis QuickChange (Stratagene) segun el
protocolo proporcionado por el fabricante. En general, la citosina del dinucleétido CpG se cambié por una adenina.
En algunos casos se cambid la guanina para no alterar la secuencia codificadora. Las mutaciones se confirmaron
mediante secuenciacion del ADN.

Construccion del vector plasmidico

[0105] EI vector pCFA-CAT se ha descrito previamente (véase el ejemplo 1). Se aislé un fragmento Sph | de
2,6 Kb de pCFA-CAT que contenia el gen de resistencia a kanamicina y la regién origen de replicacion y se ligd
consigo mismo para formar pOri-K. Para construir los plasmidos con nimero reducido de CpG, se sintetizd un
fragmento de 995 pb que contenia el gen 3-aminoglucosidasa (gen de resistencia a kanamicina) y un fragmento de
721 pb que contenia el gen de la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) de E. coli por Operon Technologies (GeneOp).
Se amplificé un fragmento de 740 pb que contenia el origen de replicacion mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir de pCFA. Esta region se corresponde con los nucleétidos 1.894 a 2.633 de pUC19. El
fragmento de kanamicina sintética y el fragmento origen se ligaron para formar pOri-K-mut. Para construir pGZA-
CAT, el gen CAT de pCFA-CAT se sustituyd primero por el gen CAT sintético. A partir de esta construccion se aislo
un fragmento Sph | de 2 kb que contenia el promotor de CMV, el intron, el CAT sintético y la sefial de poliadenilacion
de la hormona de crecimiento bovina y se ligé a pOri-K-mut para formar pGZA-CAT.

Modificacion del vector de ADNp mediante mutagénesis dirigida a sitio

[0106] EI vector plasmidico de expresién pCFA-CAT contiene el potenciador y el promotor del gen inmediato
temprano del citomegalovirus, un intron, el gen indicador de la cloranfenicol acetiltransferasa de E. coli, la sefial de
poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina, una region origen de replicacion ColE1 y un gen de resistencia
a la kanamicina. Contando ambas hebras del plasmido, habia en total 526 dinucleotidos CpG (tabla 1).

[0107] Se realizé la mutagénesis dirigida a sitio en los sitios CpG de la region origen de replicacion y del gen de
resistencia a kanamicina, que contienen el mayor nimero de estos sitios. En la mayoria de los casos, el dinucleétido
CpG se cambid por CA, con algunas excepciones en las que se disefiaron algunas mutaciones para no alterar la
secuencia codificadora. Dentro del gen de resistencia a kanamicina se eliminaron 32 de los 117 sitios CpG. Dentro
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de la region origen de replicacién, muchas de las mutaciones que se probaron destruian aparentemente la funcion
de replicacion, por lo que solo se eliminaron ocho de los 161 sitios CpG. Para comparar la actividad estimuladora
relativa de la regién origen de replicacion no modificada y mutada y el gen de resistencia a kanamicina, los
fragmentos que contenian estas regiones se amplificaron en primer lugar mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa, se afiadieron, a continuacion, cantidades iguales de cada fragmento a las células esplénicas de ratén vy,
24 h después, se determinaron los niveles de IL-12. Ambos fragmentos inducian niveles elevados de IL-12 (figura
11), en concordancia con la actividad estimuladora conocida del ADN derivado de E. coli. El gen de resistencia a
kanamicina mutado inducia el 50 % menos de IL-12 a partir de las células esplénicas de raton en comparacion con
el gen no modificado. La region origen de replicacion mutado también inducia ligeramente menos IL-12 en
comparacion con la region no mutada. Estos resultados indican que la reduccién del nimero de sitios CpG dentro de
un segmento determinado de ADN reduce la actividad estimuladora.

[0108] Un método alternativo a la mutagénesis para reducir el nUmero de sitios CpG dentro de la regién del origen
de replicacion fue determinar el fragmento minimo que podia seguir siendo funcional.

Estudios previos han demostrado que la regién minima necesaria para la replicacion del ADN abarca el origen y
aproximadamente 999 pb antes del extremo 5’, lo que codifica el cebador ARN II.

La region se redujo en tamafio de 1.276 a 740 pb, se eliminaron 65 motivos CpG, pero continuaba siendo
completamente competente para la replicacion. Cuando se probd en células esplénicas de raton, la region de
replicaciéon acortada inducia niveles de IL-12 similares a los del origen mutado. Sin embargo, sobre una base de
plasmido, este fragmento de replicacion minimo contribuye con significativamente menos motivos CpG.

[0109] En funcion de estos resultados, probablemente se conseguian reducciones adicionales de la actividad
estimuladora mediante la eliminacion adicional de sitios CpG-S. En lugar de realizar mutagénesis adicionales, se
sintetizo el fragmento del gen de resistencia a la kanamicina mediante el ensamblaje de varios oligonucle6tidos
solapantes. La secuencia se disefi6 para eliminar todos los dinucleétidos CpG sin alterar la secuencia de
aminoacidos. El fragmento del gen indicador CAT se sintetiz6 de forma similar, eliminando 78 de los 60 sitios CpG.
Cuando se prob6 en células esplénicas de raton, estos fragmentos deficientes en CpG eran esencialmente no
estimuladores, con niveles de IL-12 equivalentes a los del vehiculo control. Estos resultados demuestran que
fragmentos grandes de ADN pueden hacerse no estimuladores mediante la eliminacion de los sitios CpG.

Ejemplo 10 Actividad estimuladora del vector con niumero reducido de CpG.
Administracion de complejos lipido catiénico: ADNp a ratones.

[0110] Para la administracién sistémica, se formaron complejos lipido cationico: ADNp mezclando voliumenes
iguales de GL-62: DOPE (1: 2) con ADNp como se describe previamente (Lee y col., 1996) a una concentracion final
de 0,6: 1,2: 3,6 MM (GL-67: DOPE: ADNp). La concentracion de ADN se expresa en términos de nucleétidos,
usando un peso molecular de nucledtidos promedio de 330 Daltons. Se inyectaron ratones BALB/c a través de la
vena de la cola con 100 pl del complejo. El suero se recogié 24 h después de la inyeccion.

[0111] Para la administracion dentro del pulmon, los complejos de GL-67: DOPE: ADNp se instilaron por via
intranasal a ratones BALB/c con 100 pl del complejo como se ha descrito (Lee y col., 1996; Scheule y col., 1997).
Los animales se sacrificaron y se hizo un lavado pulmonar 24 h después de la instilacion usando solucion salina
tamponada con fosfato (PBS). El liquido de LBA recuperado se centrifugé a 1.500 rpm durante 4 min; se recogieron
los sobrenadantes resultantes y se congelaron a -80 °C para el posterior andlisis de citoquinas.

Ensayos de citoquinas y actividad CAT.

[0112] Los niveles de citoquinas se cuantificaron usando kits de ensayos de inmunoadsorcion ligados a enzima
(ELISA) segun las especificaciones del fabricante (Genzyme Corporation, Framingham, MA). Los procedimientos
para el procesamiento del tejido pulmonar y los ensayos de la actividad enzimatica de CAT se han descrito
previamente (Lee y col., 1996; Yew y col., 1997).

Actividad estimuladora del vector con nimero reducido de CpG

[0113] El gen de resistencia a kanamicina y la regién origen de replicacion minima se ligaron entre si para formar
pOri-K-mut. Este plasmido contiene 96 sitios CpG en comparacion con los 278 sitios CpG del plasmido pOri-K
compuesto por el gen de resistencia a kanamicina no mutado y la region origen de replicaciéon no modificada. Los
plasmidos se afiadieron a las células esplénicas de ratén y se midieron los niveles de IL-12 en el sobrenadante 24 h
después. Los niveles de IL-12 inducida por pOri-K-mut eran aproximadamente el 20 % de los inducidos por pOri-K.

[0114] EI pOri-K-mut se uso, entonces, para reensamblar la forma modificada de pCFA-CAT. El potenciador-
promotor de CMV se dejo sin alterar por miedo a que las mutaciones dentro de esta region redujeran la actividad del
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promotor. El intron/poli A tampoco se cambid, pero se encontré que era solo débilmente estimulador cuando se
probd en células esplénica de raton. El gen CAT sintético se uso en lugar del gen CAT no modificado. El vector
reensamblado final pGZA-CAT contiene 256 sitios CpG frente a los 526 sitios en pCFA-CAT. Cuando se probé en
células esplénicas de raton, los niveles de IL-12 eran aproximadamente el 35 % de los inducidos por pCFA-CAT.

[0115] Para valorar la actividad estimuladora de pGZA-CAT in vivo, se formoé un complejo con el vector y el lipido
cationico GL-62 y, a continuacion, se inyectd por via intravenosa en ratones BALB/c. El suero se recogié 24 horas
después de la inyeccion y los niveles de citoquinas se midieron mediante ELISA. Como se mostrd previamente, los
complejo lipido catiénico: ADNp inducen niveles elevados de las citoquinas inflamatorias INF-y, IL-12 e IL-6.
Comparado con los niveles inducidos por los complejos GL-62: pCFA-CAT, los niveles de IL-12 en suero tras la
inyeccion de GL-62: pGZA-CAT se redujeron el 43 % y los niveles de IFN-y e IL-6 se redujeron el 81 % y el 78 %,
respectivamente. También se formaron complejos con el vector pGZA-CAT y el lipido catibnico GL-67 y, a
continuacion, se instil6 por via intranasal en los pulmones de ratones BALB/c. El liquido del lavado broncoalveolar se
recogié 24 horas después de la inyeccion y los niveles de citoquinas se midieron mediante ELISA. En comparacion
con los niveles inducidos por los complejos GL-67: pCFA-CAT, los niveles de IL-12 en el liquido de LBA después de
la instilacion de GL-67: pGZA-CAT se redujeron el 55 % y los niveles de TNF-a e IL-6 se redujeron el 55 % y el 60
%, respectivamente.

[0116] Aqui se han eliminado 270 de los 526 dinucle6tidos CpG en un plasmido indicador (pCFA-CAT) y se ha
analizado la respuesta inflamatoria frente a los complejos lipido catiénico: ADNp que contenian el vector modificado
(PGAZ-CAT) tras la administraciéon sistémica o intranasal a ratones BALB/c. En comparaciéon con el vector no
modificado, se observé que pGZA-CAT con numero reducido de CpG era significativamente menos estimulador,
puesto que los niveles de IL-12, IFN-y e IL-6 en suero 24 horas después de la administracion intravenosa se redujo
el 40 — 80 %. Reducciones similares en los niveles de citoquinas se observaron en los liquidos del lavado
broncoalveolar tras la administracion intranasal, mientras que los niveles de expresion del gen indicador no se vieron
afectados por las modificaciones.

Ejemplo 11 Inhibicién de la produccion de IL-12 por las células esplénicas de ratdn con cloroquina y quinacrina.

[0117] Otra estrategia para reducir las propiedades estimuladoras del vector de ADNp es usar inhibidores
especificos de la ruta de sefializacion de CpG. Se ha demostrado previamente que la cloroquina y la quinacrina
inhiben las propiedades inmunoestimuladoras de los oligonucleétidos que contienen el motivo CpG in vitro. En estos
compuestos se analizé la capacidad de inhibir las propiedades estimuladoras del ADNp y los complejos lipido
cationico-ADNp in vitro y en el pulmén del ratén. Se afiadi6 pCFA-CAT, junto con cloroquina o quinacrina, a las
células esplénicas de ratén y se midieron los niveles de IL-12 en el medio de cultivo 24 horas después. Cloroquina
10 uM o quinacrina 1 uM reducian de forma eficaz la induccion de los niveles de IL-12 hasta casi los niveles basales
(figura 15). Para determinar si la cloroquina y la quinacrina podian inhibir la estimulacion por los complejos lipido
catiénico: ADNp, se afiadi6 cloroquina y quinacrina junto con un complejo de lipido catiénico GL-67 y pCFA-CAT.
Cloroquina 10 uM o quinacrina 1 uM de nuevo reducian de forma eficaz la induccién de los niveles de IL-12 casi
hasta niveles basales (figura 15).

Ejemplo 12 Perfil de citoquinas en el liquido del lavado broncoalveolar después de la instilacién del complejo lipido
cationico: ADNp més cloroquina o quinacrina.

[0118] La cloroquina y la quinacrina se instilaron también con complejos de GL-67 y pCFA-CAT en los pulmones
de ratones BALB/c. Se recogi6 el liquido de LBA 24 horas después de la instilacion y se midieron las citoquinas
mediante ELISA. La adicion de cloroquina 0,1 uM o quinacrina 0,1 uM reducia los niveles de IL-12, TNF-a e IFN-y
del 50 al 70 % en comparacion con los niveles después de la instilacion del complejo solo. Concentraciones mas
altas de cloroquina o quinacrina no disminuyeron adicionalmente los niveles de citoquinas (datos no mostrados). Los
niveles de expresién de CAT no se vieron afectados por la adicion de cualquiera de los dos compuestos (figura 16).
Estos resultados sugieren que concentraciones bajas de cloroquina y quinacrina pueden reducir de forma eficaz la
respuesta inflamatoria asociada a la instilacion de complejos lipido catidonico-ADNp en el pulmén.

[0119] Los resultados demuestran que inhibidores conocidos de la ruta de sefializacion de CpG reducen los
niveles de citoquinas inflamatorias. Dos de estos inhibidores, cloroquina y quinacrina, reducian en gran medida la
induccion de la produccion de IL-12 por las células esplénicas de ratén in vitro e inhibian la produccién de citoquinas
en el pulmén al 50 % sin afectar a la expresion génica. El uso de un vector de ADNp menos estimulador, junto con
inhibidores de la estimulacion inducida por CpG, reduce la toxicidad asociada a los complejos lipido cationico-ADNp
y, por tanto, aumenta la seguridad de la terapia génica no viral.

Ejemplo 13 Papel del estado de metilacion de los motivos CpG en pCF1-CAT sobre la toxicidad observada tras la
administracion sistémica de complejos GL-67: pCF1-CAT.
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[0120] Se hidraté GL-67: DOPE: DMPEPeg5000 (proporcién molar 1: 2: 0,05) en agua estéril apirégena a una
concentracion de 4 mM de GL-67. EI ADN plasmidico (ADNp) se diluyé en agua estéril apirégena a una
concentracion de 4 mM. Se prepar6 el complejo GL-67: ADNp afiadiendo un volumen igual de suspensién de lipido
catiénico a un volumen igual de ADNp seguido del mezclado suave para lograr la homogeneidad de la suspension.
La mezcla se incubd a continuaciéon durante un minimo de 15 minutos y un maximo de 60 minutos antes de la
inyeccion. El complejo se prepard usando los siguientes tipos de ADNp: 1) pCF1-CAT no tratado [pCF1-CAT que no
se ha modificado tras la purificacion en columna], 2) pCF1-CAT metilado [pCFA-CAT en el que los motivos CpG se
han metilado con metilasa Sss I, 3) pCF1-CAT con metilacion simulada [pCF1-CAT que se ha sometido a la reaccion
de metilacion, pero en la que no habia metilasa en la mezcla de reaccién].

[0121] Se inyectaron ocho ratones BALB/c hembras por grupo con un bolo de 100 pl del complejo GL-67: ADNp o
del vehiculo a través de la vena de la cola. A las 24 horas aproximadamente de la inyeccion, se recogieron muestras
de sangre completa y suero de los ratones mediante sangrado retroorbital. La sangre completa se sometié a un
examen hematoldgico completo para el cual se siguié un conjunto representativo, pero no exclusivo, de parametros:
recuento de leucocitos, formula leucocitaria, recuento de eritrocitos, hemoglobina y recuento de plaquetas. También
se analiz6 en el suero un perfil de bioquimica sérica para animales pequefios, para lo cual se siguié un conjunto
representativo, pero no exclusivo, de parametros; transaminasas séricas (alanina aminotransferasa [ALT], aspartato
aminotransferasa [AST]), creatinina quinasa, bilirrubina, niveles séricos de proteinas incluyendo niveles de albdimina
y globulina, nitrégeno ureico en sangre, electrolitos y glucosa. También se analizdé en el suero, usando kits de
inmunoensayos ligados a enzimas (ELISA) de R&D Systems, la presencia de las siguientes citoquinas
representativas: interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 12 (IL-12) e interferon gamma (IFN-y).

[0122] Estudios previos de toxicologia han sugerido que los cambios fisiologicos mediados por la administracion
sistémica del complejo lipido catiénico: ADNp se caracterizaban, en parte, por elevaciones estadisticamente
significativas en los niveles de transaminasas séricas (ALT y AST) y en las citoquinas IL-6, IL-12 e IFN-y, en
comparacion con los animales tratados con el vehiculo. Las elevaciones de los niveles de transaminasas séricas
(ALT y AST) se aceptan, en general, como indicadores de la toxicidad hepatica, aunque se conocen con certeza
otros pardmetros clinicos de dafio hepético por lo que podrian sustituirse. Dos fuentes para obtener informacién mas
detallada sobre las pruebas diagndsticas y usos de la bioquimica clinica son Fundamentals of Clinical Chemistry,
N.W. Tietz, Editor, Saunders, Filadelfia, 1976 y Clinical Diagnosis by Laboratory Methods, 152 ed., Saunders,
Filadelfia, 1974. Los niveles de citoquinas se midieron como indicadores de la inflamacion; el grupo de citoquinas
seleccionado se acepta, en general, como un grupo proinflamatorio. Sin embargo, estudios previos de toxicologia
indican que se produce la induccidn de mas citoquinas que las de este subgrupo tras la administracién sistémica del
complejo lipido catiénico: ADNp. Por tanto, este grupo de citoquinas debe revisarse como medicion representativa,
pero no exclusiva, de la respuesta de citoquinas generadas por el complejo lipido catidnico: ADNp. Una fuente de
informacién adicional sobre la relacion de la inflamacion y las citoquinas / otros mediadores solubles en sangre de
las interacciones célula-célula se puede encontrar en Immunology, 52 ed., Mosby International Ltd., Londres, 1998.

Resultados

[0123] Los ratones a los que se inyectaron tanto complejos GL-67: pCF1-CAT no tratado como GL-67: pCF1-CAT
con metilacion simulada mostraban elevaciones significativas de los niveles de transaminasas séricas (ALT y AST),
asi como elevaciones significativas de los niveles de IL-6, IL-12 e IFN-y, en comparacion con los animales tratados
con el vehiculo. Los ratones a los que se inyectd el complejo GL-67: pCF1-CAT metilado también mostraron
elevaciones significativas de los niveles de transaminasas séricas (ALT y AST), pero presentaban niveles de IL-12 e
IFN-y préximos a los observados en los animales tratados con el vehiculo. Estos resultados ponen de manifiesto que
la metilacién de los motivos CpG en pCF1-CAT bloquea la induccion de la expresion de IL-12 e IFN-y, pero no altera
la toxicidad sistémica observada tras la administracion del complejo GL-67: pCF1-CAT, como indican los niveles de
transaminasas séricas.

Ejemplo 14 Papel de los motivos CpG en pCFA-CAT sobre la toxicidad observada tras la administracion sistémica
de complejos GL-67: pCF1-CAT.

[0124] Se hidraté GL-67: DOPE: DMPEPeg5000 (proporcién molar 1: 2: 0,05) en agua estéril apirégena a una
concentracion de 4 mM de GL-67. EI ADN plasmidico (ADNp) se diluyé en agua estéril apirégena a una
concentracion de 4 mM. Se prepar6 el complejo GL-67: ADNp afiadiendo un volumen igual de suspensién de lipido
cationico a un volumen igual de ADNp seguido del mezclado suave para lograr la homogeneidad de la suspensién.
La mezcla se incubd a continuacién durante un minimo de 15 minutos y un maximo de 60 minutos antes de la
inyeccion. El complejo se prepard usando los siguientes tipos de ADNp: 1) pCF1-CAT y 2) pGZA-CAT (un vector
plasmidico en el que el nimero total de motivos CpG se ha reducido el 50 % con respecto a pCF1-CAT).

[0125] Se inyectaron ocho ratones BALB/c hembras por grupo con un bolo de 100 pl del complejo GL-67: ADNp o
del vehiculo a través de la vena de la cola. A las 24 horas aproximadamente de la inyeccion, se recogieron muestras
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de sangre completa y suero de los ratones mediante sangrado retroorbital. La sangre completa se envié para un
examen hematoldgico completo para lo cual se siguié un conjunto representativo, pero no exclusivo, de parametros:
recuento de leucocitos, formula leucocitaria, recuento de eritrocitos, hemoglobina y recuento de plaquetas. También
se envid suero para realizar un perfil de bioquimica sérica para animales pequefios, para lo cual se siguié un
conjunto representativo, pero no exclusivo, de parametros; transaminasas séricas (alanina aminotransferasa [ALT],
aspartato aminotransferasa [AST]), creatinina quinasa, bilirrubina, niveles séricos de proteina incluyendo niveles de
albumina y globulina, nitrégeno ureico en sangre, electrolitos y glucosa. También se analizé en el suero, usando kits
de inmunoensayos ligados a enzimas (ELISA) de R&D Systems, la presencia de las siguientes citoquinas
representativas: interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 12 (IL-12) e interferén gamma (IFN-y).

[0126] Estudios previos de toxicologia han sugerido que los cambios fisiolégicos mediados por la administracion
sistémica del complejo lipido catiénico: ADNp se caracterizan, en parte, por elevaciones estadisticamente
significativas en los niveles de transaminasas séricas (ALT y AST) y en las citoquinas IL6, IL-12 e IFN-y, en
comparacién con los animales tratados con el vehiculo. Las elevaciones de los niveles de transaminasas séricas
(ALT y AST) se aceptan, en general, como indicadores de la toxicidad hepética, aunque se conocen con certeza
otros pardmetros clinicos de dafio hepético por lo que podrian sustituirse. Dos fuentes para obtener informacion mas
detallada sobre las pruebas diagnésticas y usos de la bioquimica clinica son Fundamentals of Clinical Chemistry,
N.W. Tietz, Editor, Saunders, Filadelfia, 1976 y Clinical Diagnosis by Laboratory Methods, 152 ed., Saunders,
Filadelfia, 1974. Los niveles de citoquinas se midieron como indicadores de la inflamacion; el grupo de citoquinas
seleccionado se acepta, en general, como un grupo proinflamatorio. Sin embargo, estudios previos de toxicologia
indican que se produce la induccion de mas citoquinas que las de este subgrupo tras la administracion sistémica del
complejo lipido catiénico: ADNp. Por tanto, este grupo de citoquinas debe revisarse como medicién representativa,
pero no exclusiva, de la respuesta de citoquinas generadas por el complejo lipido catidnico: ADNp. Una fuente de
informacion adicional sobre la relacion de la inflamacion y las citoquinas / otros mediadores solubles en sangre de
las interacciones célula-célula se puede encontrar en Immunology, 52 ed., Mosby International Ltd., Londres, 1998.

Resultados

[0127] Los ratones a los que se inyecto el complejo GL-67: pCF1-CAT muestran elevaciones significativas de los
niveles de transaminasas séricas (ALT y AST), asi como elevaciones significativas de IL-6, IL-12 e IFN-y, en
comparacién con los animales tratados con el vehiculo. Por el contrario, los ratones a los que se inyecto el complejo
GL-67 preparado con pGZA-CAT (un vector plasmidico en el que el nimero de motivos CpG se habia reducido el 50
% con respecto a pCF1-CAT) mostraban niveles de transaminasas séricas (ALT y AST) proximos a los que se
encontraron en los animales tratados con el vehiculo. Estos Ultimos animales también mostraban niveles séricos
mucho mas bajos de IL-6, IL-12 e IFN-y que el de los animales tratados con el complejo GL-67: pCFA1-CAT donde
el plasmido no se modifica con respecto a los motivos CpG. Estos resultados ponen de manifiesto que la eliminacién
de los motivos CpG de los vectores plasmidicos reduce tanto la respuesta inflamatoria como la toxicidad sistémica
observadas tras la administracién sistémica del complejo GL-67: ADNp, como indica el perfil de citoquinas y los
niveles de transaminasas séricas, respectivamente.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un plasmido que comprende un gen de interés para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de un mamifero mediante terapia génica, en el que el uso comprende la modificacion del plasmido
mediante la eliminacién de un dinucleétido CpG o su mutaciéon a un dinucleétido no-CpG de al menos un
dinucleétido CpG dentro de dicho plasmido, y en el que el tratamiento comprende la administracion del plasmido en
combinacién con un anfifilo catiénico.

2. El uso segun la reivindicacion 1, en el que el uso comprende la eliminacion de un dinucledtido CPG o
su mutacion a un dinucleétido no-CpG de al menos un dinucleétido CpG dentro del gen de interés.

3. El uso segun la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que el pldsmido comprende un origen de
replicacion, y el uso comprende la eliminacién de un dinucleétido CpG o su mutacion a un dinucleétido no-CpG de al
menos un dinucledtido CpG dentro del origen de replicacion.

4. El uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 o 3, en el que el pldsmido comprende un
polinucledtido que codifica un marcador seleccionable, y el uso comprende la eliminacién de un dinucleétido CpG o
su mutacion a un dinucleétido no-CpG de al menos un dinucleétido CpG dentro de dicho polinucleétido.

5. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el transgén codifica la proteina
reguladora de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (FQ).

6. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medicamento comprende un
excipiente farmacéutico.
7. El uso segun la reivindicacion 6, en el que el uso comprende la liofilizacion del plasmido en presencia

de dicho excipiente.

8. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medicamento comprende el
anfifilo catiénico que tiene que ser administrado en combinacién con el plasmido.

9. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el anfifilo catiénico es un lipido
cationico.

10. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el plasmido y el anfifilo

catiénico tienen que administrarse juntos como solucién en aerosol.

11. Un proceso de preparacion de una composicion farmacéutica para el uso de la terapia génica en un
mamifero, en el que la composicién farmacéutica comprende: i) un plasmido que comprende un gen de interés vy ii)
un anfifilo catiénico; y en el que el proceso comprende: a) modificar el plasmido mediante la eliminacion de un
dinucledtido CpG o su mutacion a un dinucleétido no-CpG de al menos un dinucledtido CpG dentro del plasmido y b)
combinar el plasmido con el anfifilo catiénico.
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Promotor de CMV (natural): 1-612

Intrén hibrido (natural):  628-1137

CAT humano sintético:. 1138-1857 marco de lectura abierto - coddn de inicio: 1168
codon de terminacion: 1824

BGH-poli A (natural): 1858-2057

Ori (acortado): 2058-2805

KAN sintético: 2806-3763 marco de lectura abierto - codon de inicio: 2661

codon de terminacion: 2849
Polienlazador: 3764-3788

FIGURA 1B
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