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DESCRIPCION
Utilizacion de ligando Flt3 para reforzar las respuestas inmunolégicas en la inmunizacién con ARN.

La invencion se refiere al campo de la vacunacién y de la inmunoestimulacion mediante la utilizacién de ARN, en
particular ARNm, que codifica uno o mas antigenos, que se asocian, por ejemplo, con enfermedades infecciosas o
enfermedades malignas tales como el cancer.

El sistema inmunoldgico puede mostrar inmunidad tanto especifica como no especifica. En general, la inmunidad
especifica es producida por los linfocitos B y T, que presentan, sobre su superficie celular, receptores especificos
para un antigeno particular. El sistema inmunolégico puede reaccionar a diferentes antigenos de dos maneras
diferentes: (i) inmunidad humoral, que incluye la estimulacion de células B y la producciéon de anticuerpos o
inmunoglobulinas, e (ii) inmunidad mediada por células, que generalmente incluye células T, incluyendo los linfocitos
T citotéxicos (LTC).

Las reacciones de células T especificas de antigeno son producidas por péptidos antigénicos, que se unen al surco
de unidén de las glucoproteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), como parte del mecanismo del
sistema inmunolégico por el que se identifican los antigenos y se induce una reaccion contra ellos. Los péptidos
antigénicos unidos interactdan con los receptores de las células T y modulan de esta manera una respuesta
inmunoldgica. Los péptidos antigénicos se unen no covalentemente a "bolsillos de union" particulares, que se forman
a partir de residuos polimorficos del surco de unién de la proteina de CMH.

Las moléculas del CMH de clase Il son glucoproteinas heterodiméricas, que consisten de cadenas a y B. Los
dominios a1y 1 de estas moléculas se pliegan reuniéndose y formando un surco de unién a péptidos. Los péptidos
antigénicos se unen a la molécula del CMH mediante interaccion entre aminoacidos de anclaje sobre el péptido y los
dominios a1 y B1. Las moléculas del CMH de clase | presentan disposiciones de los dominios diferentes de las de
las moléculas del CMH de clase Il, aunque generalmente presentan una estructura similar con un sitio o surco de
union a péptidos que se encuentra lejos de los dominios membranales.

La etapa inicial en la presentacion de un antigeno proteina foranea es la unién del antigeno nativo a una célula
presentadora de antigeno (CPA). Tras la unién a las CPA, los antigenos penetran en las células, mediante
fagocitosis, endocitosis mediada por receptores o pinocitosis. Estos antigenos internalizados se localizan en
vesiculas intracelulares unidas a la membrana que se denominan endosomas. Tras la fusion de endosomas-
lisosomas, los antigenos son procesados en péptidos pequefios por proteasas celulares localizadas en los
lisosomas. Los péptidos se asocian con las cadenas a y B de las moléculas del CMH de clase Il dentro de estos
lisosomas. Estas moléculas del CMH de clase Il, que habian sido sintetizadas previamente en el reticulo
endoplasmatico rugoso, son transportadas secuencialmente a los complejos de Golgi y después al compartimiento
lisosémico. El complejo de péptido-CMH es presentado sobre la superficie de las CPA para la activacion de las
células Ty B.

La inmunidad no especifica comprende diversas células y mecanismos, tales como la fagocitosis por macréfagos o
granulocitos, y la actividad de células asesinas naturales (NK). La inmunidad no especifica se basa en mecanismos
gue no han avanzado tanto en términos evolutivos y no presenta las propiedades de especificidad y capacidad de
memoria, las cuales son caracteristicas importantes de una respuesta inmunoldgica especifica.

Las vacunas recombinantes resultan especialmente importantes en medicina humana y veterinaria como sustancias
activas y productos medicinales para la profilaxis y el tratamiento de enfermedades infecciosas y el cancer. El
objetivo de la vacunacion con una vacuna recombinante es inducir una respuesta inmunoldgica especifica a un
antigeno definido, proporcionando un efecto preventivo o terapéutico contra enfermedades definidas.

Tras demostrar que la inyeccion intramuscular directa de ADN plasmidico conducia a la expresién prolongada de los
genes codificados sobre la superficie celular (Wolff, J.-A. et al., Science 247:1465-1468, 1990), las vacunas basadas
en ADN se presentaron como una nueva y prometedora estrategia de inmunizacion. Estas observaciones fueron un
importante incentivo para el desarrollo de vacunas basadas en &cidos nucleicos. En primer lugar, las vacunas
basadas en ADN se probaron contra patdgenos infecciosos (Cox G.J. et al., J. Virol. 67:5664-5667, 1993; Davis H.L.
et al., Hum. Mol. Genet. 2:1847-1851, 1993; Ulmer J.B., Science 259:1745-1749, 1993; Wang B. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 90:4156-4160, 1993), aunque pronto también se llevo a cabo investigacion sobre la terapia génica
contra tumores para inducir una inmunidad antitumoral especifica (Conry, R.-M. et al., Cancer Res. 54:1164-1168,
1994; Conry R.M. et al., Gene Ther. 2:59-65, 1995; Spooner R.A. et al., Gene Ther. 2:173-180, 1995; Wang B. et al.,
Hum. Gene Ther. 6:407-418, 1995). Esta estrategia de inmunizacién tumoral presenta varias ventajas decisivas. Las
vacunas basadas en acidos nucleicos son faciles de fabricar y relativamente econdmicas. Ademas, pueden
amplificarse a partir de un nimero reducido de células.

El ADN es mas estable que el ARN pero comporta algunos potenciales riesgos de seguridad, tales como la
induccién de anticuerpos anti-ADN (Gilkeson G.S. et al., J. Clin. Invest. 95:1398-1402, 1995) y la integracion del
transgén en el genoma del huésped. Esto puede conducir a la inactivacion de genes celulares, a una expresion a
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largo plazo incontrolable del transgén, u oncogénesis, y por lo tanto no puede utilizarse de manera general para los
antigenos asociados a tumor con potencial oncogénico tales como, por ejemplo, erb-B2 (Bargmann C.I. et al., Nature
319:226-230, 1986) y p53 (Greenblatt M.S. et al., Cancer Res. 54:4855-4878, 1994). Para evitar estos riesgos
potenciales, la utilizacién de ARN ofrece una alternativa atractiva.

Entre las ventajas del ARN como forma de terapia génica reversible se incluyen la expresion temporal y el caracter
no transformante. No resulta necesario que el ARN entre en el nlcleo para expresarse transgénicamente y ademas
no puede integrarse en el genoma del huésped, de manera que se elimina el riesgo de oncogénesis. Al igual que
con el ADN (Condon C. et al., Nat. Med. 2:122-1128, 1996; Tang D.C. et al., Nature 356:152-154, 1992), también
puede inducirse in vivo mediante inyeccion de ARN una respuesta inmunolégica tanto celular como humoral (Hoerr 1.
et al., Eur. J. Immunol. 30:1-7, 2000; Ying H. et al., Nat. Med. 5:823-827, 1999).

Para la inmunoterapia con ARN transcrito in vitro (ARN-TIV) o ARN amplificado in vitro, se siguen dos estrategias
diferentes, ambas probadas con éxito en diversos modelos animales y que han encontrado aplicacién preliminar en
el ser humano.

Se transfectan células dendriticas (CD) con el ARN transcrito in vitro mediante lipofeccion o electroporacion y
después se aplican (Heiser A., J. Immunol. 164:5508-5514, 2000) o el ARN se inyecta directamente por diversas
vias de inmunizacion (Hoerr I. et al., Eur. J. Immunol. 30:1-7, 2000; Granstein R.D. et al., Journal of Investigative
Dermatology 114:632-636, 2000; Conry R.M., Cancer Research 55:1397-1400, 1995). Se ha demostrado que la
inmunizacion con CD transfectadas por ARN induce LTC especificas de antigeno in vitro e in vivo (Su Z., Cancer
Res. 63:2127-2133, 2003; Heiser A. et al., J. Clin. Invest. 109:409-417, 2002). Los datos clinicos preliminares sobre
la utilizacién de células dendriticas transfectadas por ARN como vacuna temporal se remontan a los afios 2001 y
2002 y han demostrado que pueden inducirse células T especificas de antigeno en pacientes tumorales (Heiser A. et
al., J. Clin. Invest. 109:409-417, 2002; Rains N., Hepato-Gastroenterology 48:347-351, 2001). Para la inyeccion
intradérmica directa de ARN en pacientes, de momento se dispone de los datos preliminares de un estudio clinico de
fase /Il con pacientes de melanoma (Weide B., Journal of Immunotherapy 31:180-188, 2008). Este estudio ha
demostrado la seguridad y baja toxicidad de la inyeccion de ARN desnudo. Basandose en los datos preclinicos, que
habian demostrado una inmunidad de TH-1 mejorada tras la administracion de FEC-GM, se utiliz6 FEC-GM como
adyuvante (Carralot, J.-P. et al., Cell Mol. Life Sci. 61:2418-2424, 2004). Sin embargo, no se observé ningun efecto
clinico en los pacientes de melanoma tratados.

Por lo tanto, las vacunas de ARN pueden utilizarse para transfectar transitoriamente las células con ARN que
codifican para proteinas antigénicas, la expresion de las cuales estimula una respuesta inmunolégica. Basandose en
la produccion intracelular de estos antigenos y el procesamiento de los mismos en la ruta endogena, las vacunas de
ARN inducen inmunidad humoral e inmunidad de células T con la producciéon de linfocitos T citotéxicos (LTC).

Basandose en las propiedades indicadas anteriormente, el ARN aparentemente resulta especialmente adecuado
para aplicaciones clinicas. Sin embargo, la utilizacién de ARN se encuentra muy restringida, principalmente por la
corta vida media del ARN en el citoplasma, ya que la molécula es rapidamente degradada por enzimas, con el
resultado de que se produce poca expresion proteica. Por lo tanto, resulta de considerable interés amplificar la
inmunogenicidad del ARN como sustancia activa.

Se han utilizado adyuvantes desde hace mucho tiempo para potenciar la accion de las vacunaciones (Aguilar J.C. et
al., Vaccine 25:3752-3762, 2007; Chiarella P. et al., Expert Opinion on Biological Therapy 7:1551-1562, 2007). Ya se
ha investigado una gran diversidad de agentes, tales como CpG, Poly I:C, FEC-GM, ligando FIt3 o monofosforil-
lipido A en estudios preclinicos y clinicos de estadio temprano con respecto a su potencia dentro del ambito de las
estrategias de vacunacion tumoral (Speiser D.E. et al., Journal of Clinical Investigation 115:739-746, 2005; Cui Z.R.
et al., Cancer Immunology Immunotherapy 55:1267-1279, 2006; Jaffee E.M., Journal of Clinical Oncology 19:145-
156, 2001; Shackleton M. et al., Cancer Immunity 4:9-20, 2004; Neidhart J. et al., Vaccine 22:773-780, 2004). Con el
fin de incrementar las respuestas inmunolégicas tras la vacunacién con células dendriticas transfectadas por ARN,
en estudios preclinicos se han cotransfectado diversos adyuvantes (IL-12, CD40-L, OX40-L, 4-1BBL) (Dannull J. et
al., Blood 105:3206-3213, 2005; Bontkes H.J. et al., Gene Therapy 14:366-375, 2007; Grunebach F., Cancer Gene
Therapy 12:749-756, 2005). Alternativamente, también se ha cotransfectado ARN de doble cadena (Poly I:C) con el
ARN codificante del antigeno (Michiels A., Gene Therapy 13:1027-1036, 2006).

Dentro del alcance de las investigaciones sobre la utilizacion de adyuvantes en el contexto de la vacunacion con
ARN-TIV desnudo, hasta el momento sélo se ha sometido a ensayo la administracion s.c. de FEC-GM, que en
investigaciones preclinicas condujo a una induccion ligeramente reforzada de la inmunidad de TH-1 (Carralot J.P.,
Cell Mol. Life Sci. 61:2418-2424, 2004). Los requisitos de los adyuvantes para la utilizacion dentro del alcance de la
aplicacion directa de ARN desnudo difieren fundamentalmente de los de los adyuvantes que se utilizan dentro del
ambito de las vacunas basadas en péptidos, en ADN o en células. Lo anterior puede explicarse por el mecanismo
responsable de la incorporacion del ARN en las células desde el espacio extracelular.

Por lo tanto, existe una necesidad de agentes que intensifiguen el grado de inmunoestimulacion producido al
administrar vacunas de ARN.
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Dicho problema se resuelve segln la invencion mediante el objeto de las reivindicaciones de patente.

La invencion satisface dichas necesidades en el aspecto de que describe compuestos que proporcionan soporte a la
incorporacion de ARN en el citosol de las células presentadoras de antigenos y/o puede producir una respuesta
inmunolégica més efectiva con la administracion de una vacuna de ARN.

Los inventores han encontrado que la administracién de moléculas de ARN que codifican antigenos que pueden
utilizarse para la vacunacion y la terapia, conjuntamente con la administracion de ligando FIt3 (FIt3-L), puede
conducir efectivamente a una respuesta inmunolégica que es especifica para estos antigenos.

Se ha encontrado segin la invencion que diversos adyuvantes conocidos no sélo conducen a una falta de
incremento de la eficiencia de sensibilizacion de las células T tras la inmunizacion directa con ARN-TIV desnudo,
sino que tienden a reducir la respuesta de células T. Este resultado fue inesperado y sélo puede explicarse por la
influencia de los adyuvantes sobre la incorporacién del ARN en las células presentadoras de antigeno. Este es un
mecanismo que, de una manera descrita por los inventores por primera vez, es responsable de la incorporaciéon de
los &cidos ribonucleicos de cadena larga. La eficiencia de este mecanismo de incorporacion resulta inhibida por
diversos adyuvantes. Sdlo el ligando flt3 fue capaz de mostrar un efecto adyuvante significativo en la inmunizacion
con ARN. Las investigaciones presentadas demuestran en particular que al administrar ligando FIt3 conjuntamente
con ARN que codifica para un antigeno, se observaba un fuerte incremento de células T CD8+ especificas de
antigeno.

La invencion se refiere de manera general a la provision de vacuna de ARN a las células. En particular, la invencion
se refiere a la utilizacion conjunta de vacuna de ARN y ligando FIt3 para la induccién, produccién o incremento de
una respuesta inmunolégica al administrarlos en animales (incluyendo seres humanos).

Segun la invencion, el ligando Flt3, preferentemente utilizado con una vacuna de ARN, incrementa la respuesta
inmunoldgica de un animal a antigenos especificos que son producidos mediante la utilizacion de la vacuna de ARN.
Son vacunas tipicas utilizadas en este enfoque algunas vacunas viricas, tales como las vacunas de influenza,
herpes, citomegalovirus, VIH-1, VLTH-1 y VIF, vacunas bacterianas, vacunas del cancer y vacunas contra parasitos.

Preferentemente, segln la invencién, se inmuniza un animal mediante la introduccion de ligando FIt3 y ARN que
codifica un antigeno, en un animal. EI ARN es incorporado en las células presentadoras de antigeno del animal
(monocitos, macréfagos, células dendriticas u otras células). Se forma un producto de traduccion antigénico del ARN
y el producto es opcionalmente procesado y presentado por las células en el contexto de complejos mayores de
histocompatibilidad, generando de esta manera una respuesta inmunoldgica contar el antigeno. De esta manera, el
ARN produce el antigeno en una traduccion.

En formas de realizacién particulares, el ligando FIt3 se administra antes, simultaneamente y/o después de la
administracion de una vacuna de ARN. Preferentemente, el ligando FIt3 se administra antes de la administracion de
una vacuna de ARN.

En un aspecto, la invencién se refiere a una preparacion inmunogénica, que comprende ARN que codifica por lo
menos un antigeno, y un ligando FIt3. EI ARN y el ligando FIt3 pueden encontrarse presentes en la preparacion
inmunogénica segun la invencion en una composicion comun, es decir, mezclados entre si. Ademas, también se
encuentran contempladas formas de realizacidn segun la invencién en las que el ARN y el ligando FIt3 se encuentra
presentes simultaneamente, pero no en la misma composicién. Dichas formas de realizacion se refieren en particular
a kits con por lo menos dos recipientes, en los que un recipiente contiene una composicion que comprende el ARN y
el otro recipiente contiene una composicion que comprende el ligando FIt3.

En la preparacion inmunogénica segun la invencion, el ARN preferentemente es ARNm. El ARN preferentemente se
obtiene mediante transcripcion in vitro.

La preparacion inmunogénica segun la invencion puede comprender ademas por lo menos un factor estabilizador
del ARN, tal como un inhibidor de ARNasa para estabilizar el ARN.

La preparacion inmunogénica segun la invencién preferentemente es una preparacion que se formula para una
utilizaciéon terapéutica. Segun la invencion, la expresion "utilizacion terapéutica” comprende un tratamiento o la
prevencion de una enfermedad. En este aspecto, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que
comprende una preparacion inmunogénica segun la invencion.

Tipicamente, la preparacién inmunogénica segun la invencion o la composicién farmacéutica segun la invencion
puede comprender ademas un solvente, tal como un solvente acuoso o cualquier solvente que permita conservar la
integridad del ARN, un adyuvante tal como hidroxido de aluminio, adyuvante de Freund, oligonucleétidos con un
motivo CpG o cualquier otro adyuvante conocido por el experto en la materia, y cualquier estabilizador, tal como
protamina. Una composicion farmacéutica segun la invencion preferentemente comprende un diluyente
farmacéuticamente compatible y/o un excipiente farmacéuticamente compatible.
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Ademas, resulta posible incrementar la inmunogenicidad de las preparaciones segun la invencion mediante la
adicion de uno o mas adyuvantes adicionales. También resulta posible estabilizar el ARN de la preparacion
inmunogénica segun la invencion mediante acomplejamiento con compuestos catidnicos, preferentemente
compuestos policationicos, tales como, por ejemplo, un péptido o proteina catidnico o policationico. Segun una forma
de realizacion preferente de la preparacion inmunogénica segun la invenciéon, el péptido o proteina de
acomplejamiento del ARN es una protamina, una poli-L-lisina, una poli-L-arginina o una histona.

Una composicién farmacéutica segln la invencion preferentemente se encuentra en una forma que la convierte en
adecuada para la vacunacién de un organismo.

Una preparacion inmunogénica segun la invencién o una composicion farmacéutica segun la invencion o por lo
menos el componente que comprende ARN de la misma preferentemente se encuentra en forma de una formulacién
para la administracién intranodal.

Las preparaciones y composiciones indicadas anteriormente pueden utilizarse en los procedimientos, en particular
en los procedimientos de inmunizacion, descritos en la presente memoria.

En otro aspecto, la invencion se refiere al ligando FIt3 para la utilizacién en un procedimiento para producir o
incrementar una respuesta inmunolégica en un individuo, que comprende la administracion de ARN que codifica un
antigeno, contra el que debe dirigirse la respuesta inmunoldgica, y la administracién de ligando Flt3. La respuesta
inmunolégica preferentemente presenta una accién protectora y/o terapéutica sobre el individuo y preferentemente
comprende una respuesta inmunolégica de células T especifica de antigeno.

En otro aspecto, la invencién se refiere a ligando FIt3 para la utilizacion en un procedimiento para incrementar la
cantidad de células efectoras especificas de antigeno, en particular de células T citotoxicas CD8+ y/o células T
adyuvantes CD4+ en un individuo, comprendiendo la administracion de ARN que codifica el antigeno y la
administracion de ligando Flt-3.

Otro aspecto se refiere a la prevencion y/o al tratamiento del cancer utilizando un protocolo de inmunizacién, que
incluye la utilizacion de ligando FIt3. En este aspecto, la invencion se refiere en particular al ligando Flt3 para la
utilizacién en un procedimiento para prevenir y/o tratar el cancer en un individuo, comprendiendo la administracién
de ARN que codifica un antigeno tumoral, contra el que debe dirigirse la respuesta inmunoldgica, y la administracion
de ligando FIt3.

Otro aspecto se refiere a la prevencion y/o tratamiento de infecciones viricas utilizando un protocolo de inmunizacion
que incluye la utilizacion de ligando FIt3. En este aspecto, la invencién se refiere en particular a ligando Flt3 para la
utilizacién en un procedimiento para prevenir y/o tratar una infeccion virica en un individuo, comprendiendo la
administracion de ARN que codifica un antigeno virico, contra el que debe dirigirse la respuesta inmunolégica, y la
administracion de ligando FIt3.

Otro aspecto se refiere a la prevencion y/o al tratamiento de infecciones bacterianas utilizando un protocolo de
inmunizacion que incluye la utilizaciéon de ligando Flt3. En este aspecto, la invencion se refiere en particular a ligando
FIt3 para la utilizacion en un procedimiento para la prevencion y/o el tratamiento de una infeccién bacteriana en un
individuo, comprendiendo la administracién de ARN que codifica un antigeno bacteriano, contra el que debe dirigirse
la respuesta inmunolégica, y la administracién de ligando Flt3.

Un protocolo de inmunizacion segun la invencién que incluye la utilizacion de ligando Flt3 también resulta util para la
prevencion y/o el tratamiento de una infeccion por organismos unicelulares. En este aspecto, se utiliza el ligando Flt3
en un procedimiento de prevencién y/o tratamiento de una infeccién por un organismo unicelular en un individuo,
comprendiendo la administracion de ARN que codifica un antigeno del organismo unicelular, contra el que debe
dirigirse la respuesta inmunoldgica, y la administracion de ligando FIt3.

Otro aspecto se refiere a la prevencién y/o tratamiento de la alergia en un paciente, que incluye la administracion de
ligando FIt3 conjuntamente con una inmunoterapia especifica de alérgeno. En este aspecto, la invencién se refiere
en particular al ligando FIt3 para la utilizaciéon en un procedimiento para la prevencién y/o tratamiento de una alergia
en un individuo, comprendiendo la administracion de ARN que codifica un alérgeno relevante a la alergia, y la
administracion de ligando FIt3.

Entre las ventajas del tratamiento y/o la prevencion de enfermedades o infecciones utilizando la estrategia descrita
en la presente memoria se incluyen, entre otras, que la inmunogenicidad de los antigenos débilmente
inmunogénicos, tales como los antigenos recombinantes, puede incrementarse; que la cantidad de antigeno
utilizada o del ARN codificante del mismo puede reducirse, que existe una menor necesidad de inmunizaciones de
refuerzo y que se incrementa la eficiencia de la inmunizacion.

La utilizacién de ligando Flt3 con las vacunas de ARN puede reforzar la inmunogenicidad de determinadas proteinas
viricas y antigenos especificos de cancer, los cuales normalmente producirian una respuesta inmunoldgica débil. La
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técnica de vacunacién puede utilizarse, por ejemplo, para la induccion de una respuesta inmunolégica a proteinas
viricas débilmente inmunogénicas. En el caso de las vacunas de ARN segun la invencion, el antigeno proteico nunca
se expone a anticuerpos séricos, sino que es producido por las células transfectadas mismas tras la traduccién del
ARNmM. Por lo tanto, la anafilaxis no deberia ser un problema. Por lo tanto, la invencién permite realizar una
inmunizacion repetida de un paciente sin riesgo de reacciones alérgicas.

La estrategia de inmunizacion segun la invencion también posibilita el incremento cuantitativo de la frecuencia de
linfocitos T especificos de antigeno tras la inmunizacion basada en ARN. Este incremento de la eficiencia puede
utilizarse para la inmunoterapia de pacientes en el sentido de una mejor eficacia clinica o en el sentido de la
reduccion de la dosis de vacuna o de la frecuencia de aplicacién con la misma eficacia.

En ratones transgénicos para ALH, mediante la inmunizacion segun la invencién con una vacuna de ARN que
codifigue antigenos asociados a tumor humano, pueden aislarse clones o receptores de células T que reconocen
epitopos procesados naturalmente en el contexto de una molécula de ALH humana. Mediante la estrategia de
inmunizacion segun la invencion, pueden generarse células T especificas de antigeno con una probabilidad mas
alta. Ademas, la estrategia de inmunizacién segun la invencion también ofrece la posibilidad de amplificar
fuertemente las células T especificas de antigeno que se encuentran presentes a una frecuencia de precursor baja.
Este incremento de eficiencia permite un aislamiento mas completo de las células T especificas de antigeno
presentes en el repertorio no expuesto. Ademas, el incremento de eficiencia con el procedimiento de inmunizacion
se asocia a una reduccion del coste.

También se encuentra contemplado extraer células de un animal y transfectar las células in vitro con ligando
FIt3/ARN. ElI ARN se incorpora en las células y se forma un producto de traduccion antigénico del polinucleétido.
Tras la transfeccion, las células que expresan el antigeno se introducen en el animal, preferentemente mediante
inyeccion, en el que el sistema inmunoldgico ahora puede reaccionar contra el antigeno, que ahora es endégeno, y
se produce una respuesta inmunoldgica contra el inmundgeno. En esta forma de realizacion, las células que deben
transfectarse preferentemente son células linfoides, en particular células presentadoras de antigeno, que han sido
extraidas del animal.

En el caso de que las células de un animal deban transfectarse in vitro, la fuente de las células puede ser células
sanguineas periféricas, las cuales pueden aislarse rapidamente a partir de sangre completa, con el fin de
proporcionar una fuente de células que contenga moléculas de MHC tanto de clase | como de clase Il. Estas células
pueden fraccionarse adicionalmente en células B, células T auxiliares, células T citotoxicas o macr6fagos/monocitos.
Las células de médula dsea pueden proporcionar una fuente de células linfoides menos diferenciadas.

Las células T, en particular los linfocitos CD4+ y CD8+, pueden estimularse o activarse in vitro o en un organismo en
un procedimiento que comprende la provision, para las células T o la administracidon en el organismo, de ARN que
codifica por lo menos un antigeno, para el que las células T deben ser especificas, y ligando FIt3. Dicha estimulacion
0 activacion preferentemente se manifiesta en la expansion, reactividad citotéxica y/o liberacion de citoquinas de las
células T.

Los enfoques descritos anteriormente resultan adecuados en particular para el tratamiento o la profilaxis de
enfermedades infecciosas, causadas por ejemplo por bacterias o virus. En determinadas formas de realizacion, el
antigeno utilizado segun al invencién se deriva de un patdgeno infeccioso, tal como hepatitis A, B, C, VIH,
micobacterias, patégenos del paludismo, patégenos del SARS, virus herpes, virus influenza, poliovirus o de
patdégenos bacterianos tales como clamidias y micobacterias. Una aplicacion especialmente util de la presente
invencién es la inmunoterapia o vacunacion frente al cancer, en la que la activacion particular de células T reactivas
con antigenos tumorales se intensifica, de manera que se refuerzan las perspectivas de la inmunoterapia o
vacunacion de células T contra las células tumorales.

En formas de realizacion especificas, el antigeno utilizado segun la invencion se selecciona de entre el grupo que
comprende los antigenos siguientes: p53 ART-4, BAGE, ss-catenina/m, Bcr-abL CAMEL, CAP-1, CASP-8, CD27/m,
CDK4/m, CEA, CLAUDINA-6, CLAUDINA-12, c-MYC, CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-AML1, G250, GAGE, GnT-V,
Gapl00, HAGE, HER-2/neu, HPV-E7, HPV-E6, HAST-2, hTERT (o hTRT), LAGE, LDLR/FUT, MAGE-A,
preferentemente MAGE-Al, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A5, MAGE-A6, MAGE-A7, MAGE-A8, MAGE-
A9, MAGE-A10, MAGE-A11l o0 MAGE-A12, MAGE-B, MAGE-C, MART-1/melan-A, MC1R, miosina/m, MUC1, MUM-1,
MUM-2, MUM-3, NA88-A, NF1, NY-ESO-1, NY-BR-1, p190 menor bcr-abL PmI/RARa, PRAME, proteinasa-3, PSA,
PSM, RAGE, RU1 o RU2, SAGE, SART-1 o SART-3, SCGB3A2, SCP1, SCP2, SCP3, SSX, SURVININA,
TEL/AML1, TPI7m, TRP-1, TRP-2, TRP-2/INT2, TPTE y WT, preferentemente WT-1.

Descripcion detallada de lainvencién
Segun la invencion, pueden utilizarse procedimientos estandares para la produccién de &acidos nucleicos

recombinantes, el cultivo de células y la introduccion de acidos nucleicos en células. Las reacciones enzimaticas
tienen lugar segun las instrucciones del fabricante o de una manera conocida per se.
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La expresion "ligando FIt3" o "FIt3-L" se refiere a "ligando de tirosina quinasa 3 de tipo Fms". FIt3 es un receptor
tirosina quinasa (RTK), que es expresado por células precursoras hematopoyéticas inmaduras. El ligando de FIt3
(FIt3-L) es una proteina transmembranal o una proteina soluble y es expresada por un gran nimero de células,
incluyendo las células hematopoyéticas y las células estromales de la médula 6sea. En combinacién con otros
factores de crecimiento, el ligando estimula la proliferacion y desarrollo de diversos tipos celulares, incluyendo
células madre, células mieloides y células precursoras linfoides, células dendriticas y células NK. La activacién del
receptor conduce a una fosforilacion de las tirosinas de diversas proteinas adaptadoras clave, que es conocido que
participan en diversas rutas de transduccion de sefiales, las cuales controlan la proliferacién, supervivencia y otros
procesos en las células hematopoyéticas.

La expresion "ligando de FIt3" comprende cualesquiera moléculas, en particular péptidos y proteinas, que se unen a
receptores de FIt3 y que preferentemente presentan actividad bioldgica de transduccién de una sefial estimuladora a
la célula mediante el receptor de FIt3 unido.

La expresién "ligando de FIt3" comprende todas las variantes, en particular variantes de procesamiento y variantes
modificadas post-traduccionalmente, conformaciones, isoformas y homadlogos especificos del ligando de FIt3, que
son naturalmente expresadas por células o que son expresadas por células que han sido transfectadas con un acido
nucleico que codifica para el ligando de FIt3. Ademas, la expresion "ligando de FIt3" comprende todas las formas de
ligando de FIt3 que se han producido y que pueden producirse mediante procedimientos recombinantes.

La expresiéon "acido nucleico que codifica el ligando de FIt3" preferentemente se refiere a un &cido nucleico que
comprende una secuencia de 4cidos nucleicos que se selecciona de entre el grupo que consiste de: (i) SEC ID n® 3
y n° 4 del listado de secuencias, (ii) una secuencia derivada de la secuencia de &cidos nucleicos segun (i), e (iii) una
parte de la secuencia de acidos nucleicos segun (i) o (ii).

En una forma de realizacion preferente, el ligando de Flt3 comprende una secuencia de aminoacidos que se
encuentra codificada por un acido nucleico que comprende una secuencia de acidos nucleicos que se selecciona de
entre el grupo que consiste de: (i) SEC ID n® 3 y n° 4 del listado de secuencias, (ii) una secuencia derivada de la
secuencia de acidos nucleicos segun (i), e (iii) una parte de la secuencia de acidos nucleicos segun (i) o (ii). En otra
realizacién preferente, el ligando de FIt3 comprende una secuencia de aminoécidos que se selecciona de entre el
grupo que consiste de SEC ID n® 1 y n° 2 del listado de secuencias, una secuencia derivada de las mismas, o una
parte de las mismas.

Las formas de ligando de Flt3 que pueden utilizarse segun la invencién comprenden, aunque sin limitarse a ellas,
ligando de Flt3 de ratén y de ser humano, tal como se muestran en SEC ID n® 1 y n° 2 del listado de secuencias y
polipéptidos con secuencias derivadas de las mismas.

Con referencia alas SEC ID n° 1y n° 2, la expresion "secuencia derivada de las mismas" preferentemente se refiere
a secuencias acortadas respecto a SEC ID n°® 1 y n° 2 y que principalmente comprenden la parte extracelular de las
proteinas. Dichas secuencias preferentemente no comprenden la parte transmembranal y la parte intracelular. La
expresion "ligando de Flt3" comprende polipéptidos tales como los indicados en US-PS n° 5.554.512 y en US-PS n°
6.291.661, que se incluyen como referencia en la presente memoria.

Son formas especialmente preferentes del ligando de Flt3, las formas solubles biolégicamente activas y en particular
aquellas formas que comprenden el dominio extracelular o uno o méas fragmentos del dominio extracelular. Dichas
formas preferentemente no comprenden la parte transmembranal e intracelular, es decir, la parte citoplasmatica del
ligando de FIt3. Las formas solubles del ligando de FIt3 son polipéptidos que pueden secretarse de las células en las
gue se expresan. En dichas formas, el dominio intracelular y el dominio transmembranal del polipéptido o una parte
del mismo han sido delecionados, de manera que el polipéptido es secretado por completo de la célula en la que se
expresa. El dominio intracelular y el dominio transmembranal de los polipéptidos pueden determinarse segun la
invencién de una manera que es conocida per se mediante procedimientos conocidos para la determinacion de
dichos dominios basandose en la informacién de secuencia. Con referencia a SEC ID n° 1, el dominio intracelular
puede definirse como los aminoacidos 206 a 235 y el dominio transmembranal como los aminoacidos 185 a 205 o
183 a 205.

El ligando de FIt3 humano puede comprender una secuencia de aminoacidos que se selecciona de entre el grupo
gue consiste de los aminoéacidos 1-X, 27-X o0 28-X de SEC ID n° 1 o una secuencia derivada de la misma, en la que
X representa un aminoacido entre 160 y 235, preferentemente 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169,
170, 171, 172,173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184 0 185.

El ligando de FIt3 murino puede comprender una secuencia de aminoacidos que se selecciona de entre el grupo que
consiste de los aminoacidos 1-Y, 27-Y o 28-Y de SEC ID n° 2 o una secuencia derivada de la misma, en la que Y
representa un aminoacido entre 163 y 232.

Las formas de realizacion de ligando de FIt3 humano soluble comprenden la secuencia de aminoacidos de residuos
1 a 160 de SEC ID n° 1 (ambos inclusive), 27 a 160 de SEC ID n° 1 (ambos inclusive), 28 a 160 de SEC ID n° 1
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(ambos inclusive), 1 a 179 de SEC ID n° 1 (ambos inclusive), 27 a 179 de SEC ID n° 1 (ambos inclusive), 28 a 179
de SEC ID n° 1 (ambos inclusive), 1 a 182 de SEC ID n°® 1 (ambos inclusive), 27 a 182 de SEC ID n° 1 (ambos
inclusive), 28 a 182 de SEC ID n° 1 (ambos inclusive), 1 a 185 de SEC ID n° 1 (ambos inclusive), 27 a 185 de SEC
ID n° 1 (ambos inclusive), 28 a 185 de SEC ID n° 1 (ambos inclusive), 1 a 235 de SEC ID n° 1 (ambos inclusive), 27
a 235 de SEC ID n° 1 (ambos inclusive) y 28 a 235 de SEC ID n° 1 (ambos inclusive).

Las formas de realizacion de ligando de FIt3 murino soluble comprenden la secuencia de aminoacidos de residuos 1
a 163 de SEC ID n° 2 (ambos inclusive), la secuencia de aminoacidos de residuos 28 a 163 de SEC ID n° 2 (ambos
inclusive), la secuencia de aminoéacidos de residuos 1 a 188 de SEC ID n° 2 (ambos inclusive), la secuencia de
aminoacidos de residuos 28 a 188 de SEC ID n° 2 (ambos inclusive), la secuencia de aminoacidos de residuos 1 a
232 de SEC ID n° 2 (ambos inclusive) y la secuencia de aminoéacidos de residuos 28 a 232 de SEC ID n° 2 (ambos
inclusive).

La expresion "ligando de FIt3" comprende ademas, segun la invencién, moléculas que comprenden las secuencias
anteriormente indicadas en combinacion, preferentemente en forma de una fusiéon covalente, con uno o mas
péptidos o proteinas heter6logos, opcionalmente separados por un conector. A este respecto, un péptido o proteina
es heterdlogo respecto a una secuencia con la que se combina en el caso de que el péptido o proteina no se
encuentre presente naturalmente en combinacion con la secuencia. Por ejemplo, la secuencias que se derivan de un
ligando de FIt3 natural y las secuencias que se derivan de anticuerpos son secuencias heterdlogas. Estos péptidos o
proteinas heterélogos pueden, por ejemplo, controlar la secrecidn de las secuencias anteriormente indicadas a partir
de una célula huésped, producir la compartimentalizacién de las secuencias anteriormente indicadas en organulos
particulares de una célula, incrementar la estabilidad de las secuencias anteriormente indicadas o posibilitar o
facilitar la purificacion. En una forma de realizacion, el péptido o proteina heterélogo se deriva de un anticuerpo,
preferentemente la cadena pesada de un anticuerpo, en particular un anticuerpo de clase IgGl, 1gG2,
preferentemente 1gG2a, IgG2b, 1gG3, IgG4, IgM, IgA, preferentemente IgAl, IgA2, IgA secretorio, IgD o IgE.
Preferentemente, el péptido o proteina heter6logo se deriva de la region constante de un anticuerpo y
preferentemente comprende esta region o una parte de la misma. Preferentemente, el péptido o proteina heterdlogo
comprende la secuencia mostrada en SEC ID n°® 5 o una secuencia derivada de la misma. En una forma de
realizacién, el ligando de FIt3 segun la invencién comprende la secuencia mostrada en SEC ID n°® 6 o una secuencia
derivada de la misma.

Ademas, la expresion "ligando de FIt3" segun la invencion comprende todos los polipéptidos que comprenden una
secuencia de aminoacidos que se deriva de las secuencias indicadas especificamente en la presente memoria.

La expresion "respuesta inmunolodgica” se utiliza en la presente memoria en su sentido convencional y comprende la
inmunidad humoral y la inmunidad celular. Una respuesta inmunoldgica se manifiesta en la aparicion de una o mas
reacciones, que se seleccionan de entre el desarrollo de anticuerpos contra un antigeno y la expansion de linfocitos
T especificos de antigeno, preferentemente linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+, mas preferentemente linfocitos T
CD8+, los cuales pueden detectarse en diversos ensayos in vitro de proliferacion y de produccion de citoquinas.

El término "inmunoterapia” se refiere al tratamiento basado en la activacion de una respuesta inmunolégica
especifica.

Términos tales como "protege”, "profilactico” o "protector" en la presente memoria se refieren a prevenir y/o tratar la
aparicion y/o incremento de un tumor o patdégeno en un organismo. La administracion profilactica de una vacuna
puede proteger al receptor frente al desarrollo del crecimiento tumoral o frente a la infeccién por un patégeno. La
administracion terapéutica de una vacuna o la inmunoterapia pueden proteger al receptor, por ejemplo frente a la
expansién o metastasis de tumores existentes o producir la reduccion de la masa tumoral de los tumores existentes.

Las células presentadoras de antigeno o CPA tal como se utiliza en la presente memoria son células que presentan
fragmentos peptidicos de antigenos proteicos asociados a moléculas del MHC sobre su superficie celular. Algunas
CPA puede activar células T especificas de antigeno. Los ejemplos de CPA comprenden, aunque sin limitarse a
ellos, células dendriticas, macrofagos, monocitos, células B y similares.

La expresién "complejo de CMH/péptido" se refiere a un complejo no covalente del dominio de unién de una
molécula del CMH de clase | o del CMH de clase Il y un péptido de unién al CMH de clase | o al CMH de clase 1.

La expresion "péptido de unién al CMH" o "péptido de unién" se refiere a un péptido que se une a una molécula del
CMH de clase | y/o de CMH de clase Il. En el caso de los complejos de CMH de clase I/péptido, los péptidos de
unién tipicamente presentan una longitud de 8 a 10 aminoacidos, aunque pueden resultar efectivos péptidos mas
largos 0 mas cortos. En el caso de los complejos de CMH de clase Il/péptido, los péptidos de unién tipicamente
presentan una longitud de 10 a 25 aminodacidos y en particular de 13 a 18 aminoacidos, aunque pueden resultar
efectivos péptidos mas largos y mas cortos.

La expresion "complejo mayor de histocompatibilidad" y la abreviatura "CMH" se refieren a un complejo de genes
gue se encuentra presente en todos los vertebrados. Las proteinas o moléculas del CMH funcionan, durante la
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sefializacion entre linfocitos y células presentadoras de antigeno en las respuestas inmunoldgicas normales,
mediante la unién de péptidos y la presentaciéon de los mismos para el posible reconocimiento por parte de
receptores de células T (RCT). Las moléculas del CMH se unen a péptidos en un compartimiento intracelular de
procesamiento y presentan estos péptidos sobre la superficie de las células presentadoras de antigeno a las células
T. La region del CMH humana, también denominada ALH, se encuentra situada en el cromosoma 6 y comprende la
region de clase | y la regién de clase |l.

La expresion "CMH de clase I" o "clase I" se refiere a las proteinas o genes del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase I. Dentro de la region del CMH de clase |, en el ser humano existen las subregiones
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-F, CD1a, CD1by CD1c.

Las cadenas a de clase | son glucoproteinas con un peso molecular de aproximadamente 44 kDa. La cadena
polipeptidica es ligeramente mas larga que 350 residuos aminoacidos. Puede dividirse en tres regiones funcionales:
una region externa, una regiéon transmembranal y una region citoplasmatica. La region externa presenta una longitud
de 283 residuos aminoacidos y se divide en tres dominios: a1, a2 y a3. Los dominios y regiones habitualmente estan
codificados por exones separados del gen de clase |. La regidon transmembranal atraviesa la bicapa lipidica de la
membrana plasmatica. Consiste de 23 residuos aminoacidos mayoritariamente hidrofébicos que se encuentran
dispuestos en una hélice a. La region citoplasmatica, es decir, la parte encarada hacia el citoplasma, que es
contigua a la region transmembranal, tipicamente presenta una longitud de 32 residuos aminoéacidos y es capaz de
interactuar con los elementos del citoesqueleto. La cadena a interactia con la microglobulina 2 y forma de esta
manera dimeros a-B2 sobre la superficie celular.

La expresion "CMH de clase II" o "clase II" se refiere a las proteinas o genes del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il. Dentro de la region del CMH de clase li en el ser humano se encuentran las
subregiones DP, DQ y DR para los genes de la cadena a y de la cadena 8 de clase Il (es decir, DPa, DPf, DQa,
DQB, DRa y DRB).

Las moléculas de clase Il son heterodimeros, que consisten de una cadena a y una cadena 3. Ambas cadenas son
glucoproteinas con un peso molecular de entre 31 y 34 kDa (a) o de entre 26 y 29 kDa (B). La longitud total del a
cadena a varia entre 229 y 233 residuos aminoacidos y la de las cadenas 3 es de entre 225 y 238 residuos. Las
cadenas a y B consisten de una regién externa, un péptido de unién, una regiéon transmembranal y una cola
citoplasmatica. La regién externa consiste de dos dominios: a1y a2 o 31 y 2. El péptido de unién en las cadenas a
y B presenta una longitud de 13 y 9 residuos, respectivamente. Une el segundo dominio a la regién transmembranal,
que consiste tanto en las cadenas a como en las cadenas 3 de 23 residuos aminoacidos. La longitud de la regién
citoplasmatica, es decir, la parte encarada hacia el citoplasma, que es contigua a la regién transmembranal, varia
entre 3 y 16 residuos en las cadenas a y entre 8 y 20 residuos en las cadenas .

La expresion "dominio de union al CMH" se refiere al "dominio de unién al CMH de clase I" y al "dominio de unién al
CMH de clase II".

La expresion "dominio de unién al CMH de clase I" se refiere a la region de una molécula del CMH de clase | 0 a una
cadena del CMH de clase | que resulta necesaria para la unién a un péptido antigénico. Un dominio de unién del
CMH de clase | esta formado principalmente por los dominios a1 y a2 de la cadena a del CMH de clase |. Aunque el
dominio a3 de la cadena a y la microglobulina B2 no representan partes esenciales del dominio de union,
presumiblemente resultan importantes para la estabilizacion de toda la estructura de la molécula del MHC de clase |
y, por lo tanto, la expresion "dominio de unién del CMH de clase I" preferentemente incluye estas regiones. Un
dominio de unién del CMH de clase | también puede definirse esencialmente como el dominio extracelular de una
molécula del CMH de clase I, que lo distingue de las regiones transmembranal y citoplasmatica.

La expresion "dominio de union del CMH de clase II" se refiere a la region de una molécula del CMH de clase Il 0 a
una cadena del CMH de clase Il que resulta necesaria para la unién a un péptido antigénico. Un dominio de unién
del CMH de clase Il esta formado principalmente por los dominios a1y 31 de las cadenas a y 3 del CMH de clase II.
Los dominios a2 y B2 de estas proteinas presumiblemente también resultan importantes, sin embargo, para la
estabilizacién de la estructura completa del surco de unién del CMH y, por lo tanto, la expresién "dominio de union
del CMH de clase II" segun la invencion preferentemente incluye estas regiones. Un dominio de unién del CMH de
clase li también puede definirse esencialmente como el dominio extracelular de una molécula del CMH de clase i,
gue lo distingue del dominio transmembranal y del dominio citoplasmatico.

Segun la invencion, el término "antigeno” cubre cualquier molécula que comprenda por o menos un epitopo. Segun
la invencion, un antigeno es preferentemente una molécula que, opcionalmente después del procesamiento, puede
inducir una respuesta inmunolégica, que preferentemente es especifica para el antigeno. Cualquier antigeno
adecuado que sea un candidato para una respuesta inmunolégica, en la que ésta puede ser una respuesta
inmunoldgica tanto humoral como celular, puede utilizarse segun la invencion. En las formas de realizacién segin la
invencioén, el antigeno o una forma procesada del mismo preferentemente sera presentado por una célula en
relacién a las moléculas del CMH, de manera que se induzca una respuesta inmunolégica contra el antigeno o la
forma procesada del mismo.
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El término "antigeno" comprende en particular proteinas, péptidos, acidos nucleicos, en particular, ARN, y
nucleétidos. Un antigeno es preferentemente un producto que se ha derivado de alérgenos, virus, bacterias, hongos,
parasitos u otros agentes infecciosos o patdégenos, o antigenos tumorales. Un antigeno puede segun la invencién
corresponder a un producto natural, por ejemplo una proteina virica, o puede derivarse de la misma, en particular
mediante la modificaciéon del orden y/o longitud de la secuencia, afiadiendo o insertando secuencias adicionales,
etc., en particular con el fin de incrementar la inmunogenicidad. Sin embargo, el antigeno utilizado preferentemente
producird una respuesta inmunolégica, que también se dirige contra el producto natural a partir del cual se ha
derivado. Por lo tanto, el término "antigeno" también comprende, segln la invencién, partes inmunogénicas o
epitopos de proteinas completas o péptidos completos, que pueden encontrarse en forma de proteinas, péptidos,
proteinas o péptidos multiméricos, péptidos sintéticos y similares. El término "inmunogenicidad" se refiere a la
efectividad relativa de un antigeno para producir una respuesta inmunolégica.

El término "antigeno" comprende ademas antigenos derivatizados, es decir, sustancias secundarias que soélo se
convierten en antigénicas (y sensibilizantes) mediante transformacion (por ejemplo transformacién intermedia en la
molécula, o completandose con una proteina somatica).

En una forma de realizacion preferida, el antigeno es un antigeno tumoral, es decir, un constituyente de células de
cancer, que se deriva del citoplasma, la superficie celular y el nacleo celular, en particular aquellos antigenos que se
forman, preferentemente que se multiplican, intracelularmente o como antigenos de superficie sobre las células
tumorales. Son ejemplos el antigeno carcinoembrionario, la a1-fetoproteina, la isoferritina y la sulfoglucoproteina
fetal, la a2-H-ferroproteina y la y-fetoproteina y diversos antigenos tumorales viricos. En otra forma de realizacion, el
antigeno es un antigeno virico, tal como ribonucleoproteinas o proteinas de cubierta viricas. En particular, el
antigeno o péptidos del mismo deben ser presentados por moléculas del CMH y, de esta manera, deben ser
capaces de modular, en particular, activar células del sistema inmunolégico, preferentemente linfocitos CD4" y CD8",
en particular mediante la modulacion de la actividad de un receptor de células T y, por lo tanto, preferentemente
inducir la multiplicacion de las células T.

Segun la invencién, un antigeno tumoral preferentemente comprende cualquier antigeno que sea caracteristico, con
respecto al tipo y/o cantidad, de un tumor o céncer, o de células tumorales o de cancer.

El ligando de FIt3 también puede utilizarse en el tratamiento de las alergias. Los protocolos de inmunizacion que
utilizan ligando de Flt3, descritos en la presente memoria, pueden aplicarse en la inmunoterapia especifica de
alérgenos de las alergias. La inmunoterapia especifica de alérgenos se define como la administracion de
preferentemente dosis crecientes de una vacuna de alérgenos en un organismo que presenta una o mas alergias,
con el fin de alcanzar un estado en el que se alivian los sintomas asociados a una exposicion posterior al alérgeno
causativo. La eficacia de una inmunoterapia especifica de alérgeno utilizando el ligando de FIt3 pueden evaluarse
mediante procedimientos estandares conocidos, tales como la medicion de anticuerpos IgG e IgE especificos de
alérgeno del paciente.

Los inmundgenos son antigenos que inducen una respuesta inmunoldgica en un organismo.

Las composiciones que deben utilizarse segun la invencién no se encuentran limitadas con respecto al tipo y nimero
de antigenos que se encuentran codificados por las moléculas de ARN.

Segun la invencién, puede administrarse una especie individual de ARN con una secuencia definida, aunque
también resulta posible administrar varios ARN diferentes con diferentes secuencias. En una forma de realizacion,
segun la invencion se administra un grupo de moléculas de ARN. En el caso de que el ARN comprenda, segun la
invencién, moléculas de ARN con diferentes secuencias, las secuencias codificantes de estos ARN pueden
derivarse de antigenos idénticos o diferentes.

El término "patégeno" se refiere a microorganismos patogénicos y comprende virus, bacterias, organismos
unicelulares y parasitos. El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el citomegalovirus (CMV), el virus herpes
(VHS), el virus de la hepatitis A (VHA), VHB, VHC, el papilomavirus y el virus T linfotropico humano (VLTH) son
ejemplos de virus patogénicos. Los organismos unicelulares comprenden plasmodios, tripanosomas, amebas y
similares.

El término "vacuna" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una composicion que comprende uno o
mas antigenos o el acido o acidos nucleicos codificantes de los mismos. Ademas, una vacuna puede comprender
uno o mas adyuvantes, diluyentes, excipientes y similares, y se administra en un organismo mediante cualquier via
adecuada, con el fin de producir una respuesta inmunolégica protectora y/o terapéutico a un antigeno. Por lo tanto,
una vacuna puede servir para prevenir una enfermedad y puede administrarse, por ejemplo, previamente a la
infeccion o puede administrarse después de la aparicion de una enfermedad. Una vacuna puede comprender
antigenos naturales, derivatizados, sintéticos, recombinantes o no recombinantes o el acido o acidos nucleicos
codificantes de los mismos. Segun la invencién, una vacuna contiene ARN que presenta secuencias polinucleétidas
gue codifican para uno o mas antigenos. El ARN puede ser ARN desnudo o puede incorporarse en liposomas o en
otras particulas para la transferencia génica. Otros agentes que pueden incorporarse en la vacuna con el fin de
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facilitar la administraciéon comprenden polipéptidos, péptidos, conjugados de polisacaridos, lipidos y similares.

El experto en la materia conocera que uno de los principios de la inmunobiologia y de la vacunacion se basa en el
hecho de que se produce una reaccidon inmunoprotectora a una enfermedad mediante la inmunizaciéon de un
organismo con un antigeno, que es inmunoldgicamente relevante con respecto a la enfermedad que debe tratarse.
Por lo tanto, se entendera que en los procedimientos segun la invencion para el tratamiento del cancer deberian
incluirse enfermedades infecciosas y similares que comprenden antigenos que son inmunoldégicamente relevantes
para la enfermedad que debe prevenirse o tratarse. Por ejemplo, las vacunas del cancer comprenderian uno o mas
antigenos del cancer.

En el caso de una vacuna de ARN, un ARN que codifica operativamente para un péptido o proteina inmunogénico y
gue preferentemente se presenta en un excipiente farmacéuticamente compatible, se administra en las células de un
animal, el cual, por ejemplo, presenta cancer o una infeccién patogénica, en el que el ARN se incorpora en las
células y se produce una cantidad de un péptido o proteina inmunogénico que, opcionalmente después del
procesamiento, es capaz de producir una respuesta inmunolégica protectora o terapéuticamente efectiva.

El material de ARN suministrado a las células puede contener la secuencia completa o so6lo una parte de un péptido
o proteina inmunogénico. También puede contener secuencias que codifican para otras secuencias polipeptidicas.
Ademas, puede contener elementos que participan en la regulacion de la expresion génica (por ejemplo promotores,
intensificadores, secuencias de UTR 5' o 3', y similares). EIl ARN también puede comprender una secuencia
inmunoestimuladora, la cual intensifica la inmunogenicidad de un producto génico particular y/o puede comprender
secuencias gque incrementan la incorporacion del polinucledétido.

Debe indicarse en este aspecto que, para que resulte eficaz, una vacuna segun la invencion puede producir
Unicamente inmunidad en una parte de la poblacién, ya que algunos individuos podrian no presentar ninguna
capacidad para producir una respuesta inmunoldgica robusta o protectora o en algunos casos para producir ninguna
respuesta inmunolégica en absoluto frente a la vacuna. Esta incapacidad podria estar causada en el fondo genético
del individuo o en un estado de inmunodeficiencia (adquirida o congénita) o en la inmunosupresion (por ejemplo
mediante el tratamiento con inmunosupresores, para prevenir el rechazo de érganos o para suprimir un estado
autoinmunoldgico).

Las células efectoras tal como se describen en la presente memoria son células que llevan a cabo funciones
efectoras durante una respuesta inmunoldgica. Estas células secretan, por ejemplo, citoquinas y/o quimioquinas,
matan microbios, reconocen células infectadas o degeneradas y opcionalmente las eliminan y secretan anticuerpos.
Entre los ejemplos se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, células T (células T citotoxicas, células T auxiliar, células
T infiltrantes de tumores), células B, células NK, neutréfilos, macréfagos y células dendriticas.

Las células dendriticas comprenden una poblacién celular heterogénea con morfologia particular y una amplia
distribuciéon en los tejidos. El sistema de las células dendriticas y su papel en el sistema inmunolégico han sido
comentados por Steinman R.M., Annu. Rev. Immunol. 9:271-296, 1991, incluyendo dicha exposicién como
referencia. Las células dendriticas presentan una capacidad de sensibilizacion de las células T restringidas al CMH y
son muy efectivas en la presentacion de los antigenos a las células T. La expresion "células dendriticas” o "CD" se
refiere a los miembros de una poblacién diversa de tipos celulares morfolégicamente similares, que se observan en
tejidos linfoides o no linfoides. Las células dendriticas son una clase de células presentadoras de antigenos
"profesionales" y presentan la capacidad de sensibilizar las células T restringidas al CMH. Dependiendo de la linea
particular y el nivel de madurez particular, las células dendriticas pueden ser reconocidas por la funcién o el fenotipo,
en particular por el fenotipo de la superficie celular. Estas células se caracterizan por una morfologia particular, una
capacidad fagocitica/endocitica, un elevado grado de expresion en superficie del CMH de clase Il y la capacidad de
presentar antigenos contra las células T, en particular células T no expuestas. Funcionalmente, las células
dendriticas pueden identificarse mediante un ensayo en el que se determina la capacidad de presentacion de
antigenos. Dicho ensayo puede comprender una evaluacion de la capacidad de estimular las células T mediante la
presentacion de un antigeno de ensayo, y opcionalmente la determinacion de la proliferacion de las células T, la
liberacion de IL-2 y similares.

Segun la invencién, las células dendriticas linfoides que han sido expuestas in vivo o in vitro a ARN pueden utilizarse
como céluals presentadoras de antigenos para la induccién de una respuesta inmunolégica a los antigenos que se
encuentran codificados por el ARN.

Los inmunoadyuvantes o adyuvantes son compuestos que, administrados en un individuo, refuerzan la respuesta
inmunolégica frente a un antigeno respecto a un individuo de ensayo en el que Unicamente se administra el
antigeno, o intensifican determinadas actividades de las células del sistema inmunoldgico.

Segun la invencion, el ARN codificante para uno o mas antigenos puede administrarse con cualquier adyuvante. El
término "adyuvante" se refiere a cualquier sustancia que sea diferente del antigeno y del ligando de FIt3, e incluida
en una vacuna, acelera, prolonga o intensifica la respuesta inmunolégica frente a un huésped de un antigeno.
Aunque el ligando de FIt3 no se considera, segln la invencion, un adyuvante tal como se define en la presente
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memoria, sin embargo puede considerarse un adyuvante segun la accién descrita de intensificacion de las
respuestas inmunoldgicas. Sin embargo, para mayor claridad, el ligando de FIt3 no se denomina adyuvante en la
presente memoria. Se cree que los adyuvantes ejercen sus efectos biolégicos mediante uno o mas mecanismos,
incluyendo un incremento del area superficial de un antigeno, la prolongacion de la retencion del antigeno en el
cuerpo, el enlentecimiento de la liberacién del antigeno, el reconocimiento de un antigeno presente sobre los
macréfagos, el incremento de la incorporacion de antigenos, el incremento del procesamiento de antigenos, la
estimulacion de la liberacion de citoquinas, la estimulacion y activacion de las células inmunoldgicas, tales como las
células B, los macréfagos, las células dendriticas, las células T y algun otro tipo de induccién de una activacién no
especifica de las células del sistema inmunoldgico. Entre los adyuvantes se incluyen un grupo heterogéneo de
compuestos tales como emulsiones aceitosas (por ejemplo adyuvante de Freund), compuestos minerales (tales
como alimina), productos bacterianos (tales como la toxina de Bordetella pertussis), liposomas y complejos
inmunoestimuladores.

Una "molécula auxiliar" tal como se define en la presente memoria es una molécula que se administra opcionalmente
en un organismo, con el fin de acelerar, prolongar o reforzar la respuesta inmunoldgica del organismo frente a un
antigeno. Por ejemplo, las citoquinas, factores de crecimiento y similares pueden utilizarse para incrementar o
modular una respuesta inmunolégica. Las citoquinas comprenden, aunque sin limitarse a ellas, interleuquinas tales
como las interleuquinas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 12, 15, 18 y 23, quimoquinas, GM-CSF, G-CSF, interferén-a e
interferon-y, miembros de la familia de TNF, tales como TNF-a, TGF-8, secuencias de CpG y similares.

El ARN suministrado a las células también puede ser ARN antisentido o ARNip. Por lo tanto, el ligando de FIt3
descrito segun la invencién en la presente memoria puede utilizarse para suministrar ARN antisentido o ARNip al
interior de las células diana.

La capacidad de una composicion de modular la actividad de los receptores de células T puede determinarse
facilmente mediante un ensayo in vitro. Tipicamente, las células T para los ensayos son suministradas por lineas de
células T transformadas, tales como los hibridomas de células T o células T que han sido aisladas de un mamifero,
tal como un ser humano o un rodero tal como un raton. Los hibridomas de células T adecuados se encuentran
facilmente disponibles o pueden producirse de una manera conocida per se. Las células T pueden aislarse de un
mamifero de una manera conocida per se; ver, por ejemplo, Shimonkevitz R. et al., J. Exp. Med. 158:303, 1983.

Un ensayo adecuado para determinar si una composicion es capaz de modular la actividad de las células T se lleva
a cabo de la manera siguiente, llevando a cabo las etapas 1 a 4 siguientes. Las células T expresan un marcador de
una manera adecuada, que puede someterse a ensayo y que indica la activacion o modulacion del as células T o la
actividad de las células T tras la activacion. De esta manera, resulta posible utilizar el hibridoma de células T de
raton DO11.10, que expresa interleuquina-2 (IL-2) tras la activacién. Pueden medirse las concentraciones de IL-2
con el fin de determinar si una composicién es capaz de modular la actividad de dicho hibridoma de células T. Se
lleva a cabo un ensayo adecuado de este tipo llevando a cabo las etapas siguientes:

1. Se obtienen células T, por ejemplo a partir de un hibridoma de células T de interés o mediante aislamiento a
partir de un mamifero.

2. Las células T se cultivan bajo condiciones que permiten la multiplicacion.

3. Las células T en multiplicacion se ponen en contacto con células presentadoras de antigeno, que a su vez
han sido puestas en contacto con un antigeno o un acido nucleico codificante del mismo.

4. Las células T se someten a ensayo para un marcador, por ejemplo se mide la produccion de IL-2.

Las células T utilizadas en los ensayos se incuban bajo condiciones adecuadas para la multiplicacién. Por ejemplo,
se incuba convenientemente un hibridoma de células DO11.10T a aproximadamente 37°C y con 5% de CO; en
medio completo (RPMI 1640 suplementado con FBS al 10%, penicilina/estreptomicina, L-glutamina y 2-
mercaptoetanol 5x107° M). Las sefiales de activacién de las células T son proporcionadas por las células
presentadoras de antigeno, que han sido cargadas con el péptido antigénico apropiado.

A modo de alternativa a la medicion de una proteina expresada tal como IL-2, la modulacién de la activacion de las
células T puede determinarse convenientemente a partir de los cambios en la multiplicacion de las células T
dependientes de antigeno, medida mediante técnicas de marcaje radioactivo conocidas. Por ejemplo, puede
incluirse un nucleétido marcado (tal como tritiado) en un medio de cultivo de ensayo. La incorporaciéon de este
nucleétido marcado en el ADN sirve como medida de la multiplicacién de las células T. Este ensayo no resulta
adecuado para las células T que no requieren presentacion de antigeno para el crecimiento, tales como los
hibridomas de células T. El ensayo resulta adecuado para medir la modulacion de la activacién de las células T en el
caso de células T no transformadas que han sido aisladas de mamiferos.

La capacidad de inducir una respuesta inmunoldgica, incluyendo en la preparacion de vacunas contra una
enfermedad diana posible, puede determinarse facilmente mediante un ensayo in vitro. Por ejemplo, puede
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administrarse una composicién en un mamifero, tal como un ratén, y extraerse muestras de sangre del mamifero en
el punto temporal de la primera administracion y repetidamente a intervalos regulares posteriormente (tal como 1, 2,
5y 8 semanas después de la administracién). Se obtiene suero de las muestras de sangre y se somete a ensayo
para el desarrollo de anticuerpos resultantes de la inmunizacién, Pueden determinarse las concentraciones de
anticuerpo. Ademas, pueden aislarse linfocitos T de la sangre o de drganos linfaticos y someterse a ensayo
funcional para la reactividad frente al antigeno o epitopos derivados del antigeno. Para ello, pueden utilizarse todos
los sistemas "de lectura" conocidos por el experto en la materia, incluyendo los ensayos de proliferacion, secrecion
de citoquinas, actividad citotoxica y analisis de tetrameros.

Una molécula de acidos nucleicos o una secuencia de acidos nucleicos se refiere segun la invencién a un acido
nucleico, que preferentemente es acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN). Los acidos nucleicos
comprenden, segun la invencién, ADN genémico, ADNc, ARNm, moléculas producidas mediante técnicas
recombinantes y las sintetizadas quimicamente. Un acido nucleico puede, segun la invencion, encontrarse en forma
de una molécula de cadena sencilla o de doble cadena, lineal o cerrada circularmente de manera covalente.

El término "ARN" se refiere a una molécula que comprende por lo menos un residuo ribonucleétido. El término
"ribonucledtido” se refiere a un nucleétido con un grupo hidroxilo en la posicién 2' de un grupo B-D-ribofuranosa. El
término comprende ARN de doble cadena, ARN de cadena sencilla, ARN aislado, tal como ARN parcial o
completamente purificado, ARN sustancialmente puro, ARN sintético, ARN producido recombinantemente y ARN
alterado, que difiere del ARN de origen natural en la adicidn, delecion, sustitucion y/o alteracion de uno o mas
nucleétidos. Estos cambios pueden comprender la adicion de material no nucleotidico, tal como en el extremo o
extremos de un ARN o dentro del mismo, por ejemplo en uno o mas nucledtidos del ARN. Los nucleétidos en las
moléculas de ARN también pueden comprender nucleétidos no estandares, tales como nucleétidos de origen no
natural o de nucledtidos o desoxinucleétidos sintetizados quimicamente. Estos ARN alterados pueden denominarse
anéalogos o como analogos de ARN natural.

El término "ARNmM" se refiere a "ARN mensajero” y se refiere a un "transcrito”, el cual es producido utilizando ADN
como molde y que codifica por si mismo un péptido o proteina. Un ARNm tipicamente comprende una region 5' no
traducida, una region codificante de proteina y una regién 3' no traducida. EIl ARNm presenta un vida media limitada
en las células e in vitro. Segun la invencion, puede producirse ARNm mediante la transcripcion in vitro de un ADN
molde.

Segun la invencién, puede proporcionarse ARN con modificaciones, las cuales, por ejemplo, incrementan la
estabilidad del ARN y/o la eficiencia con la que se traduce el ARN. De esta manera, el ARN puede proporcionarse,
por ejemplo, con una secuencia poli(A), en particular una secuencia poli(A) con extremo abierto. Se ha demostrado
que el ARN con una secuencia poli(A) con extremo abierto se traduce mas eficientemente que ARN con una
secuencia poli(A) con un extremo cerrado. Ademas, se ha encontrado que una secuencia poli(A) larga, en particular
de aproximadamente 120 pb, conduce a una estabilidad del transcrito y a una eficiencia de traduccion del ARN
Optimas. También se ha demostrado que una regién 3' no traducida duplicada (UTR), en particular del gen de la -
globina humana, en una molécula de ARN conlleva una mejora de la eficiencia de la traduccién, muy superior al
efecto aditivo esperable con dos UTR individuales. Una combinacion de las modificaciones indicadas anteriormente
puede presentar una influencia sinérgica sobre la estabilizacion del ARN y un incremento de la traduccién. Dicha
modificaciones se describen en la solicitud de patente PCT n° EP 2006/009448, que se incluye en la presente
memoria como referencia y que se encuentran contempladas segun la invencion.

Preferentemente, segun la invencion, una modificacién y estabilizacién y/o incremento posteriores de la eficiencia de
traduccion del ARN se consigue mediante modificacién de ingenieria genética de los vectores de expresién, que
preferentemente sirve como molde para la transcripcion in vitro del ARN.

En particular, dichos vectores deben permitir la transcripciéon del ARN con una secuencia poli(A), en la que la
secuencia poli(A) preferentemente presenta un extremo abierto en el ARN, es decir, ningin nucledtido diferente de
los nucleétidos A flanquea la secuencia poli(A) en su extremo 3'. Puede conseguirse una secuencia poli(A) de
extremo abierto en el ARN mediante la introduccion de un sitio de restriccidn de tipo Il en un vector de expresion, el
cual permite la transcripcién del ARN bajo el control de un promotor de ARN polimerasa situado en posicion 5'y que
contiene un casete de poliadenilacion (secuencia poli(A)), en el que el sitio de reconocimiento se sitla en posicion 3'
respecto a la secuencia poli(A), mientras que el sitio de corte se encuentra situado cadena arriba y, de esta manera,
dentro de la secuencia poli(A). Mediante el corte de restriccion en el sitio de corte de restriccion de tipo I, en un
plasmido, resulta posible una linearizacion del plasmido dentro de la secuencia poli(A). El plasmido linearizado
seguidamente puede utilizarse como molde para una transcripcion in vitro, en la que el transcrito resultante termina
en una secuencia poli(A) no cerrada.

Ademas o alternativamente, segun la invencion una modificacion y por lo tanto la estabilizacién y/o incremento de la
eficiencia de traduccion del ADN puede conseguirse mediante la ingenieria genética de los vectores de expresién de
manera que permitan la transcripcion del ARN con dos o mas regiones 3'-no traducidas en su extremo 3' 'y
preferentemente entre la secuencia codificante para un péptido o proteina (marco de lectura abierto) y la secuencia
poli(A).
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En una forma de realizacién preferente, el ARN codificante de la invencidon se obtiene mediante la transcripcion in
vitro de un ADN molde adecuado. El promotor para el control de la transcripcién puede ser cualquier promotor de
una ARN polimerasa. Son ejemplos especificos de las ARN polimerasas, las ARN polimerasa de T7, de T3 y SP6.
La transcripcion in vitro preferentemente se encuentra controlada segun la invencién por un promotor de T7 o SP6.

Puede producirse un molde de ADN para la transcripcion in vitro mediante clonaciéon de un acido nucleico, en
particular ADNc, y la insercién del acido nucleico en un vector adecuado para la transcripcion in vitro.

Segun la invencion, la expresion "ARN que codifica” se refiere, con respecto a un antigeno, a que el ARN, en el caso
de que se encuentre en un ambiente adecuado, preferentemente en una célula, puede expresarse para producir el
antigeno. Preferentemente el ARN es capaz de interactuar con la maquinaria celular de traduccién, proporcionando
el antigeno que codifica.

En el caso de que haya una referencia, segun la invencién, a que el ARN expresa mas de un antigeno, el ARN
puede comprender diversas moléculas de ARN, las cuales expresan diversos antigenos de entre estos diferentes
antigenos. Sin embargo, la invencion comprende ademds casos en los que una molécula de ARN expresa diversos
antigenos, que opcionalmente se unen entre si.

Segun la invencion, cualquier tecnologia que resulte adecuada para transferir ARN al interior de las células puede
utilizarse para introducir ARN en las células. Preferentemente se transfecta ARN en las células mediante técnicas
estandares. Dichas técnicas comprenden la electroporacién, la lipofeccidn y la microinyeccién. Preferentemente, la
introduccion de ARN, que codifica para un antigeno, en una célula causa la expresion del antigeno en la célula.

Ademas, la expresion "acido nucleico" comprende ademas derivados de &cidos nucleicos o secuencias de acidos
nucleicos tales como una derivatizacion quimica de un &cido nucleico en una base nucleottida, en el aztcar o en el
fosfato y acidos nucleicos que contienen nucledtidos y analogos de nucledtidos de origen no natural.

La expresion "extremo 3' de un acido nucleico" se refiere segun la invencion al extremo en el que se encuentra un
grupo hidroxilo libre. En la representacion esquemética de los &cidos nucleicos de doble cadena, en particular ADN,
el extremo 3' se encuentra situado en todos los casos a la derecha. La expresién "extremo 5' de un &cido nucleico”
se refiere segun la invencién a aquel extremo en el que se encuentra situado un grupo fosfato libre. En la
representacion esquematica de los acidos nucleicos de doble cadena, en particular de ADN, el extremo 5' en todos
los casos se sitla a la izquierda.

extremo 5' 5'--P-NNNNNNN-OH-3' extremo 3'
3'-HO-NNNNNNN-P--5'

La expresion "acoplamiento funcional" o "acoplado funcionalmente" se refiere segun la invencion al acoplamiento en
una relacién funcional. Un &cido nucleico se encuentra "funcionalmente acoplado” en el caso de que se sitle en una
relacién funcional con otra secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor se encuentra funcionalmente
acoplado a una secuencia codificante en el caso de que influya sobre la transcripcion de la secuencia codificante.
Los &cidos nucleicos funcionalmente acoplados tipicamente son contiguos entre si, opcionalmente separados por
secuencias de 4cidos nucleicos adicionales.

Los acidos nucleicos descritos segun la invencién preferentemente se encuentran aislados. La expresion "acido
nucleico aislado" se refiere, segun la invencién, a que el acido nucleico: (i) ha sido amplificado in vitro, por ejemplo
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), (ii) ha sido producido recombinantemente mediante clonacion,
(i) ha sido purificado, por ejemplo mediante corte y separacion mediante electroforesis en gel, o (iv) ha sido
sintetizado, por ejemplo mediante sintesis quimica. Un acido nucleico aislado es un acido nucleico que se encuentra
disponible para la manipulacién mediante técnicas de ADN recombinante.

Segun la invencién, una "secuencia de acidos nucleicos que ha sido derivada de una secuencia de acidos nucleicos"
se refiere a un acido nucleico en el que, en comparacién con el acido nucleico del que se ha derivado, existen
sustituciones, deleciones y/o adicionales individuales o multiples de nucleétidos, en el que existe un determinado
grado de homologia entre los 4cidos nucleicos, es decir, los &cidos nucleicos presentan concordancias directas o
complementarias significativas en la secuencia de sus nucle6tidos. Un &cido nucleico derivado de un &cido nucleico
presenta, segun la invencién, una propiedad funcional del &cido nucleico del que se ha derivado. Dichas
propiedades se definen en particular a partir de las propiedades de los productos de expresion de los acidos
nucleicos. En el caso del ligando de FIt3 lo anterior se refiere en particular a las propiedades de unién al receptor de
FIt3 y preferentemente a presentar la actividad biolégica de transduccion de una sefial estimuladora a la célula
mediante el receptor de FIt3 unido y/o al administrarlo concomitantemente con una vacuna de ARN, con el fin de
poder intensificar la respuesta inmunolégica inducida por el ARN. En el caso de los antigenos, o anterior se refiere a
la propiedad de poder inducir una respuesta inmunolégica con una especificidad y/o reactividad comparables. Un
ejemplo de una "secuencia de acidos nucleicos que ha sido derivada de una secuencia de acidos nucleicos" es un
acido nucleico en el que, en comparacién con el acido nucleico del que se ha derivado, existen optimizaciones de
codones, por ejemplo para una mejor expresion en un organismo huésped particular o en una célula huésped
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particular.

Una secuencia derivada de una secuencia de acidos nucleicos o la expresién "secuencia derivada de una secuencia
de acidos nucleicos" se refiere preferentemente a secuencias homélogas.

Preferentemente, el grado de identidad entre acidos nucleicos homélogos segln la invencién es por lo menos de
70%, en particular de por lo menos 75%, por lo menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos
95%, por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98% Yy preferentemente de por lo menos 99%. El grado de
identidad preferentemente se indica para una regién de por lo menos aproximadamente 30, de por lo menos
aproximadamente 50, de por lo menos aproximadamente 70, de por lo menos aproximadamente 90, de por lo menos
aproximadamente 100, de por lo menos aproximadamente 150, de por lo menos aproximadamente 200, de por lo
menos aproximadamente 300, de por lo menos aproximadamente 400, de por lo menos aproximadamente 500, o de
por lo menos aproximadamente 1.000 nucleétidos consecutivos. En formas de realizacién preferentes, el grado de
identidad se indica para la longitud total del acido nucleico de referencia, tal como las secuencias de acidos
nucleicos indicadas en el listado de secuencias.

La expresiéon "porcentaje de identidad" se refiere a un porcentaje de nucleétidos que son idénticos entre dos
secuencias que deben compararse en el caso de que exista una alineacion 6ptima, en la que el porcentaje es
puramente estadistico, las diferencias entre dos secuencias pueden distribuirse aleatoriamente y a lo largo de la
secuencia completa y la secuencia que debe compararse puede comprender adiciones o deleciones en comparacion
con la secuencia de referencia, con el fin de conseguir la alineacion Optima entre dos secuencias. Las
comparaciones entre dos secuencias generalmente se llevan a cabo comparando estas secuencias tras la
alineacion oOptima respecto a un segmento o "ventana de comparacion”, para identificar las regiones locales de
concordancia de secuencias. La alineacion dptima con fines de comparacion puede llevarse a cabo manualmente o
mediante el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Ads App. Math. 2:482, 1981, mediante el algoritmo
de homologia local de Neddleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970, y mediante el algoritmo de busqueda de
similitudes de Pearson y Lipman. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988, o con ayuda de programas informaticos
que utilizan dichos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, BLAST P, BLAST N y TFASTA en el paquete Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis.).

El porcentaje de identidad se obtiene determinando el nimero de posiciones idénticas en las que concuerdan las
secuencias que deben compararse, dividiendo este numero por el nimero de posiciones comparado y multiplicando
este resultado por 100.

Por ejemplo, resulta posible utilizar el programa BLAST "BLAST 2 sequences”, que puede obtenerse del sitio de
internet http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seqg/wblast2.cgi.

Un &cido nucleico es, en particular, "homologo" respecto a otro acido nucleico en el caso de que dos secuencias de
las cadenas complementarias se hibriden entre si y puedan formar un ddplex estable, en el que la hibridacion
preferentemente tiene lugar bajo condiciones que permiten una hibridacién especifica entre polinucleétidos
(condiciones astringentes). Las condiciones astringentes se describen, por ejemplo, en Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, J. Sambrook et al., editor, 2a edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
New York, 1989, o en Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al., editor, John Wiley & Sons, Inc.,
New York, y se refieren, por ejemplo, a la hibridacién a 65°C en tampén de hibridacién (3,5 x SSC, Ficoll al 0,02%,
polivinilpirrolidona al 0,02%, albumina de suero bovino al 0,02%, NaH2PO4 2,5 mM (pH 7), SDS al 0,5%, EDTA
2 mM). SSC es cloruro sddico 0,15 M/citrato sodico 0,15 M, pH 7. Tras la hibridacion, la membrana sobre la que se
ha transferido el ADN se lava en, por ejemplo, 2xSSC a temperatura ambiente y después en 0,1-0,5 x SSC/0,1 x
SDS a temperaturas de hasta 68°C.

El porcentaje de complementariedad indica el porcentaje de nucleétidos consecutivos en un acido nucleico que
pueden formar enlaces de hidrégeno con un segundo &cido nucleico (por ejemplo mediante apareamiento de bases
de Watson-Crick). Los acidos nucleicos complementarios preferentemente presentan, segun la invencioén, por lo
menos 40%, en particular por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos
90% y preferentemente por lo menos 95%, por lo menos 98% o por lo menos 99% de nucledtidos complementarios.
Preferentemente, los acidos nucleicos complementarios son completamente complementarios, lo que significa que la
totalidad de los nucledtidos consecutivos formaran enlaces de hidrégeno con el mismo nimero de nucleétidos
consecutivos en un segundo &cido nucleico.

La expresion "similitud de secuencias" muestra el porcentaje de aminoacidos que son idénticos o que representan
sustituciones conservadoras de aminoacidos. La "identidad de secuencia" entre dos polipéptidos o acidos nucleicos
proporciona el porcentaje de aminoacidos o nucleétidos que son idénticos en las secuencias.

El término "derivado" referido a un acido nucleico se refiere, segun la invencién, a que existen sustituciones,
deleciones y/o adiciones individuales o multiples de nucle6tidos en un &acido nucleico. Ademas, el término "derivado”
comprende ademas una derivatizacion quimica de un acido nucleico en una base, un azicar o fosfato de un
nucleétido. El término "derivado” comprende ademas acidos nucleicos que contienen nucledtidos y analogos de
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nucleétidos que no son de origen natural.

Los derivados de un acido nucleico particular se refieren en particular a variantes del acido nucleico, en particular
variantes de procesamiento, isoformas y homadlogos especificos del acido nucleico, en particular aquellos que se
expresan naturalmente.

Los acidos nucleicos pueden analizarse segun la invencién con respecto a variantes tales como las variantes de
procesamiento de una manera conocida per se. Las técnicas para el analisis de las variantes de procesamiento
comprenden la transcripcion inversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), la transferencia northern y la
hibridacién in situ.

También puede utilizarse una técnica denominada "proteccion frente a ARNasa" para identificar los ARNm de
procesamiento alternativo. La proteccién frente a ARNasa comprende la transcripcion de una secuencia génica en
ARN sintético, el cual se hibrida con ARN, que por ejemplo ha sido derivado de otras células. A continuacion, el ARN
hibridado se incuba con enzimas que reconocen los apareamientos incorrectos del hibrido ARN:ARN. Los
fragmentos que son de menor tamafio del esperado indican la presencia de ARNm procesados alternativamente.
Los ARNm alternativamente procesados putativos pueden clonarse y secuenciarse de una manera conocida per se.

La RT-PCR también puede utilizarse para identificar los ARNM procesados alternativamente. En la RT-PCR, el
ARNm es convertido en ADNc por el enzima transcriptasa inversa de una manera conocida per se. La secuencia
codificante completa del ADNc seguidamente es amplificada mediante PCR utilizando un cebador directo, situado en
la region 3' no traducida, y un cebador inverso, situado en la region 5' no traducida. Los productos de amplificacion
pueden analizarse, por ejemplo mediante electroforesis en gel de agarosa, con respecto a formas alternativamente
procesadas, por ejemplo mediante comparacion del tamafio de los productos amplificados con el tamafio del
producto esperado procedente del ARNM procesado normalmente. Cualesquiera cambios con respecto al tamafio
de los productos de amplificacion podria indicar procesamiento alternativo.

El ARNm derivado de genes mutados también puede identificarse simplemente mediante las técnicas indicadas
anteriormente para la identificacién de formas procesadas alternativamente. Por ejemplo, pueden identificarse las
formas alélicas de genes y el ARNm producido por ellos, que segun la invencién se consideran "mutantes"”.

Los acidos nucleicos pueden, segin la invencion, encontrarse presentes solos o en combinacion con otros acidos
nucleicos, que pueden ser homdlogos o heterélogos. En formas de realizacion particulares, un &cido nucleico segun
la invencién se acopla funcionalmente con secuencias de control de la expresion, que pueden ser homologas o
heterdlogas respecto al acido nucleico. El término "homélogo" se refiere a que un acido nucleico también se acopla
funcionalmente de manera natural con el &cido nucleico con el que se combina, y el término "heterélogo” se refiere a
que un acido nucleico no se acopla funcionalmente de manera natural con el 4cido nucleico con el que se combina.

Un acido nucleico transcribible, en particular un acido nucleico codificante de un péptido o proteina, y una secuencia
de control de la expresion se acoplan entre si "funcionalmente” en el caso de que se unan entre si covalentemente
de manera que la transcripcion o la expresion del transcribible y en particular del acido nucleico codificante se
encuentra bajo el control o bajo la influencia de la secuencia de control de la expresion. En el caso de que el acido
nucleico deba traducirse en un péptido o proteina funcional, en un acoplamiento funcional de una secuencia de
control de la expresion con la secuencia codificante, una induccion de la secuencia de control de la expresion
conduce a la transcripcion de la secuencia codificante, sin resultar en un desplazamiento del marco de lectura de la
secuencia codificante o en una incapacidad de la secuencia codificante de ser traducida en el péptido o proteina
deseado.

Segun la invencion, la expresion "secuencia de control de la expresion” comprende promotores, secuencias de unién
ribos6mica y otros elementos de control, que controlan la transcripcion de un gen o la traduccion del ARN derivado.
En formas de realizacion particulares segun la invencién, las secuencias de control de la expresion pueden
regularse. La estructura precisa de las secuencias de control de la expresion puede variar dependiendo de la
especie o del tipo celular, aunque generalmente comprende secuencias 5' no transcritas y secuencias 5'y 3' no
traducidas que participan en el inicio de la transcripcién o traduccion, tales como la caja TATA, la secuencia de
adicion de caperuza, la secuencia CAAT y similares. En particular, las secuencias de control de la expresion 5' no
transcritas comprenden una region promotora, que incluye una secuencia promotora para un control transcripcional
del gen funcionalmente acoplado. Las secuencias de control de la expresién también pueden comprender
secuencias intensificadoras o secuencias activadoras situadas cadena arriba.

El término "promotor" o "region promotora" se refiere a una secuencia de ADN que se encuentra situada cadena
arriba (5') respecto a la secuencia codificante de un gen y control la expresion de la secuencia codificante al
proporcionar un sitio de reconocimiento y union para la ARN polimerasa. La regidon promotora puede contener sitios
de reconocimiento o de unién adicionales para otros factores que participan en la regulacion de la transcripcion del
gen. Un promotor puede controlar la transcripcién de un gen procariético o eucariético. Un promotor puede ser
"inducible" e iniciar la transcripcidon en respuesta a un agente inductor o puede ser "constitutivo”, en el caso de que la
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transcripcidon no se encuentre controlada por un agente inductor. Un promotor inducible no se expresa o sélo se
expresa en un grado muy limitado, en ausencia del agente inductor. En presencia del agente inductor, el gen se
encuentra "activado" o se incrementa el nivel de transcripcion. Convencionalmente lo anterior se produce mediante
la unién de un factor de transcripcion especifico.

Los promotores preferentes segin la invencién son, por ejemplo, promotores para la polimerasa de SP6, de T3 o de
T7.

El término "expresion” se utiliza segun la invencién en su sentido mas amplio y comprende la produccion de ARN y
de ARN vy proteinas. Comprende ademas una expresion parcial de los acidos nucleicos. En referencia al ARN, el
término "expresion" o "traduccion" se refiere en particular a la produccién de péptidos o proteinas. La expresion
puede tener lugar de una manera transitoria o estable.

Un &cido nucleico que codifica para una proteina o péptido puede segun la invencién acoplarse con otro acido
nucleico que codifica para una secuencia peptidica, que por ejemplo controla la expresion de la proteina o péptido
codificado por el &cido nucleico a partir de una célula huésped, o incrementa la inmunogenicidad de la proteina o
péptido codificado por el &cido nucleico. Un acido nucleico puede segun la invencién acoplarse también a otro acido
nucleico que codifica para una secuencia peptidica que provoca el anclaje de la proteina o péptido codificado a la
membrana celular de una célula huésped o su compartimentalizacién en organulos particulares de esta célula.
Igualmente, puede producirse el acoplamiento a un acido nucleico que representa un gen informador o cualquier
"etiqueta”.

El término "transcripcion” se refiere segln la invencién a un proceso en el que el cédigo genético en una secuencia
de ADN se transcribe en ARN. A continuacion, el ARN puede ser traducido en proteina. Segun la invencion, el
término "transcripcion" comprende la "transcripcion in vitro", haciendo referencia la expresion "transcripcion in vitro" a
un procedimiento por el que el ARN, en particular el ARNm, se sintetiza in vitro sin células, es decir, preferentemente
utilizando extractos celulares convenientemente preparados. Los vectores de clonacién, que generalmente se
denominan vectores de transcripcion y segln la invencién se encuentran cubiertos por el término "vector"
preferentemente se utilizan para la produccién de transcritos.

El término "traduccion” se refiere segun la invencion a un proceso en los ribosomas por el que una cadena de ARNm
controla el ensamblaje de una secuencia de aminoacidos, para producir una proteina o péptido.

La region 3' no traducida se refiere a una region, situada en el extremo 3' de un gen situado cadena abajo del codon
de parada de una regién codificante de proteina, que se transcribe pero que no se traduce en una secuencia de
aminoacidos.

Segun la invencién, una primera regién polinucleétida se considera situada cadena abajo de una segunda region
polinucleédtida en el caso de que el extremo 5' de la primera regién polinucleétida sea la parte mas proxima de la
primera regién polinucleodtida a la region 3' de la segunda region polinucledtida.

La region 3' no traducida tipicamente se extiende desde el codén de parada para un producto de traduccion hasta la
secuencia poli(A), que convencionalmente se afiade después del proceso de transcripcion. Las regiones 3' no
traducidas del ARNm de mamifero tipicamente presentan una regién de homologia que se conoce como la
secuencia hexanucledtido AAUAAA. Esta secuencia es presumiblemente la sefial de adicion de poli(A). Con
frecuencia se encuentra 10 a 30 bases antes del sitio de adicién de poli(A).

Las regiones 3' no traducidas pueden contener una 0 mas repeticiones invertidas, que pueden plegarse en
estructuras de tallo-bucle que funcionan como barrera a las exorribonucleasas o que interactian con proteinas que
es conocido que incrementan la estabilidad del ARN (por ejemplo las proteinas de union al ARN).

Las regiones 5' y/o 3' no traducidas pueden segin la invencién acoplarse funcionalmente con un &cido nucleico
transcribible y en particular codificante, de manera que estas regiones se encuentren en una relacion con el acido
nucleico en la que incrementen la estabilidad y/o eficiencia de traduccién del ARN transcrito por el acido nucleico
transcribible.

Las regiones 3' no traducidas de ARNm de inmunoglobulina son relativamente cortas (menos de aproximadamente
300 nucledtidos), mientras que las regiones 3' no traducidas de otros genes son relativamente largas. Por ejemplo, la
region 3' no traducida de tPA presenta una longitud de aproximadamente 800 nucleétidos, la del factor VIII presenta
una longitud de aproximadamente 1.800 nucleottidos y la eritropoyetina presenta una longitud de aproximadamente
560 nucledtidos.

Segun la invencion puede determinarse si una region 3' no traducida o una secuencia de acidos nucleicos derivada
de la misma incrementa la estabilidad y/o la eficiencia de traduccion del ARN, mediante la insercion de la regiéon 3'
no traducida o la secuencia de acidos nucleicos derivada de la misma en la region 3' no traducida de un gen y
midiendo si dicha insercion incrementa la cantidad de la proteina sintetizada.
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Lo anteriormente expuesto resulta aplicable al caso en que segun la invencion un acido nucleico comprende 2 o mas
regiones 3' no traducidas, las cuales preferentemente se acoplan secuencialmente con o sin un conector entre ellas,
preferentemente en una "relacién cabeza con cola" (es decir, las regiones 3' no traducidas presentan la misma
orientacion, preferentemente la orientacion natural en un acido nucleico).

El término "gen" se refiere segln la invencién a una secuencia particular de acidos nucleicos que es responsable de
la produccién de uno o mas productos celulares y/o para conseguir una o mas funciones intercelulares o
intracelulares. En particular, el término se refiere a un segmento de ADN que comprende un &cido nucleico que
codifica una proteina especifica o una molécula de ARN funcional o estructural.

Las expresiones "casete de poliadenilacion” y "secuencia poli(A)" se refieren a una secuencia de residuos adenilo
gue tipicamente se encuentra situada en el extremo 3' de una molécula de ARN. Se encuentra contemplado segun
la invencion que dicha secuencia sea afiadida por un ADN molde basandose en residuos timidilo repetitivos en la
cadena complementaria a la cadena codificante durante la transcripcién del ARN, mientras que normalmente no se
encuentra codificado en el ADN sino que es unido al extremo 3' libre del ARN por una ARN polimerasa
independiente de molde tras la transcripcion en el ndcleo celular. Segun la invencion, una secuencia de nucledtidos
de por lo menos 20, preferentemente de por lo menos 40, preferentemente de por lo menos 80, preferentemente de
por lo menos 100 y preferentemente de hasta 500, preferentemente de hasta 400, preferentemente de hasta 300,
preferentemente de hasta 200 y en particular de hasta 150 nucledtidos A sucesivo, y en particular de
aproximadamente 120 nucleétidos A sucesivos debe entenderse como una secuencia poli(A) de este tipo, en la que
la expresion "nucledtido A" se refiere a residuos adenilo.

La expresion "endonucleasa de restriccion” o "enzima de restriccion” se refiere a una clase de enzimas que corta los
enlaces fosfodiéster en ambas cadenas de una molécula de ADN dentro de secuencias de bases especificas.
Reconocen, en una molécula de ADN de doble cadena, sitios de unién especificos, los cuales se denominan
secuencias de reconocimiento. Los sitios en los que los enlaces fosfodiéster en el ADN son cortados por los enzimas
se conocen como sitios de corte. En el caso de los enzimas de tipo Il, el sitio de corte se encuentra a una distancia
definida del sitio de unién del ADN. La expresion "endonucleasa de restriccion” segln la invencién comprende, por
ejemplo, los enzimas Sapl, Ecil, Bpil, Aarl, Alol, Bael, BbvCl, Ppil y Psrl, BsrD1, Btsl, Earl, Bmrl, Bsal, BsmBI, Faul,
Bbsl, BciVI, BfuAl, BspMI, BseRlI, Ecil, BtgZl, BpuEl, Bsgl, Mmel, CspCl, Bael, BsaMI, Mval269I, Pctl, Bse3DI,
BseMI, Bst6l, Eam1104I1, Ksp632I, Bfil, Bso31l, BspTNI, Eco31l, Esp3l, Bful, Acc36l, Aarl, Eco571, Eco57MI, Gsul,
Alol, Hin4l, Ppil y Psrl.

La expresion "vida media” se refiere al periodo de tiempo que resulta necesario para la eliminacion de la mitad de la
actividad, cantidad o nimero de moléculas.

En una forma de realizacion preferente, una molécula de &cidos nucleicos segun la invencion es un vector. El
término "vector" se utiliza en su sentido mas amplio y comprende cualesquiera vehiculos intermedios para un &cido
nucleico, que permiten, por ejemplo, introducir el &cido nucleico en células huésped procariéticas y/o eucarioticas y
opcionalmente se integran en un genoma. Dichos vectores preferentemente se replican y/o se expresan en la célula.
Los vectores comprenden plasmidos, fagémidos o genomas viricos. El término "plasmido”, tal como se utiliza en la
presente memoria, generalmente se refiere a un constructo de material genético extracromosémico, habitualmente
un ADN duplex circular que puede replicarse independientemente de ADN cromosémico.

La expresion "célula huésped" se refiere segun la invencién a cualquier célula que es transformable o transfectable
con un acido nucleico exdgeno, preferentemente ADN o ARN. La expresion "célula huésped" comprende, segun la
invencion, células procarioticas (por ejemplo E. coli) o células eucaridticas (por ejemplo células de mamifero, en
particular células humanas, células de levadura y células de insecto). Las células de mamifero, tales como células
de ser humano, raton, hamster, cerdo, cabra y primate resultan especialmente preferentes. Las células pueden
derivarse de un gran ndmero de tipos de tejidos y pueden comprender células y lineas celulares primarias. Entre los
ejemplos especificos se incluyen queratinocitos, leucocitos sanguineos periféricos y células madre de médula ésea.
En formas de realizacién adicionales, la célula huésped es una célula presentadora de antigeno, en la que la
expresion "célula presentadora de antigeno" comprende segun la invencién células dendriticas, monocitos y
macréfagos. Un acido nucleico puede encontrarse presentes en la célula huésped en Unicamente una copia 0 en
varias copias y en una forma de realizacion se expresa en la célula huésped.

El término "péptido” se refiere a sustancias que comprenden dos o mas, preferentemente 3 o mas, preferentemente
4 0 mas, preferentemente 6 o0 mas, preferentemente 8 o mas, preferentemente 10 o més, preferentemente 13 o mas,
preferentemente 16 o mas, preferentemente 20 o mas y hasta preferentemente 50, preferentemente 100 o
preferentemente 150 aminoacidos sucesivos, los cuales se unen entre si mediante enlaces peptidicos. El término
"proteina” o "polipéptido" se refiere a grandes péptidos, preferentemente péptidos con por lo menos 151
aminoacidos; sin embargo, los términos "péptido”, "polipéptido” y "proteina" generalmente se utilizan como
sinbnimos en la presente memoria. Los términos "péptido”, "polipéptido” y "proteina" comprenden, segun la
invencién, sustancias que contienen no solo constituyentes aminoacidos, sino también constituyentes no
aminoacidos, tales como azUcares y estructuras de fosfato y comprenden ademas sustancias que contienen
enlaces, tales como enlaces éster, tioéter o disulfuro.
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Una secuencia derivada de una secuencia de aminodacidos o la expresién "secuencia derivada de una secuencia de
aminoacidos" se refiere segln la invencion a secuencias homologas y derivados de la primera secuencia.

Una secuencia derivada de una secuencia de aminoacidos presenta segun la invenciéon una propiedad funcional de
la secuencia de aminoacidos a partir de la que se ha derivado. En el caso del ligando de FIt3, lo anterior se refiere
en particular a las propiedades de unién al receptor de FIt3 y preferentemente a que presenta la actividad biolégica
de transduccion de una sefial de estimulacion a la célula mediante el receptor de FIt3 unido, y/o al administrarlo
concomitantemente con una vacuna de ARN, a la capacidad de intensificar la respuesta inmunoldgica inducida por
el ARN. En el caso de los antigenos, lo anterior se refiere a la propiedad de poder inducir una respuesta
inmunolégica de especificidad y/o reactividad comparables.

Los "homologos" o "derivados” de una proteina o polipéptido o de una secuencia de aminoacidos en el sentido de la
presente invencién comprenden variantes por insercion de aminoacidos, variantes por delecion de aminoéacidos y/o
variantes por sustitucion de aminoéacidos.

Las variantes por insercion de aminoacidos comprenden fusiones amino-terminales y/o carboxi-terminales, e
inserciones de aminoacidos individuales o de varios aminoacidos en una secuencia particular de aminoéacidos. En el
caso de las variantes de secuencias de aminoacidos con una insercién, se insertan uno o mas residuos aminoacidos
en un punto predeterminado en una secuencia de aminoacidos, aunque también resulta posible la insercién aleatoria
con el cribado adecuado del producto resultante. Las variantes por delecion de aminoacidos se caracterizan por la
eliminacion de uno o méas aminoacidos de la secuencia. Las variantes por sustitucion de aminoacidos se
caracterizan porque por lo menos un residuo en la secuencia ha sido eliminado y se ha insertado otro residuo en su
lugar. Preferentemente, las modificaciones se localizan en posiciones de la secuencia de aminoacidos que no se
encuentran conservadas entre proteinas o polipéptidos homologos. Los aminoacidos preferentemente son
sustituidos por otros con propiedades similares, tales como la hidrofobicidad, la hidrofilicidad, la electronegatividad,
el volumen de la cadena lateral, etc. (sustitucién conservadora). Las sustituciones conservadoras se refieren, por
ejemplo, a la sustitucién de un aminoéacido por otro, encontrdndose ambos aminoacidos listados en el mismo grupo
proporcionado a continuacion:

Residuos alifaticos, no polares o ligeramente polares de pequefio tamafio: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly)
Residuos cargados negativamente y las amidas de los mismos: Asn, Asp, Glu, GIn

Residuos cargados positivamente: His, Arg, Lys

Residuos no polares alifaticos de gran tamafio: Met, Leu, lle, Val (Cys)

Residuos aromaticos de gran tamafio: Phe, Tyr, Trp.

ghrwNPE

Se citan tres residuos entre paréntesis debido a su funcion especial para la arquitectura de las proteinas. Gly es el
Unico residuo sin una cadena lateral y, por lo tanto, dota de flexibilidad a la cadena. Pro presenta una geometria
peculiar, lo que limita la cadena considerablemente. Cys puede formar un puente disulfuro.

Las variantes de aminoacidos indicadas anteriormente pueden ser facilmente producidas mediante técnicas
conocidas de sintesis de péptidos, por ejemplo mediante "sintesis en fase sélida" (Merrifield, 1964) y procedimientos
similares o mediante manipulacion de ADN recombinante. Las técnicas para insertar mutaciones por sustitucion en
puntos predeterminados de ADN que presenta una secuencia conocida o parcialmente conocida son bien conocidas
y comprenden, por ejemplo, la mutagénesis en M13. La manipulacion de secuencias de ADN para producir proteinas
con sustituciones, inserciones o deleciones y los procedimientos recombinantes generales de expresién de
proteinas, por ejemplo en un sistema biolégico (tal como sistemas de mamifero, de insecto, vegetales y viricos) se
describen en detalle en, por ejemplo, Sambrook et al. (1989).

Los "derivados" de proteinas o polipéptidos comprenden ademas seguln la invencién sustituciones, deleciones y/o
adiciones individuales o multiples de cualesquiera moléculas asociadas a la proteina o polipéptido, tales como
carbohidratos, lipidos y/o proteinas o polipéptidos.

En una forma de realizacion, los "derivados" de proteinas o polipéptidos comprenden aquellos analogos modificados
que se forman mediante glucosilacion, acetilaciéon, fosforilacién, amidacién, palmitoilacién, miristoilacion,
isoprenilacién, lipidacion, alquilacion, derivatizacion, insercion de grupos protectores/bloqueantes, corte proteolitico o
unién a un anticuerpo o a otro ligando celular. Los derivados de proteinas o polipéptidos también pueden producirse
mediante otros procedimientos, por ejemplo mediante corte quimico con bromuro de cianégeno, tripsina,
quimiotripsina, papaina, proteasa V8, NaBH;, acetilacion, formilacion, oxidacion, reduccion o mediante sintesis
metabdlica en presencia de tunicamicina.

Ademas, el término "derivado" también se extiende a todos los equivalentes quimicos funcionales de las proteinas o
polipéptidos.

Los derivados de una proteina o péptido particular se refieren ademas a las variantes modificadas post-

traduccionalmente, a las isoformas y a los homologos especificos de la proteina o péptido, en particular aquellos que
se expresan naturalmente.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2407 994 T3

Las proteinas y péptidos descritos segun la invencion preferentemente han sido aislados. Las expresiones "proteina
aislada" o "péptido aislado" se refieren a que la proteina o péptido ha sido aislado a partir de su ambiente natural.
Una proteina o péptido aislado puede encontrarse en un estado sustancialmente purificado. La expresion
"sustancialmente purificado” se refiere a que la proteina o péptido se encuentra esencialmente libre de otras
sustancias, con las que se encuentra asociado en la naturaleza o in vivo.

Las proteinas o péptidos descritos segun la invencion pueden aislarse a partir de muestras biolégicas, tales como
homogenados de tejidos o celulares o pueden expresarse en un gran numero de sistemas de expresién eucarioticos
y procariéticos.

Preferentemente, el grado de similitud, preferentemente la identidad entre una secuencia de aminoacidos indicada
en la presente memoria y una secuencia de aminoacidos que se deriva de dicha secuencia de aminoacidos es de
por lo menos 70%, preferentemente de por lo menos 80%, todavia mas preferentemente de por lo menos 90% o
mas preferentemente de por lo menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%. El grado de similitud o identidad
preferentemente se indica para una region de por lo menos aproximadamente 10, por lo menos aproximadamente
20, por lo menos aproximadamente 40, por lo menos aproximadamente 60, por lo menos aproximadamente 80, por
lo menos aproximadamente 100,por lo menos aproximadamente 150, por lo menos aproximadamente 200, por lo
menos aproximadamente 250 o por lo menos aproximadamente 300 aminoacidos consecutivos. En formas de
realizacién preferentes, el grado de identidad se indica para la longitud total de la secuencia de aminoéacidos de
referencia.

Con respecto a la identidad de las secuencias de aminoacidos, las afirmaciones anteriores con respecto a la
identidad de las secuencias de &cidos nucleicos resultan adecuadamente aplicables.

Una parte, es decir un fragmento, o un derivado de una proteina o péptido preferentemente presenta, segun la
invencion, una propiedad funcional de la proteina o péptido del que se ha derivado. Estas propiedades funcionales
se han explicado anteriormente para el ligando y antigenos FIt3 y comprenden, por ejemplo, la reactividad
inmunolégica, en particular la interaccién con anticuerpos o la interaccion con otros péptidos o proteinas. Una
importante propiedad es la capacidad de formar un complejo con las moléculas del CMH o los receptores de Fit3 y
opcionalmente la produccién o inhibicién de una respuesta inmunolégica, por ejemplo mediante la estimulaciéon o
inhibicion de las células T citotdxicas o auxiliares o la induccion de una reaccion celular. Una parte de una proteina o
péptido preferentemente comprende una secuencia de por lo menos 6, por lo menos 8, por lo menos 10, por lo
menos 12, por lo menos 15, por lo menos 20, por lo menos 30 y preferentemente hasta 8, hasta 10, hasta 12, hasta
15, hasta 20, hasta 30 o hasta 50 aminoéacidos sucesivos de la proteina o péptido. En una forma de realizacién, una
parte de una proteina o péptido se refiere segun la invencion a uno o mas epitopos del péptido o proteina completo,
en el que los epitopos pueden encontrarse en su acoplamiento natural o pueden presentar un acoplamiento artificial,
es decir, no natural, es decir, los epitopos pueden encontrarse, por ejemplo, separados entre si por un conector
artificial. Preferentemente, una parte de una proteina o péptido se refiere segun la invencién a una secuencia que es
una diana, en particular un epitopo, para una respuesta inmunolégica en un paciente. En formas de realizacion
preferentes, la secuencia es una diana para una respuesta inmunoldgica mediada por anticuerpos y/o células T. Un
péptido, proteina o derivado utilizado segin la invencion puede comprender ademas varias de dichas secuencias,
las cuales representan epitopos para anticuerpos o células T.

Una parte, es decir un fragmento, de un acido nucleico que codifica para una proteina o péptido preferentemente se
refiere segun la invencién a la parte del 4cido nucleico que codifica para por lo menos la proteina o péptido y/o para
una parte de la proteina o péptido tal como se ha definido anteriormente. Una parte de un &cido nucleico que
codifica para una proteina o péptido preferentemente se refiere a la parte del acido nucleico que corresponde al
marco de lectura abierto.

Las preparaciones y composiciones farmacéuticas descritas segun la invencion pueden utilizarse terapéuticamente
para el tratamiento de una enfermedad ya existente o preventivamente/profilacticamente como vacunas para la
inmunizacion, para prevenir las enfermedades indicadas en la presente memoria.

Pueden utilizarse modelos animales para someter a ensayo una accion inmunizadora, por ejemplo contra el cancer
al utilizar un antigeno asociado a tumor como antigeno. Para ello, pueden introducirse, por ejemplo, células de
cancer humano en un raton para crear un tumor y puede administrarse una preparacion segun la invencién o una
composicion segun la invencion que comprende un ARN codificante para un antigeno asociado a tumor. El efecto
sobre las células de cancer (por ejemplo una reduccién del tamafio tumoral) puede medirse como una medida de la
eficacia de una inmunizacion.

Puede administrarse una o mas vacunas de ARN con uno o0 mas adyuvantes para inducir una respuesta
inmunolégica o para incrementar una respuesta inmunolégica como parte de la composicién para una inmunizacion.

También pueden administrarse otras sustancias que estimulan una respuesta inmunoldgica del paciente. Por

ejemplo, pueden utilizarse citoquinas en una vacunacion debido a sus propiedades reguladoras sobre los linfocitos.
Dichas citoquinas comprenden, por ejemplo, interleuquina-12 (IL-12), que se ha demostrado que refuerza los efectos
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protectores de las vacunas (ver Science 268:1432-1434, 1995), FEC-GM e IL-18.

El enfoque segun la invencién para inducir una respuesta inmunoldgica en un mamifero generalmente comprende la
administracion de una cantidad de una vacuna de ARN que, conjuntamente con la administracién de ligando de Flt3,
induce una respuesta inmunoldgica, que preferentemente es profilactica y/o terapéutica.

El término "transfeccién" se refiere segun la invencién a la introduccion de uno o mas acidos nucleicos en un
organismo o en una célula huésped. Pueden utilizarse diversos procedimientos segun la invencién para introducir
acidos nucleicos en células in vitro o in vivo. Dichos procedimientos comprenden la transfeccién de precipitados de
acidos nucleicos-CaPOQy, la transfeccion de acidos nucleicos asociados a DEAE, la transfeccion o infeccion con virus
portadores de los acidos nucleicos de interés, la transfeccion mediada por liposomas y similares. En formas de
realizacién particulares, resulta preferente dirigir el acido nucleico a células particulares. En dichas formas de
realizacién, un portador que se utiliza para la administracion de un acido nucleico en una célula (por ejemplo un
retrovirus o un liposoma) puede presentar una molécula de reconocimiento unida. Por ejemplo puede incorporarse
en el 4cido nucleico portador o unirse al mismo una molécula, tal como un anticuerpo, que sea especifica de una
proteina membranal de superficie de la célula diana, o un ligando para un receptor en la superficie de la célula diana.
En el caso que se desee la administracion de un acido nucleico con liposomas, pueden incorporarse en la
formulacion de liposomas, proteinas que se unen a una proteina membranal de superficie asociada mediante
endocitosis, con el fin de posibilitar el reconocimiento y/o la incorporacién. Dichas proteinas comprenden proteinas
de capside o fragmentos de las mismas, las cuales son especificas de un tipo celular particular, anticuerpos contra
proteinas que se internalizan, proteinas con diana en un sitio intracelular, y similares.

Segun la invencidn, la administracién de acidos nucleicos puede tener lugar en forma de acidos nucleicos desnudos
0 conjuntamente con un reactivo de administracién. Por ejemplo, la administracién de acidos nucleicos in vivo
mediante liposomas dirigidos también se encuentra contemplada segun la invencion.

Para la administracion de &cidos nucleicos, resulta posible utilizar vectores derivados de adenovirus (AD), virus
adenoasociados (VAA), retrovirus (tales como lentivirus (LV), rabdovirus, virus de la leucemia murina) o virus herpes,
y similares. El tropismo de los vectores viricos puede modificarse convenientemente mediante pseudotipado de los
vectores con proteinas de cubierta u otros antigenos de superficie procedentes de otros virus 0 mediante sustitucion
de diversas proteinas de la capside virica.

Los liposomas pueden prestar apoyo al suministro del acido nucleico a un tejido particular y también pueden
incrementar la vida media del acido nucleico. Los liposomas que resultan adecuados segun la invencion se forman a
partir de lipidos estandares formadores de vesiculas, entre los que generalmente se incluyen fosfolipidos neutros o
cargados negativamente, y un esterol tal como el colesterol. La seleccién de lipidos generalmente esté determinada
por factores tales como el tamafio de liposoma deseado y la vida media de los liposomas. Se conocen muchos
procedimientos para la produccion de liposomas; ver, por ejemplo, Szoka et al., Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9:467,
1980, y las patentes US n° 4.235.871, n® 4.501.728, n° 4.837.028 y n° 5.019.369.

En formas de realizacion particulares, resulta preferente dirigir el acido nucleico a células particulares. En dichas
formas de realizacion, un portador que se utiliza para la administracion de un &cido nucleico en una célula (por
ejemplo un retrovirus o un liposoma) puede presentar una molécula de reconocimiento unida. Por ejemplo, una
molécula, tal como un anticuerpo, que sea especifica de una proteina membranal de superficie de la célula diana o
un ligando para un receptor sobre la célula diana puede incorporarse en el portador de acidos nucleicos o puede
unirse al mismo. En el caso de que se desee la administracién de un acido nucleico con liposomas, las proteinas
que se unen a una proteina membranal de superficie asociada a la endocitosis pueden incorporarse en la
formulacion de liposomas, haciendo posible el reconocimiento y/o la incorporacion. Dichas proteinas comprenden
proteinas de capside o fragmentos de las mismas que son especificas para un tipo celular particular, anticuerpos
contra proteinas que se internalizan, proteinas con diana en un sitio intracelular, y similares.

Preferentemente, se administra ARN conjuntamente con sustancias estabilizadoras, tales como inhibidores de
ARNasa.

La administracién de polipéptidos y péptidos puede tener lugar de una manera conocida per se.

El término "paciente”, "individuo" u "organismo" se refiere a mamiferos. Por ejemplo, los mamiferos que se
encuentran contemplados segun la invencién son seres humanos, primates, animales de compafiia tales como
perros, gatos, etc., animales domesticados tales como ovejas, vacas, cabras, cerdos, caballos y similares, animales
de laboratorio tales como ratones, ratas, conejos, cobayas, etc., y animales mantenidos en cautividad, tales como
animales de zooldgico. El término "animal” tal como se utiliza en la presente memoria incluye los seres humanos.

Algunos términos tales como "cultivar”, "incrementar" o "reforzar" preferentemente se refieren a cultivar, incrementar
o intensificar en por lo menos 10%, en particular en por lo menos 20%, por lo menos 50% o por lo menos 100%
desde un estado que no se encuentra presente y/o que no resulta detectable a un estado que se encuentra presente
y/o detectable.
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Las expresiones "célula T" y "linfocito T" se utilizan intercambiablemente y comprenden células T auxiliares y células
T citoliticas, tales como células T citotoxicas.

El término "reducir" o "inhibir" se refiere en la presente memoria a la capacidad de producir una reduccién, tal como
una reduccion de 20% o superior, mas preferentemente de 50% o superior, y mas preferentemente de 75% o
superior.

Los protocolos de inmunizacién con ligando de FIt3 se refieren a la administracién de ligando de FlIt3 y ARN,
mezclados conjunta o separadamente, opcionalmente en combinacién con uno 0 mas excipientes y otras moléculas
y/o formulaciones acompafiantes (tales como diluyentes, vehiculos, excipientes y similares) en un organismo para la
prevencion y/o tratamiento de una enfermedad o de una infeccion. El ligando de Flt3 y el ARN y cualesquiera otros
constituyentes indicados en la presente memoria pueden administrarse en cualquier dosis, orden, frecuencia y
disposiciones temporales. El experto en la materia apreciara que estos parametros pueden ser alterados
rutinariamente por el experto en la materia para optimizar un tratamiento.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencion, que contienen vacunas de ARN, ligando de FIt3 o ambos,
preferentemente se administran en preparaciones farmacéuticamente compatibles. Dichas preparaciones
habitualmente pueden contener concentraciones farmacéuticamente compatibles de sales, tampones, conservantes,
excipientes, sustancias suplementarias potenciadoras de la inmunidad, tales como adyuvantes (por ejemplo
oligonucledtidos-CpG) y citoquinas, y opcionalmente sustancias terapéuticas activas.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencion pueden administrarse mediante cualquier via convencional,
incluyendo mediante inyeccién o mediante infusion. La administracion puede tener lugar, por ejemplo, por via oral,
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intracutanea, transdérmica, intralinfatica, preferentemente
mediante inyeccion en nddulos linfaticos, en particular nddulos linfaticos inguinales, vasos linfaticos y/o en el bazo.

El ARN vy el ligando de FIt3 pueden administrarse separadamente, es decir, en diferentes composiciones, o en una
composicion comuan. En el caso de que se administren separadamente, la administracién de ARN y ligando de Flt3
puede tener lugar simultaneamente o en tiempos diferentes, y el ARN y/o el ligando de FIt3 pueden administrarse
repetidamente. En el caso de que la administracién de ARN y ligando de FIt3 tenga lugar en diferentes tiempos, el
intervalo de tiempo entre las administraciones o, en el caso de la administracién repetida, entre las Ultimas
administraciones de ARN o de ligando de FIt3 y la primera administracién del constituyente respectivamente restante
puede ser de 6 horas o mas, de 12 horas o mas, de 24 horas o mas, de 2 dias o0 mas, de 3 dias 0 mas, de 5 dias o
mas, de 7 dias o méas o de 9 dias o mas. Preferentemente, el intervalo de tiempo entre las administraciones no es
superior a 24 horas, no es superior a 2 dias, no es superior a 4 dias, no es superior a 8 dias 0 no es superior a 10
dias. Preferentemente, el ligando de FIt3 se administra previamente a la administracion del ARN. En el caso de que
el ARN y el ligando de FIt3 se administren separadamente, el ARN preferentemente se administra
intralinfaticamente, mas preferentemente por via intranodal, y el ligando de FIt3 preferentemente se administra por
via intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intracutdnea o transdérmica, preferentemente por via
intraperitoneal o subcutanea.

Las composiciones segin la invencion se administran en cantidades efectivas. Una "cantidad efectiva" se refiere a la
cantidad que, sola o conjuntamente con dosis adicionales, consigue una reaccion deseada o un efecto deseado. En
el caso del tratamiento de una enfermedad particular o de un estado particular, la reaccion deseada se refiere a la
inhibicion del proceso de la enfermedad. Lo anterior comprende enlentecer el avance de la enfermedad y en
particular la interrupcion del avance de la enfermedad. La reaccion deseada en un tratamiento de una enfermedad o
de un estado también puede retardar la aparicién o prevenir la aparicion de la enfermedad o del estado.

Una cantidad efectiva de una composicion seguin la invencién dependera de la condicién que debe tratarse, de la
severidad de la enfermedad, de los parametros individuales del paciente, incluyendo la edad, el estado fisioldgico, la
altura y el peso, la duracién del tratamiento, el tipo de terapia concomitante (en caso de encontrarse presente), la via
especifica de administracion y factores similares.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencion preferentemente son estériles y contienen una cantidad
efectiva de la sustancia activa para producir la reaccién deseada o el efecto deseado.

Las dosis de las composiciones segun la invencién que se administran pueden depender de diversos parametros,
tales como el modo de administracion, la condicion del paciente, el periodo deseado de administracion, etc. En el
caso de que una reaccion del paciente resulte insuficiente a una dosis inicial, pueden utilizarse dosis mas altas (o
dosis efectivamente mas altas, las cuales se consiguen mediante otra via de administracion mas localizada).

Generalmente, para un tratamiento o para producir o incrementar una respuesta inmunolégica, preferentemente se
formulan y se administran dosis del ARN de entre 1 ng y 700 pg, de entre 1 ng y 500 pg, de entre 1 ng y 300 ug, de
entre 1 ng y 200 pg, o de entre 1 ngy 100 pg.

Las composiciones farmacéuticas segin la invencibn se administran generalmente en cantidades
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farmacéuticamente compatibles y en composiciones farmacéuticamente compatibles. Dichas composiciones
habitualmente pueden contener sales, tampones, conservantes, excipientes y opcionalmente sustancias
terapéuticas activas. En el caso de que se utilicen médicamente, las sales deberian ser farmacéuticamente
compatibles. Sin embargo, las sales que no son farmacéuticamente compatibles pueden utilizarse para la
produccién de sales farmacéuticamente compatibles de las mismas y se encuentran incluidas segun la invencion.
Entre dichas sales farmacoldgica y farmacéuticamente compatibles se incluyen, aunque sin limitarse a ellas,
aquéllas producidas a partir de los acidos siguientes: acido hidroclérico, hidrobrémico, sulftrico, nitrico, fosforico,
maleico, acético, salicilico, citrico, férmico, maldnico, succinico y similares. Las sales farmacéuticamente
compatibles también pueden producirse como sales de metales alcalinos o de metales alcalinotérreos, tales como
sales de sodio, potasio o calcio.

Una composicién farmacéutica segln al invenciéon puede comprender un excipiente farmacéuticamente compatible.
La expresion "excipiente farmacéuticamente compatible” se refiere segun la invencién a uno o mas rellenos,
diluyentes o sustancias encapsuladoras soélidos o liquidos compatibles que resulten adecuadas para la
administracion en un ser humano. El término "excipiente" se refiere a un constituyente organico o inorganico, natural
o0 sintético, en el que se combina el constituyente activo, con el fin de facilitar la aplicacion. Los constituyentes de la
composicion farmacéutica segun la invencion habitualmente son tales que no se produce ninguna interaccion que
perjudique sustancialmente la eficacia farmacéutica deseada.

Preferentemente, los excipientes son liquidos estériles, tales como agua o aceites, incluyendo aquellos derivados del
petréleo, de animales o de plantes o que son de origen sintético, por ejemplo el aceite de cacahuete, el aceite de
soja, el aceite mineral, el aceite de sésamo, el aceite de girasol y similares. Las soluciones salinas y las soluciones
acuosas de dextrosa y de glicerol también pueden utilizarse como excipientes acuosos.

Son ejemplos de excipientes, los derivados acrilicos y metacrilicos, el acido alginico, derivados del acido sorbico
tales como el acido a-octadecil-w-hidroxipoli(oxietilén)-5-sorbico, aminoacidos y derivados de los mismos, en
compuestos amino particulares tales como colina, lecitina y fosfatidilcolina, goma ardbiga, sustancias aromaticas,
acido ascérbico, carbonatos tales como, por ejemplo, carbonatos e hidrogenocarbonatos de sodio, potasio,
magnesio y calcio, hidrogenofosfatos y fosfatos de sodio, potasio, calcio y magnesio, carmelosa sédica, dimeticona,
colorantes, saborizantes, tampones, conservantes, espesantes, plastificadores, gelatina, jarabes de glucosa, malta,
silice finamente dividido, hidromelosa, benzoatos, en particular benzoato sédico y potasico, macrogol, leche
desnatada en polvo, 6xido de magnesio, acidos grasos y derivados de los mismos y sales tales como &cido
estedrico y estearatos, en particular estearato de magnesio y de calcio, ésteres de acidos grasos y monoglicéridos y
diglicéridos de acidos grasos comestibles, ceras naturales y artificiales tales como cera de abeja, cera amarilla y
cera de glicol montana; cloruros, en particular cloruro sddico, polividona, polietilenglicoles, polivinilpirrolidona,
povidona, aceites tales como aceite de ricino, aceite de soja, aceite de coco, aceite de semilla de palma, azucares y
derivados de azUcares, en particular monosacaridos y disacéridos tales como glucosa, fructosa, manosa, galactosa,
lactosa, maltosa, xilosa, sacarosa, dextrosa y celulosa y derivados de los mismos, shellac, almidén y derivados de
almiddn, en particular almidon de maiz, sebo, talco, didxido de titanio, acido tartarico, alcoholes de azucares, tales
como glicerol, manitol, sorbitol y xilitol y derivados de los mismos, glicol, etanol y mezclas de los mismos.

Preferentemente, las composiciones farmacéuticas pueden contener ademas agentes humectantes, emulsionantes
y/o agentes tamponadores del pH.

En otra forma de realizacién, las composiciones farmacéuticas pueden contener un intensificador de la absorcién.
Estos intensificadores de la absorciéon pueden, si se desea, sustituir una cantidad equimolar del vehiculo en la
composicion. Entre los ejemplos de dichos intensificadores de la absorcién se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
eucaliptol, N,N-dietil-m-toluamida, alcoholes polioxialquileno (tales como propilenglicol y polietilenglicol), N-metil-2-
pirrolidona, miristato de isopropilo, dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSO), dimetilacetamida (DMA), urea,
dietanolamina, trietanolamina y similares (ver, por ejemplo, Percutaneous Penetration Enhancers, editores Smith et
al., CRC Press, 1995). La cantidad del intensificador de la absorciéon en la composicion puede depender de los
efectos que se desea obtener.

Puede incorporarse un inhibidor de proteasa en la composicién segun la invencion, en particular la composicién que
contiene ligando de FIt3, con el fin de evitar la degradacion de un péptido o sustancia proteica activa y de esta
manera incrementar la biodisponibilidad. Entre los ejemplos de inhibidores de proteasa se incluyen, aunque sin
limitarse a ellos, aprotinina, leupepsina, pepstatina, a2-macroglobulina e inhibidor de tripsina. Estos inhibidores
pueden utilizarse solos o en combinacién.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencion pueden proporcionarse con uno o mas recubrimientos.
Preferentemente, las formas de dosificacion oral sélidas se proporcionan con un recubrimiento entérico o se
encuentran en forma de una capsula entérica de gelatina blanda endurecida.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencién pueden contener tampones adecuados, tales como acido
acético en una sal, acido citrico en una sal, acido bérico en una sal y acido fosférico en una sal.
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Las composiciones farmacéuticas también pueden contener opcionalmente conservantes adecuados, tales como
cloruro de benzalconio, clorobutanol, parabenes y timerosal.

Las composiciones farmacéuticas habitualmente se suministran en una forma de dosificacion uniforme y pueden
producirse de una manera conocida per se. Las composiciones farmacéuticas segun la invencion pueden
encontrarse, por ejemplo, en forma de capsulas, tabletas, pastillas, soluciones, suspensiones, jarabes, elixires o en
forma de emulsion.

Las composiciones que resultan adecuadas para la administracion parenteral habitualmente comprenden una
preparacion acuosa 0 no acuosa estéril, que preferentemente es isotdnica respecto a la sangre del receptor. Son
vehiculos y solventes compatibles, por ejemplo, la soluciéon de Ringer y la solucién isoténica de cloruro sédico.
Ademas, habitualmente se utilizan aceites fijados estériles como medio de disolucién o de suspension.

La presente invencion se explica en detalle con los ejemplos y dibujos siguientes, que se proporcionan
exclusivamente a titulo explicativo y que no deben interpretarse como limitativos. Basandose en la descripcion y en
los ejemplos, el experto en la materia podra acceder a formas de realizacion adicionales que no se aparten del
alcance de la invencion y del alcance segun las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos:
Figura 1:

En ratones C57BI/6 (n=3 a 9) se administraron 10 pg de FIt3L por via intraperitoneal en diferentes tiempos (d1 a d3 o
d1, di, d3 o dO, d3). El dia 10 se extirparon los nédulos linfaticos (NL) y el bazo y se determiné el recuento celular.
Los datos mostrados representan el recuento celular medio + SEM de los nddulos linfaticos. *: p<0,05 en la prueba
de comparaciones miltiples de Tukey .

Figura 2:

En ratones C57BI/6 (n=3) se administraron 10 pug de FIt3L dos veces (d0, d3) por via intraperitoneal. El dia 10, se
extirparon los noédulos linfaticos inguinales, las células se tifieron con los anticuerpos correspondientes y las
subpoblaciones de las células dendriticas se cuantificaron mediante citometria de flujo. Los datos mostrados
representan el recuento celular medio de la subpoblacion + SEM. *: p<0,05 y **: p<0,001 en la prueba t no pareada
de dos colas.

Figura 3:

En ratones C57BI/6 anestesiados (n=5) se administraron dos veces (d0, d3) en cada caso 20 ug de ARN codificante
de SIINFEKL en los nédulos linfaticos inguinales. Se administraron diversos adyuvantes en los ratones (MPLA dO +
d3, 20 pg s.c.; poli I:C dO + d3, 20 pg s.c.; Aldara Creme dO + d3, 5 pg por via transcutanea; FEC-GM -d2, -d1, d1-
d2, 5 ug s.c.; IL-2 (proleuquina) d1-d6, 80.000 IU s.c.; Flt3-L d-7 + d-4, 10 pg i.p.). El dia 8 se extrajo sangre de los
ratones y se cuantifico la frecuencia de linfocitos T especificos de epitopo mediante citometria de flujo tras la tincion
con un tetrametro SIINKFEKL y anticuerpo anti-CD8. Los datos mostrados representan la frecuencia media de
linfocitos T CD8+ positivos para tetramero + SEM de 2 experimentos. *: p<0,05 y **: p<0,001 en la prueba de
comparaciones multiples de Tukey.

Figura 4:

En ratones C57BI/6 (n=4) se administraron 10 pg de Flt3L o IgG4 humana dos veces (d0, d3) por via intraperitoneal.
Los dias 7 y 10 los ratones anestesiados en cada ocasion recibieron la administracion de 20 pg de ARN codificante
de SIINFEKL en los nédulos linfaticos inguinales. El dia 15, se extirparon el bazo y los nddulos linfaticos inguinales.

(a) Se cuantifico la frecuencia de los linfocitos T especificos de epitopo mediante citometria de flujo tras la tincion
con un tetrAmero SIINFEKL y anticuerpo anti-CD8. Los datos mostrados representan el nimero medio y la
frecuencia media de linfocitos T CD8+ positivos para tetramero + SEM.

(b) Para medir los linfocitos T especificos de SIINFEKL productores de IFN-y, se incubaron células de bazo con
péptido SIINFEKL o péptido de control durante 6 horas. Se afiadié brefeldina A [10 pg/ml] tras 1,5 horas. Tras la
fijacion y la permeabilizacion, las muestras se tifieron con anticuerpos anti-CD8 y anti-IFNy. Los datos mostrados
representan la frecuencia de linfocitos T CD8+ secretores de IFNy especificos de SIINFEKL tras restar el fondo no
especifico + SEM. *: p<0,05 en la prueba t no pareada de dos colas.

(c) Graficos representativos de puntos. Los porcentajes mostrados indican la frecuencia respectiva de linfocitos T
CD8+ positivos para tetramero.
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Figura 5:

(a) En ratones Balb/c (n=5) se inyectaron por via intranodal 10 pg de ARN marcado con fluoréforo Cy3 (rojo) o con
ribonucleétido Cy3 puro (control). Se extirparon los nédulos linfaticos tras 5 y 30 minutos, se fijaron con
paraformaldehido y se realizaron secciones. Mientras que los noédulos linfaticos de control mostraban un fondo
minimo, en los demas podia observarse una sefial celular de ARN de claridad creciente entre los 5 y los 30 minutos.
Lo anterior puede atribuirse a la destruccion del ARN intercelular.

(b) Se coincubaron CD inmaduras humanas (CDi) in vitro con ARN marcado con fluoréforo Cy3 (5 ug, rojo) y FITC-
dextrano (1 pg/pl, verde) durante 10 minutos, se fijaron con paraformaldehido y se contratifieron (Hoechst 33342,
azul). La cinética temporal muestra, al igual que en la colocalizacién maxima con FITC-dextrano, que el ARN se
localiza inicialmente en la periferia de la célula, después las vesiculas pueden observarse en todo el citoplasma y
finalmente se fusionan formando estructuras de mayor tamafo.

Figura 6:

(a) Se coincubaron CDi (n=3) humanas in vitro a diversas temperaturas con ARN de luciferasa (20 pg) durante 15
minutos. Tras 24 horas, se cuantifico la sefial de luciferasa en un ensayo de luminiscencia estandar. El resultado
indica un proceso activo consumidor de energia.

(b-c) Se pretrataron CDi humanas con diversos inhibidores (dimetil-amilorida, citocalasina D, LY294002, rotlerina) y
después se coincubaron durante 15 minutos con ARN de luciferasa o ARN de Cy3. Tras 24 horas, se cuantifico la
sefial de luciferasa en un ensayo estandar de luminiscencia. Se encontr6 que con el inhibidor altamente especifico
de macropinocitosis rotlerina se producia la inhibiciéon de la incorporacién del ARN en mas del 90%.

(d) Los nédulos linfaticos inguinales de ratones C57BI/6 se pretrataron in vivo con rotlerina (10 pl [10 puM]) y después
se inyectd por via intranodal ARN de luciferasa (10 pg). Tras la inhibicién in vivo de la macropinocitosis, se redujo
drasticamente la incorporacion del ARN en los nddulos linfaticos.

(e) Se inmunizaron intranodalmente ratones C57BI/6 (n=3) en dO y en d3 con ARN codificante de SIINFEKL (20 pg).
En ambos dias se pretrataron los nddulos linfaticos con rotlerina tal como se ha indicado anteriormente. El dia 8 se
cuantifico el éxito de la inmunizacion mediante medicion del tetrdmero en la sangre periférica. El éxito de la
inmunizacion intranodal con ARN se correlacionaba directamente con la capacidad de las células de incorporar ARN
mediante macropinocitosis. *, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001 (ANOVA con prueba de comparaciones mdltiples de
Tukey).

Figura 7:

(a-d) Se maduraron CD humanas (a, c) y murinas (b, d) durante 40 horas con diversos agentes (poli I:C (50 pg/ml),
CD40L (1,0 pg/ml), LPS (20 ng/ml), Mat. Mix (TNF-a) (10 ng/ml), IL1b (10 ng/ml), PGE (1 pg/ml), IL6 (1.000 U/ml)).
Después, las células se coincubaron durante 15 minutos con ARN de luciferasa o ARN de Cy3. Tras 24 horas, se
cuantifico la sefial de luciferasa en un ensayo de luminiscencia estandar. Para cuantificar la incorporacion del ARN
de Cy3, las células se lavaron y se fijaron 30 minutos después de la incubacion con el ARN. A continuacién, la
fluorescencia mediada por Cy3 pudo cuantificarse en el microscopio de inmunofluorescencia (software Till Vision
4.0, Till Photonics). Tras la maduracién de las CDi, se redujo la incorporaciéon del ARN en mas del 90%.

(e) Efecto de poli I:C sobre la incorporacion de ARN. En ratones C57BI/6 (n=4) se inyectd s.c. PBS o poli I:C (20 pg)
y tras 2 0 24 horas, se aplicé intranodalmente ARN de luciferasa. Tras 24 horas, la sefial de luciferasa se cuantifico
en un ensayo de bioluminiscencia estandar. Se produjo una reduccién drastica de la incorporacién de ARN,
dependiente del intervalo de tiempo después de la administracion de adyuvante. *, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001
(ANOVA con prueba de comparaciones multiples de Tukey).

(f) Efecto de FIt3-L sobre la incorporacion del ARN. Se trataron ratones C57BI/6 (n=8) i.p. los dias 0 y 3 con 10 ug de
FIt3-L, o no se trataron en el grupo de control. El dia 10, los ratones recibieron la inyeccion intranodal de 20 ug de
ARN de luciferasa. Tras 24 horas se midi6 la sefial de luciferasa mediante bioluminiscencia in vivo. La
administracion de Flt3-L no presentd un efecto inhibidor de la incorporacion de ARN en los nddulos linfaticos.

Figura 8:

En ratones C57BI/6 (n=5) se inyectaron por via intraperitoneal el dia 0 Flt3L-lgG4, FIt3L (Humanzyme), FIt3L
(Peprotech) o 1IgG4 humana en una cantidad de 0,4 moles. El dia 10 se extirparon los nédulos linfaticos de los
ratones y se caracterizaron mediante citometria de flujo. Células dendriticas (CD (marcador: CD11c*/NK1.1)),
células T auxiliares CD4" (marcador: CD3"/CD4"/CD8/NK1.1), células T CD8" (marcador: CD3*/CD8"/CD4/NK1.1),
células B CD19" (marcador: CD19"/CD3/NK1.1).
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Figura 9:

En ratones C57BI/6 no expuestos (n=7) se inyectaron por via intraperitoneal el dia 0, +3 FIt3L (FIt3L-1gG4, FIt3L
(Humanzyme), FIt3L (Preprotech)) o IgG4 humana en una cantidad de 0,4 moles. Estos ratones se inmunizaron
intralinfaticamente el dia +7, +10 con 20 pug de ARN codificante de SIINFEKL. EIl grupo de control sigui6 sin tratar
(n=2). El dia +15 se midi6 la frecuencia de linfocitos T CD8+ especificos de antigeno en sangre periférica mediante
la medicién de los multimeros de CMH.

Figura 10: cinética temporal de FIt3L-IgG4 en suero de ratones.

(a) Se administraron por via i.p. en ratones Balb/c (n=3) 20 ug de FIt3L-IlgG4. En tiempos definidos (previamente a la
administracion, 3 h, 24 h,48 h,3d,5d, 7d, 9d, 14 d, 21 d) se conservaron muestras de suero de los ratones. Estas
muestras se utilizaron en un ensayo ELISA para cuantificar la IgG humana. La vida media era de 2,14 dias (=51
horas).

(b) En ratones Balb/c (n=3) se administraron i.p. 50 ug de FIt3L-IgG4. En tiempos definidos (previamente a la
administracion, 3 h, 24 h,48 h,3d,5d, 7d, 9d, 14 d, 21 d) se conservaron muestras de suero de los ratones. Estas
muestras se utilizaron en un ensayo ELISA para cuantificar la IgG humana. La vida media era de 1,667 dias (=40
horas).

Figura 11: vacunacion terapéutica contra tumores B16 Ova.

Para examinar la sinergia de combinar la administracion de FIt3L con la vacunacion con ARN, se llevé a cabo un
experimento tumoral terapéutico. Con este fin, se formaron 4 grupos (n=10) de ratones C57BI/6. Todos los ratones
recibieron el dia 0 una inyeccion s.c. de células B16 Ova (2x10 5). De ellos un grupo de control sélo se tratd
mediante inyeccion de 1gG4 (10 pg; d3, d7, d14, d17). Un segundo grupo de control recibié Gnicamente inyecciones
de FIt3L-IgG4 (15 pg; d3, d7, d14, d17). El primer grupo de terapia se tratdé mediante inyeccion intranodal de ARN
codificante de SIINFEKL (20 pg; d11, d14, d17, d24) en combinacion con la administracion de IgG4 y el segundo
grupo de terapia recibié FIt3L-IgG4 tal como se ha indicado anteriormente para la inmunizacién con ARN. Se
muestra el grafico de Kaplan-Meier de la tasa de supervivencia de los ratones. Los ratones fueron sacrificados en el
caso de que presentasen un diametro tumoral >1,5 cm en un eje.

Figura 12: vacunacion terapéutica contra los tumores B16 Ova.

Examen del crecimiento tumoral. Con este fin, se formaron cuatro grupos (n=10) de ratones C57BI/6. Todos los
ratones recibieron el dia 0 una inyeccion s.c. de células tumorales B16 Ova (2x10 5). De entre ellos un grupo de
control se tratd Unicamente con una inyeccion de 1gG4 (15 pg; d3, d7, d14, d18). Un segundo grupo de control
recibié Unicamente inyecciones de FIt3L-lgG4 (15 ug; d3, d7, d14, d18). El primer grupo de terapia se tratd mediante
inyeccion intranodal de ARN codificante de SIINFEKL (20 pg; d10, d14, di18, d21) en combinaciéon con la
administracion de 1gG4 y el segundo grupo de terapia recibio FIt3L-lgG4 tal como se ha indicado anteriormente para
la inmunizacion con ARN. Se determiné el volumen tumoral tras la inoculacion de tumor de modo regular (d7, d10,
d13, d16, d19, d22). Se muestra el volumen tumoral medio [mm3] los dias después de la inoculacion tumoral [dia].

Ejemplos
Ejemplo 1

El ligando de FIt3 humano recombinante utilizado en el presente ejemplo y en los ejemplos siguientes se prepararon
en forma de una proteina de fusién con IgG4 y presentaba la secuencia mostrada en SEC ID n° 6. Con este fin, la
secuencia de acidos nucleicos codificante para la proteina de fusién Flt3L-IlgG4 se clond en un vector de expresion.
El plasmido resultante se transfectd en células HEK293 (ATCC n° CRL-1573) mediante lipofeccién. Se recogio el
sobrenadante y se purificé por una columna de proteina A (Ge HiTrap MabSelect SuRe, GE Healthcare) siguiendo
las instrucciones del fabricante. El producto se dializ6 frente a PBS, se dividié en alicuotas y se congelé hasta la
utilizacion.

Para someter a ensayo los efectos de la aplicacién de ligando de FIt3 humano sobre la eficiencia de las
inmunizaciones basadas en ARN, en primer lugar se investigaron en el modelo de raton los cambios en la
composicion celular de nédulos linfaticos y bazo. Para ello, se aplicaron intraperitonealmente diversos esquemas de
aplicaciéon (2x, 3x, 5x 10 pg) de FIt3-L recombinante y se determind la celularidad 10 a 12 dias después de la
primera inyeccion. Tal como se describe en la literatura para el sistema de ratdn, los presentes inventores pudieron
demostrar (figura 1) que se producia un incremento de la celularidad en el bazo y en los nédulos linfaticos (Lyman
S.D. et al., Blood 83:2795-2801, 1994; Hannum C. et al., Nature 368:643-648, 1994; Maraskovsky E. et al., Journal
of Experimental Medicine 184:1953-1962, 1996). Ademas, la aplicacion de Flt3-L a diversas dosis condujo a un
incremento en las células dendriticas (Maraskovsky E. et al., Journal of Experimental Medicine 184:1953-1962,
1996; McNeel D.G. et al., Journal of Clinical Immunology 23:62-72, 2003; Freedman R.S. et al., Clinical Cancer
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Research 9:5228-5237, 2003; Maraskovsky E. et al., Blood 96:878-884, 2000). Este incremento pudo demostrarse
para todas las subpoblaciones relevantes de células dendriticas en el bazo y en los nédulos linfaticos (figura 2).

Ejemplo 2

A continuacién, los presentes inventores investigaron los efectos de diversos adyuvantes conocidos (Aldara,
monofosforil-lipido A, FEC-GM, poli I:C, IL2) y FIt3-L sobre la sensibilizacién de células T no expuestas y su
frecuencia en la sangre periférica tras la inmunizacién intranodal con ARN. Con este fin se aplicaron los adyuvantes
s.C. 0 i.p. (ver la leyenda de la figura 3 para mas detalles) y los ratones se inmunizaron dos veces, con un intervalo
de 3 dias, con un ARN codificante del epitopo SIINFEKL restringido a H-2Kb. Cinco dias después de la segunda
inmunizacion se cuantifico la frecuencia de las células T CD8+ especificas de epitopo mediante medicién de
tetramero en la sangre. Inesperadamente, el andlisis mostré que todos los adyuvantes excepto Flt3-L condujeron a
una reduccion de la eficiencia de sensibilizacion de las células T (figura 3). Para la utilizacion de adyuvantes en el
contexto de la aplicacién de ARN-TIV, hasta el momento sélo se ha publicado la referencia anteriormente indicada,
en la que se demostré que sdlo la administracion de FEC-GM tras la inyeccion intradérmica de ARN, en contraste
con la administracion previa, ofrece una ventaja sobre la inyeccion de ARN Unicamente (Carralot J.P. et al., Cell Mol.
Life Sci. 61:2418-2424, 2004). Estos datos concuerdan con los experimentos de los presentes inventores, en los que
se aplic6 FEC-GM antes de la inmunizacién con ARN (-48 h, -24 h). Ademas, los datos de los presentes inventores
demuestran por primera vez que los adyuvantes establecidos tienden a conducir a una reduccion de la eficiencia de
sensibilizacion de las células T, mientras que FIt3-L induce un incremento significativo (figura 3). Los andlisis de
tetrdmero adicionales de sangre periférica 7 dias después de la Ultima inmunizacion mostraron resultados similares
(datos no mostrados).

Ejemplo 3

En experimentos adicionales, los presentes inventores pudieron demostrar que la administracion de Flt3-L humano
también conducia a un incremento significativo de la frecuencia de células T funcionales especificas de antigeno tras
la inmunizacién intranodal de ARN en otros 6rganos (bazo). Para ello, en los ratones se inyectaron por via
intraperitoneal los dias 0 y 3 en cada caso 10 pg de Flt3-L o 1IgG4 humano. A continuacion, se llevo a cabo la
inmunizacién intranodal con ARN codifiante de SIINFEKL los dias 7 y 10. El dia 15 se cuantificé la frecuencia de
células T CD8+ codificantes de SIINFEKL mediante medicion de tetrdmero y al determinacion de las citoquinas
intracelulares (figura 4). La cuantificacion de tetrdmero mostré una frecuencia significativamente incrementada de
células T CD8+ especificas de epitopo en el grupo pretratado con FIt3-L (bazo: 8,2% frente a 2,5%). En el nivel
funcional, se demostré que estas células también podian secretar IFNy (figura 4). Unas investigaciones posteriores
demostraron que los incrementos de la dosis de Flt3-L a niveles superiores a la dosis de 2x10 pg no se encontraban
correlacionados con un refuerzo adicional de la respuesta inmunoldgica (datos no mostrados).

Ejemplo 4

En ratones Balb/c (n=5) se inyectaron intranodalmente 10 ug de ARN marcado con fluoréforo Cy3 o con Cy3-
ribonucleétido puro (control). Tras 5 0 30 minutos, se extirparon los nédulos linfaticos y se evaluaron secciones
criostaticas mediante microscopia de inmunofluorescencia tras la fijacion con paraformaldehido. Las secciones
representativas mostradas en la figura 5 muestran un nivel de fondo minimo en los nddulos linfaticos de control y
una sefial de ARN celular (rojo) que gana en claridad entre los 5 y los 30 minutos. Lo anterior puede atribuirse a la
destruccion del ARN intercelular.

Ademas, las CD inmaduras humanas se coincubaron in vitro con ARN marcado con fluoréforo Cy3 (5 pg, rojo) y
FITC-dextrano (1 pg/pl, verde) durante 10 minutos, se fijaron con paraformaldehido y se contratifieron (Hoechst
33342, azul). La cinética temporal muestra, tal como en la colocalizacion maxima con FITC-dextrano, el ARN se
localizaba inicialmente en la periferia de la célula, posteriormente las vesiculas podian observarse en todo el
citoplasma y finalmente se fusionaron formando estructuras de mayor tamafio.

Por lo tanto, se demostré que el ARN desnudo se incorpora en células tanto in vitro como in vivo.

Ejemplo 5

Se investigdé en mayor detalle el fendomeno de la falta de accion adyuvante de algunos adyuvantes conocidos.

Los presentes inventores encontraron que el ARN desnudo (es decir, disuelto en liquido, por ejemplo PBS) tras la
inyeccion en, por ejemplo, ndédulos linfaticos es incorporado casi exclusivamente por las células dendriticas. La
incorporacion es extraordinariamente eficiente. A continuacion el ARN incorporado es traducido.

Para una caracterizacion mas detallada del proceso de incorporacion para el ARN desnudo, se coincubaron CDi
humanas (n=3) in vitro a diversas temperaturas con ARN de luciferasa (20 pg) durante 15 minutos. Tras el cultivo a

37°C durante 22 horas adicionales, se cuantificé la incorporacion del ARN en un ensayo de luciferasa. Se muestra la
media + SEM. El resultado mostrado en la figura 6(a) indica un proceso activo consumidor de energia.
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Para verificar si la macropinocitosis constitutivamente activa en las CDi resulta relevante para la incorporacion del
ARN desnudo, se pretrataron CDi humanas con diversos inhibidores (dimetil-amilorida, citocalasina D, LY294002,
rotlerina) y después se coincubaron durante 15 minutos con ARN de luciferasa o ARN de Cy3. Tras el cultivo
durante 22 horas adicionales. Se cuantificé la incorporacion del ARN en un ensayo de luciferasa. Se muestra la
media + SEM. Las CDi coincubadas con ARN de Cy3 (rojo) se fijaron con paraformaldehido y se contratifieron
(Hoechst 33342, azul). Se encontré que con el inhibidor de macropinocitosis altamente especifico rotlerina, se
producia la inhibicién de la incorporacion del ARN en mas de un 90%; ver la figura 6(b-c).

Para clarificar si la macropinocitosis también es el mecanismo de incorporacion relevante in vivo para el ARN en el
nédulo linfatico, los nodulos linfaticos inguinales de ratones C57/BI6 se pretrataron con rotlerina (n=4, 10 pM) y
después se inyectd intranodalmente ARN de luciferasa (10 pg). Tras 24 horas, se midi6 la sefial in vivo de
bioluminiscencia. Se muestra la media + SEM en la figura 6(d). Los presentes inventores pudieron demostrar que
tras la inhibicién in vivo de la macropinocitosis, se reducia drasticamente la incorporacion de ARN en el nédulo
linfatico.

Para verificar si la inhibicién in vivo de la macropinocitosis presentaba un efecto sobre la eficiencia de sensibilizacién
de las células T tras la inmunizacion intranodal con ARN, se inmunizaron ratones C57/BI6 (n=3) intranodalmente los
dias dO y d3 con ARN codificante de SIINFEKL (20 pg). En ambos dias los nédulos linfaticos se pretrataron con
rotlerina tal como se ha indicado anteriormente. Se muestra la media + SEM de la frecuencia de linfocitos T CD8+
especificos de antigeno. Los presentes inventores pudieron demostrar que el éxito de la inmunizacién intranodal con
ARN se correlacionaba directamente con la capacidad de las células de incorporar ARN mediante macropinocitosis;
ver la figura 6(e).

El mecanismo principal de incorporacion del ARN es la macropinocitosis. La inhibicién de la macropinocitosis, por
ejemplo por productos quimicos que inhiben la macropinocitosis (por ejemplo la rotlerina), conduce a una pérdida
practicamente completa de la accion de la vacuna.

Ejemplo 6

A continuacion, los presentes inventores investigaron en qué grado la maduracién de las CDi, que se relaciona con
una regulacion negativa de la macropinocitosis, conduce a una reduccion de la incorporacion del ARN. Se muestran
los resultados en la figura 7.

Los presentes inventores maduraron CD humanas (figura 7(a, c)) y murinas (figura 7(b, d)) con diversos agentes
(poli I:C (50 pg/ml), CD40L (1,0 pg/ml), LPS (20 ng/ml), Mat. Mix (TNFa (10 ng/ml)), IL1b (10 ng/ml), PGE (1 pug/ml),
IL6 (1.000 U/ml)) durante 40 horas. A continuacion, las células se coincubaron durante 15 minutos con ARN de
luciferasa o ARN de Cy3. Tras el cultivo durante 22 horas adicionales, se cuantificé la incorporacion del ARN en un
ensayo de luciferasa. Se muestra la media + SEM. Las CDi coincubadas con ARN de Cy3 (rojo) se fijaron con
paraformaldehido y se contratifieron (Hoechst 33342, azul). Se encontré que, tanto en la cuantificacion de la
fluorescencia de Cy3 como en el ensayo de luciferasa, tras la maduracion de las CDi, la incorporacion del ARN se
reducia en mas del 90%. Estos datos concuerdan con los datos publicados, que demuestran que la maduracion de
las CD conducen a la regulacion negativa de la macropinocitosis.

Con el fin de verificar en qué grado los adyuvantes en maduracién también pueden conducir in vivo a una reduccién
de la incorporacion del ARN, los presentes inventores sometieron a ensayo el efecto de poli I1:.C sobre la
incorporacion del ARN; ver la figura 7(e). Para ello, en ratones C57/BI6 (n=4) se inyectd s.c. PBS o poli I:C (20 ug) y
tras 2 o 24 horas, se aplicé intranodalmente ARN de luciferasa. Se midi6 la bioluminiscencia in vivo tras 24 horas
adicionales. Se muestra la media + SEM. Se demostrd que se producia una reduccién acusada de la incorporacion
de ARN, dependiendo del intervalo de tiempo posterior a la administracion del adyuvante. Estos datos concuerdan
con la observacion de que la maduracion completa de las CD requiere aproximadamente 24 horas.

En contraste, la administracion de Flt3-L no presenta un efecto inhibidor sobre la incorporacién de ARN en los
nodulos linfaticos. Se trataron los ratones C57BL/6 (n=8) i.p. los dias 0 y 3 con 10 g de Flt3-L o no se trataron, en el
grupo de control. El dia 10, los ratones recibieron una inyeccién intranodal de 20 ug de ARN de luciferasa. Tras 24
horas, se midi6 la sefial de luciferasa mediante bioluminiscencia in vivo. El grafico en la figura 7(f) muestra los
resultados medidos para cada raton individual. Las columnas proporcionan el valor medio de todos los valores
medidos para un grupo. El experimento es representativo para 3 experimentos independientes. Estadisticas: prueba
t de Student.

Ademas, en ratones C57BI/6 (n=3 a 7) se administré FIt3L dos veces (dias 0 y 3, 10 ug cada vez). El dia 10, se
extirparon los nodulos linfaticos y se determiné mediante citometria de flujo el estado de activacion (CD86, CD80,
MHC-II, CD40) de las células dendriticas. Los presentes inventores pudieron demostrar que la administracién de
FIt3L no conducia a la maduracion de las células dendriticas en el nédulo linfatico.
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Ejemplo 7: Efectos de diferentes FIt3L sobre la composicion celular en los nédulos linfaticos

En el presente experimento se compar6 el ligando de Flt3 (FIt3-IlgG4) con preparaciones de Flt3 disponibles
comercialmente con respecto al efecto sobre diferentes poblaciones celulares del nédulo linfatico murino. Un
producto expresado recombinantemente en bacterias (FIt3LP de Preprotech; Preprotech, Hamburg, Alemania) y un
producto expresado en células HEK293 humanas (FIt3L de Humanzyme; Humanzyme, Chicago, IL, U.S.A.) se
utilizaron como preparaciones de FIt3 disponibles comercialmente. La IgG4 humana (Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Alemania) sirvié como control.

En ratones C57BI/6 (n=5) se inyectaron intraperitonealmente el dia 0, Flt3L-lgG4, FIt3L (Humanzyme), FIt3L
(Preprotech) o IgG4 humana (Sigma-Aldrich) en una cantidad de 0,4 moles. El dia 10, se extirparon ambos nédulos
linfaticos inguinales de los ratones, se determind el recuento celular mediante una camara de Neubauer y se
caracterizaron las poblaciones celulares mediante citometria de flujo.

Las diferentes poblaciones celulares se definieron mediante las combinaciones de marcadores siguientes: células
dendriticas (CD (marcador: CD11¢’/NK1.1), células T auxiliares CD4" (marcador: CD3*/CD4*/CD8/NK1.1), células
T CD8" (marcador: CD3'/CD8'/CD4/NK1.1), células B CD19" (marcador: CD19°/CD3/NK1.1). Los anticuerpos
para detectar los marcadores de superficie se obtuvieron de Becton Dickinson. La figura 8 muestra la frecuencia de
células dendriticas (todas las CD), células CD4-positivas, CD8-positivas y CD19-posiitivas, en relacion al nimero
total de células preparado a partir del ndédulo linfatico.

Se demostré que los efectos inducidos por FIt3L-IgG4 eran similares a los inducidos con los productos de FIt3L
disponibles comercialmente. Flt3L-IgG4 y FIt3L de Humanzyme presentaban una fuerte similitud con respecto a la
expansion de las células dendriticas, mientras que Preprotech FIt3L solo era ligeramente potente en este aspecto.
FIt3L-IgG4 tendia a ser mas fuerte con respecto a sus efectos sobre la expansion de las poblaciones de linfocitos.

Ejemplo 8: Efectos de diferentes FIt3L sobre la estimulacion de las células T no expuestas

En el presente experimento se investigd en qué grado la funcién adyuvante de FIt3L-lgG4 era equivalente a la de los
productos de FIt3L disponibles comercialmente. Con este fin, se utilizé un producto expresado recombinantemente
en bacterias (FIt3L de Preprotech) y un producto expresado en células HEK293 humanas (FIt3L de Humanzyme);
ver el Ejemplo 7. La IgG4 humana sirvié de control.

En ratones C57BI/6 no expuestas (n=7) se inyectaron intraperitonealmente el dia 0, +3 FIt3L (FIt3L-IgG4 o FIt3L
(Humanzyme) o FIt3L (Preprotech) o IgG4 humana (Sigma) en una cantidad de 0,4 moles. Estos ratones se
inmunizaron intralinfaticamente el dia +7, +10 con 20 pg de ARN codificante de SIINFEKL. El grupo de control sigui6
sin tratar (n=2). El dia +15 se midio la frecuencia de linfocitos T CD8+ especificos de antigeno mediante citometria
de flujo en sangre periférica por medio de la medicién de multimeros de CMH (Beckman Coulter).

En los ratones se administré peritonealmente FIt3L en cantidades equimolares (dia 0, +3). Ademas, los ratones se
inmunizaron intranodalmente dos veces con ARN codificante de SIINFEKL (+7, +10). Se cuantifico el éxito de la
inmunizacion mediante citometria de flujo el dia +15 mediante tincion de tetrameros.

Se demostro que FIt3L-IgG4, asi como los productos de FIt3L disponibles comercialmente, presentaban un efecto
adyuvante significativo. El grupo de control, que no habia sido inmunizado, no mostré ninguna frecuencia relevante
de células T positivas para tetrameros. En comparacion con los ratones que habian sido inmunizados sin aplicacion
de FItL, la frecuencia de linfocitos T CD8+ especificos de antigeno se incrementd en un factor de 2-3. La utilizacién
de FIt3L-IgG4 tendia a proporcionar el efecto mas fuerte (figura 9).

Ejemplo 9: Determinacion de la vida media de FlIt3L-IgG4 en suero

Para determinar la vida media de FIt3L-IgG4 en suero, en dos grupos de ratones Balb/c (n=3) se administraron 20 ug
y 50 ug, respectivamente, de FIt3L-IgG4. Se conservaron muestras de suero obtenidas de los ratones, en tiempos
definidos (previamente a la administracion, 3 h, 24 h, 48 h,3d,5d, 7 d, 9d, 14 d, 21 d). Se cuantificd la IgG humana
en estas muestras mediante un ensayo ELISA. Debido a que la IgG4 humana se encuentra fusionada con FIt3L en
este constructo, la concentracion de FIt3L puede determinarse a partir de la cuantificacion de la IgG humana en el
suero de los ratones. Los datos demuestran que, tras un maximo inicial, FIt3L resulta detectable tras la inyeccion en
suero de ratones durante hasta 5 dias. La vida media calculada para 50 pug de FlIt3L-IgG4 era de 40 horas; la vida
media (VM) para 20 ug era de 51 horas.

En vista del valor publicado de vida media de FIt3L, de 5 horas (Robinson et al., BMT 31:361-369, 2003), estos

valores demuestran una estabilidad incrementada de FIt3L-lgG4 en comparacion con FIt3L sin fusién de 1gG4 (figura
10).
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Ejemplo 10: Vacunacién terapéutica contra los tumores B16 Ova

Para investigar la sinergia de la combinacién de la administracion de FIt3L con la vacunacion con ARN, se llevd a
cabo un experimento tumoral terapéutico. Con este fin, se formaron cuatro grupos (n=10) de ratones C57BI/6. Todos
los ratones recibieron el dia 0 una inyeccién s.c. de 2x10° células tumorales B16 Ova (Bellone et al., J. Immunol.
165:2651-2656, 2000). De entre ellos, un grupo de control se traté6 Gnicamente con la inyeccién de 19G4 (10 ug; d3,
d7, d14, d17). Un segundo grupo de control recibié Gnicamente la inyeccion de FIt3L-IgG4 (15 ug; d3, d7, d14, d17).
El primer grupo de terapia se traté mediante la inyeccion intranodal de ARN codificante de SIINFEKL (20 ug; di11,
d14, d17, d24) en combinacién con la administracion de 1gG4 y el segundo grupo de terapia recibio FIt3L-IgG4 tal
como se ha indicado anteriormente para la inmunizacién con ARN.

Se demostré que la combinacion de FIt3L-IgG4 y la vacunacion intranodal con ARN presentaba un efecto sinérgico.
Aungue en el caso de la vacunacion con ARN sin FIt3L-IgG4 Unicamente 1/3 de los ratones sobrevivieron a largo
plazo, la combinacion con FIt3L-lgG4 pudo incrementar la proporcion de ratones que sobrevivieron a largo plazo
hasta aproximadamente el 80%. FIt3L-IgG4 sin vacunacion de ARN demostré un efecto terapéutico minimo sobre el
crecimiento tumoral, que sin embargo sélo resulté en una supervivencia a largo plazo de 10% de los animales (figura
11).

Ejemplo 11: Vacunacion terapéutica contra tumores B16 Ova

Para confirmar el efecto sinérgico de una administracion combinada de FIt3L y una vacuna de ARN, se llevé a cabo
un experimento tumoral terapéutico adicional. Con este fin, se formaron cuatro grupos (n=10) de ratones C57BI/6.
Todos los ratones recibieron el dia 0 una inyeccion s.c. de 2x10° células tumorales B16 Ova (Bellone et al., J.
Immunol. 165:2651-2656, 2000). De entre ellos, un grupo de control s6lo se traté mediante la inyeccion de IgG4
(15 pg; d3, d7, d14, d18). Un segundo grupo de control solo recibio una inyeccion de FIt3L-IgG4 (15 pg; d3, d7, d14,
d18). Un primer grupo de terapia se traté mediante la inyeccion intranodal de ARN codificante de SIINFEKL (20 pg;
d10, d14, d18 y d21) en combinacién con la administracion de IgG4 y el segundo grupo de terapia recibié FIt3L-1gG4
(FIt3L) para la inmunizacion con ARN tal como se ha indicado anteriormente. Se determiné el volumen tumoral los
dias siguientes posteriores a la inoculacion tumoral: d7, d10, d13, d16, d19 y d22 (d=dia).

Se demostré que la combinacién de Flt3L-IgG4, conjuntamente con una vacunacion intranodal de ARN, presentaba
un efecto sinérgico. Sélo se determind un ligero retardo del crecimiento tumoral en el caso de que se administrase
Unicamente FIt3L y también en el caso de vacunacion de ARN Unicamente se observé un crecimiento tumoral
progresivo que, sin embargo, se habia decelerado. Una suspension completa del crecimiento tumoral solo se
observo en el caso de que la administracion de FIt3L se combinase con la vacunaciéon de ARN (figura 12).
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gggcggcagyg
gccegagacc

cccacatcaa
cagggtatga

gggtccccgg
ctgctgtige

cagagatgac
tgctgctgag
agtcccatct cctccaactt
gattacccag tcactgtggc
agcectcttec tageccageg
tggaggacgt

aatgtctgeg

caaacgcttc
cecctaccag
tgcacacage tgcttggtct
tgcctggagg
gecectagaag

tgcagtgcca
ccacggaget
ctgctgetge ctetcacact
gcaagaagga ggggggaget
agccttgtge atcgttgact
caaactgact ttgaaaacct
cttacgggca tgctatatac

gaaccaaaac aa

<210>5
<211> 224

tggccectte
ccecggecgaa
gctgetgetg
ctectccgac
agtcaccgtg
cctggcacag
gctggagege
cagctgtctt
gctggtggcy
gtgtcagccc
agccccgaca
gctgetggec
tggggagcag
tggccaaggce
ggatgcatag
ctcattccct
ctctgtacaa

daddadaaaa

attctgggga
ctcgtgcagg

gceggycggc
tgccctectg

agtgctggeg
tccrtgectg
caaagtgaag
cgtcaatctt
ctggatagag
caacaccgag
attcgtccag
gaagccctgt
gccggactec
cccagagect
ggtgctgetg
ccaccctggg
cagccagggt
cgatgcacct

aacaaggctt
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cacacccaac tggggeaage
atgacagtgc tggcgccage
agctcgggac tcagtgggac
ttcgetgtca aaatccgtga
gcctccaace tgcaggacga
cgctggatgyg
gtgaacacgg agatacactt

agcggctcaa

T3

ctgacccgge
ctggagccca
ccaggactgc
gctgtetgac
ggagctetge
gactgtcgct

tgtcaccaaa

cgcttcgtcc
ctgaagccct
gactcctcaa
gceccgeage
gctgeetggt
gtgccccceg
ctcatcctgg
cctggacaca
ccccagaatg
agccctrgtce

aaaaaa

cgtcggtcgg
aagcctggog

ggggtacagg
tcacttccaa

ccagcctgga
cgggggacac
trtagagagt
caggacgaga
caactgaaga
atacattttg
accaacatct
atcgggaagg
tccaceetgc
cggcccaggc
gcagecgect
gtgcceetee
cttatctcga
tcetgececa

tcttttcttc

agaccaacat cteccgoctc

ggatcactcg ccagaacttc
ccctgecacc cccatggagt
cccctetget cotectactg
gcctgcactyg gcagaggacg
tccccagtec ccaggacctg
ggaggatact gaggcacaca
gaggaagttg gctagaggcc
gaggcaacgc cagaatccag

cccatgaaat tgtatataaa

ggticttaga agaggagatg
gagcaggagg <ggaaaccga

ggttggggog gaaggggctg
gaacctgtca caggcatgag

geccaaatte ctocctgteg
ctgactgtta cttcagccac
tgactgacca cctgcrtaaa
agcactgcaa
ctgtggcagg

tcacctcatg

ggccitgtgg
gtctaagatg
taccttccag
cccacctoet gaaggacacc
cctgeccagaa tttetctegg
tgcccccaag gagtcccata
agctgttgct
ggggectteg

ccteccatec

cctgetgety
ctggcaaagg
ctaggatgcg
tgaggtctca atatgttgcc
caaacttcca aacagetggg

tttcttggtg ctagagttgg
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120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
2300
960

1020
1056

60
120

180
240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
S00
560
1020
1080
1140
1152



10

15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Pro Pro Cys
1
val Phe Leu

Thr pPro Glu
35

Glu val GlIn
50

Lys Thr Lys
Ser val Leu
Lys Cys Lys
Ile Ser Lys

Pro Pro Ser
130

Leu val Lys
145

Asn Gly GIn
Ser Asp Gly

Arg Trp GIn
195

Leu His Asn
210

<210>6
<211> 411
<212> PRT

Pro

Phe

20

val

phe

Pro

Thr

val
100

Ala

Gln

Gly

Pro

ser

180

Glu

His

<213> Artificial

<220>

ser
5

Pro
Thr
ASN
Arg
val

85

ser
Lys
Glu
Phe
Glu
165
Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

70

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

150

Asn

Phe

Asn

Thr

<223> Proteina de fusién

<400> 6

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

met

135

Pro

AsSn

Leu

val

G1ln

Ala

Pro

val

40

val

Gln

Glin

Gly

Pro
120
Thr
Ser
Tyr
Tyl'
Phe
200

Lys

Pro

Lys

val

Asp

Phe

ASp

Leu
105

Arg

Lys

Asp

Lys

ser

185

ser

ser
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Glu
10

Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
90

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

170

Arg

Cys

Leu

phe

Thr

val

val

ser

75

Leu

ser

Pro

Gln

Ala

155

Thr

Leu

Ser

ser

Leu

Leu

Ser

Glu

60

Thr

Asn

ser

GIn

val

140

val

Pro

Thr

val

Leu
220

Gly

Met

Gln

45

val

Tyr

Gly

Ile

val
125
ser
Glu
Pro
val
Met
205

ser

34

Gly
Ile
30

Glu

His

Arg

Lys

Glu
110

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

190

His

Pro

Pro

15

Sar

Asp

Asn

val

Glu

as

Lys

Thr

Thr

Glu

Ley

175

Lys

Glu

Gly

ser

Arg

Pro

Ala

val

8O

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

160

Asp

Ser

Ala

Lys



Met
1
Leu
Gln
ser
Gln
65

Arg

Leu

Phe
Arg
Ile
145
Asp
Thr

Cys

aro

Trp
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
TYr
Asn

Phe

Thr

Ley

His

ASp

50

ASp

Trp

Leu

Gln

Leu

130

Thr

ser

Ala

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

Met

Pro

ASn

Leu
370

val

Leu

ser

35

TYyr

Glu

Met

Glu

Pro

115

Leu

Arg

ser

Pro

Ala

195

Pro

val

val

Gln

GIn

275

Gly

Pro

Thr

ser

355

Tyr

Leu

Leu

20

Pro

Leuy

Glu

Glu

Ar
10
Pro

Gln

Gln

Thr

Thr

180

Pro

Lys

val

Asp

Phe

260

ASp

Leu

Arg

Lys

ASp

340

Lys

Ser

Ala

Ser

Ile

Leu

Leu

Arg

85

val

Pro

Glu

Asn

Léu

165

Ala

Glu

Asp

ASp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

325

ile

Thr

Arg

Pro
ser
Ser
Gln
i
Leu

ASn

Ser
Thr
Phe
150
Pro
Pro
Phe
Thr
val
230
val
ser
Leu
Ser
Pro
310
Gln
Ala

Thr

Leu

Ala

Gly

ser

Asp

55

Gly

Lys

Thr

Cys

ser

135

ser

Pro

Gln

Leu

Leu

215

ser

Glu

Thr

Asn

ser

295

Gln

val

val

Pro

Thr
375

Trp

Leu

Asp

40

Tyr

Gly

Thr

Glu

Leu

120

Glu

Arg

Pro

Pro

Gly

Met

Gln

val

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

Glu

Pro

360

val

ser

Ser

Phe

Pro

Leu

val

Ile
105
Arg

Gln

Cys

Trp

Pro

185

Gly

Ite

Glu

His

Al

26

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

345

val

ASD
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Pro
10

Gly
Ala
val
Tl"p
Ala
90

His

Phe

Leu

Leu

ser

170

Arg

Pro

Ser

ASp

Asn

250

val

Glu

Lys

Thr

Thr

330

Glu

Leu

Lys

Thr

Thr

val

Thr

Arg

75

Gly

phe

val

val

Glu

155

Pro

ser

ser

Arg

Pro

235

Ala

val

TYyr

Thr

Leu

315

Cys

Ser

ASp

ser

Thr

GIn

Lys

val

60

Leu

ser

val

Gln

Ala

140

Leu

Arg

Pro

val

Thr

220

Glu

Lys

ser

Lys

Ile

300

Pro

Leu

ASnN

Ser

Arg
380

TYyr

AsSp

Ile

45

Ala

val

Lys

Thr

Thr

125

Leu

Gln

Pra

Pro

phe

205

Pro

val

The

val

cys

285

ser

Pro

val

Gly

Asp

365

Trp

Leu

Cys

Arg

ser

Leu

Met

LyS
110
Asn

Lys

Cys

Leu

Cys

190

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

270

Lys

Lys

ser

Lys

GIn

350

Gly

Gln

35

Leu

15

Ser

Glu

ASn

Ala

GlIn

95

cys
Ile

Pro

Gln

Glu

175

Pro

Phe

val

Phe

Pro

255

Thr

val

Ala

Gln

Ser

Glu

Leu

Phe

Leu

Leu

Gln

80

Gly

Ala

Ser

Trp

Pro

160

Ala

ser

Pro

Thr

ASN

240

Arg

val

Ser

Lys

Glu

320

Phe

Glu

Phe

Gly
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Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
385 390 395 400

Thr G1n Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
405 410
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REIVINDICACIONES
1. Preparacién inmunogénica, que comprende ARN, que codifica por lo menos un antigeno, y ligando de FIt3.
2. Preparacion inmunogénica segun la reivindicacion 1, en la que el ARN es ARNm.

3. Preparacion inmunogénica segun la reivindicacion 1 o 2, en la que el ARN se obtuvo mediante transcripcién in
vitro.

4. Preparacion inmunogénica segun una de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas por lo menos un
factor estabilizador del ARN.

5. Composicion farmacéutica, que comprende una preparacion inmunogénica segun una de las reivindicaciones 1 a
4,

6. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 5 en forma de una formulacion como vacuna.

7. Ligando de FIt3 para su utilizacion en un procedimiento para producir o intensificar una respuesta inmunoldgica
en un individuo, que comprende la administracion de ARN que codifica por lo menos un antigeno, contra el cual
debe dirigirse la respuesta inmunoldgica y una administracion de ligando de FIt3.

8. Ligando de FIt3 segun la reivindicacion 7, en el que la respuesta inmunolégica comprende una respuesta
inmunoldégica de células T especificas de antigeno.

9. Ligando de FIt3 para su utilizacion en un procedimiento destinado a incrementar la cantidad de células efectoras
especificas de antigeno en un individuo, que comprende la administracién de ARN que codifica el antigeno, y una
administracion de ligando de Flt-3.

10. Ligando de FIt3 segun la reivindicacion 9, en el que las células efectoras especificas de antigeno son células T
citotoxicas CD8+ y/o células T auxiliares CD4+.

11. Ligando de FIt3 para su utilizacion en un procedimiento destinado a la prevencion y/o al tratamiento del cancer
en un individuo, que comprende una administracién de ARN, que codifica un antigeno tumoral, contra el cual debe
dirigirse la respuesta inmunolégica y una administracion de ligando de FIt3.

12.Ligando de FIt3 para su utilizacion en un procedimiento destinado a la prevencion y/o al tratamiento de una
infeccion virica en un individuo, que comprende una administracion de ARN, que codifica un antigeno virico, contra
el cual debe dirigirse la respuesta inmunoldgica, y una administracion de ligando de Flt3.

13. Ligando de FIt3 para su utilizacién en un procedimiento destinado a la prevencion y/o al tratamiento de una
infeccion bacteriana en un individuo, que comprende una administracion de ARN, que codifica un antigeno
bacteriano, contra el cual debe dirigirse la respuesta inmunoldgica, y una administracion de ligando de FlIt3.
14.Ligando de FIt3 para su utilizacion en un procedimiento destinado a la prevencion y/o al tratamiento de una
alergia en un individuo, que comprende la administracion de ARN, que codifica un alérgeno relevante para la alergia,
y una administracion de ligando de Flt3.

15. Ligando de FIt3 segun una de las reivindicaciones 7 a 14, en el que el individuo es un ser humano.

16. Utilizacién de ligando de FIt3 para la preparacion de una composicion farmacéutica para incrementar la
inmunogenicidad de una vacuna de ARN.
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Fig. 4
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Fig. 5

a
Coitiol
FITC- ARN combinacion
b dextrano
6min
10min

16min
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Concentracion (Bg/ml)
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Fig. 11
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