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DESCRIPCION
Complejos de ARN y péptidos catidnicos para transfeccion e inmunoestimulacion

La presente invencién se refiere a un ARN de una sola hebra complejado inmunoestimulatorio que
comprende al menos un ARN (molécula) complejado con uno o mas oligopéptidos, donde el oligopéptido
tiene una longitud de 8 a 15 aminoacidos y la férmula (Arg)i(Lys)m(His)a(Orn)s(Xaa)x. Ademas, en la presente
invencién se describen composiciones farmacéuticas y kits que comprenden el ARN complejado de la
invencién, asi como el uso del ARN de una sola hebra complejado inmunoestimulatorio de la invenciénpara
modular, preferentemente para inducir o incrementar, una respuesta inmune.

La transfeccion de &acidos nucleicos en las células o tejidos de los pacientes mediante métodos de
transferencia génica es un procedimiento principalenlamedicina molecular y juega un papel critico en la
terapia y prevencion de numerosas enfermedades. Los métodos de transfeccion de &cidos nucleicos pueden
conducir a una estimulaciéon inmune del tejido u organismo. Alternativa o adicionalmente, la transfeccion de
acidos nucleicos puede ser seguida por el procesamiento de la informacion codificada por los acidos
nucleicos introducidos, es decir, por la traduccion de los polipéptidos o las proteinas deseados. EI ADN o el
ARN como acidos nucleicos constituyen enfoques alternativos a la terapia génica. La transfeccion de acidos
nucleicos también puede conducir a una modulacién, por ejemplo a la supresion o el incremento de la
expresion génica, dependiendo del tipo de acido nucleico transfectado. La transfeccion de estos acidos
nucleicos se lleva a cabo tipicamente mediante métodos de transferencia génica.

Los métodos de transferencia génica en células o tejidos han sido intensamente estudiados en las Ultimas
décadas, sin embargo con éxito limitado. Los métodos bien conocidos incluyen métodos fisicos o
fisicoquimicos, tales como inyeccion (directa) de acidos nuceicos (desnudos) o transferencia génica biolistica.
La transferencia génica biolistica (también conocida como bombardeo de particulas biolistico) es un método
desarrollado por la Universidad de Cornell que permite introducir material génico en tejidos o cultivos
celulares. La transferencia génica biolistica se lleva a cabo tipicamente mediante el recubrimiento superficial
con particulas metdlicas, por ejemplo de oro o plata, disparando estas particulas metalicas, que comprenden
ADN adsorbido,en las células empleando una pistola génica. Sin embargo, los métodos de transferencia
génica biolistica aun no han demostrado funcionar con el ARN, probablemente debido a su rapida
degradacion. Ademas, estos métodos no son adecuados para aplicaciones in vivo, lo que representa una
gran limitacion practica.

Los métodos fisicos o fisicoquimicos alternativos incluyenla electroporacion in vitro. La electroporacion in
vitro se basa en el uso de corriente de alto voltaje para hacer que las membranas celulares sean permeables
y permitan la introduccion de nuevo ADN o ARN en la célula. Por tanto, normalmente las paredes celulares se
debilitan antes de la transfeccién bien con compuestos quimicos o bien con un proceso cuidadoso de
congelacion para hacerlos “electrocompetentes”. Si las bacterias o células electrocompetentes (por ejemplo
células eucarioticas) y el ADN (o el ARN) se mezclas conjuntamente, el plasmido puede transferirse a la
célula empleando una descarga eléctrica para llevar el ADN (o el ARN) al interior de las células en la
trayectoria de la descarga que cruza la camara de reaccion.

Otro método fisico o fisicoquimico alternativo incluye el uso de nanoplejos (sistemas de nanoparticulas),
lipoplejos (sistemas liposomiales) o el uso de poliplejos o polimeros catidnicos. Tales nanoplejos (sistemas de
nanoparticulas) implican el uso de poliacrilatos, poliamidas, poliestireno, cianoacrilatos, polilactato (PLA),
acido poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA), polietilo, etc. como sistemas vehiculo para el transporte de los acidos
nucleicos al interior de células o tejidos. Los lipoplejos o los sistemas liposomialesimplican tipicamente el uso
de lipidos catidnicos, los cuales son capaces de emularla membrana celular. Asi, la parte cargada
positivamente de los lipidos interactua con la parte cargada negativamente de los acidos nucleicos haciendo
posible la fusion con la membrana celular. Los lipoplejos o sistemas liposomiales incluyen, por ejemplo,
DOTMA, DOPE, DOSPA, DOTAP, DC-Chol, EDMPC, etc. Los poliplejos (polimeros catidnicos) tipicamente
forman un complejo con &cidos nucleicos cargados negativamente que lleva a una condensaciéon de los
acidos nucleicos y los protege de la degradacion. El transporte a las células usando poliplejos (polimeros
catiénicos) se lleva a cabo tipicamente viauna endocitosis mediada por receptor. De esta manera, el ADN
esta acoplado a una molécula distinta, tal como una trasferrina, por ejemplo con el poliplejo poli-L-lisina (PLL),
el cual se une a un receptor superficial y desencadena la endocitosis. Los poliplejos (polimeros catidnicos)
incluyen, por ejemplo, poli-L-lisina (PLL), quitosano, polietilenimina (PEI), metacrilato depoli(dimetilaminoetilo)
(PD-MAEMA), poliamidoamina (PAMAM).

Otros métodos fisicos o fisicoquimicos bien conocidos de transferencia génica en células u organismos
incluyen aquellos tales como de transfeccién mediante virus. Como ejemplo particular, un virus ADN puede
usarse como vehiculopara el ADN. Debido a sus propiedades infecciosas, estos virus tienen una velocidad
de transfeccion muy alta. Los virus tipicamente empleados se modifican genéticamente de manera que no se
forme particula infecciosa funcional algune en la célula transfectada. A pesar de esta precauciéon de
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seguridad, sin embargo, no puede descartarse cierto riesgo de propagacion incontrolada de los genes
terapéuticamente activos introducidos y de los genes virales, por ejemplo, debido a posibles eventos de
recombinacion.

Mas ventajoso en este contexto es el uso de las llamadas proteinas translocadoras o de dominios de
transduccién (PTDs) para el transporte de macromoléculas al interior de células o tejidos. Las proteinas
translocadoras se consideran como un grupo de péptidos capaces de llevar a cabo el transporte de
macromoléculas entre células (proteinas translocadoras), tales como VIH-tat (VIH), antennapedia (Drosophila
antennapedia), HSV VP22 (Herpes simplex), FGF o lactoferrina, etc. Por el contrario, los dominios de
transduccion de proteinas (PTDs) se consideran como un grupo de péptidos capaces de dirigir las proteinas y
péptidos unidos covalentemente a estas secuencias dentro de una célula a través de la membrana celular
(Leifert y Whitton: Translocatory proteins and protein transduction domains: a critical analysis of their
biological effects and the underlying mecchanisms. Molecular Therapy vol. 8 No. 2003). Comun a las
proteinas translocadoras y a los PTDs es una regién basica, la cual se considera como principalmente
responsable del transporte de los péptidos de fusion, ya que es capaz de unir polianiones tales como acidos
nucleicos. Sin limitarse a éstos, los PTDs pueden actuar de forma similar a reactivos de transfeccion cationica
usando endocitosis adsorbente no saturable dependiente del receptor. Los PTDs se acoplan tipicamente a
proteinas o péptidos con el fin de llevar a cabo o incrementar una respuesta CTL cuando se administra una
vacuna basada en péptidos (véase Melikov y Chernomordik, Arginine-rich cell penetrating peptides: from
endosomal uptake to nuclear delivery, Cell. Mol. Life Sci. 2005).

A veces, los dominios de transduccion de proteina (PTDs) sedenominan también “péptidos penetrantes
celulares” (CPPs) por su capacidad de penetrar la membrana celular y asi llevar a cabo el transporte de
macromoléculas al interior de las células. Los CPPs son péptidos pequefios, comprenden tipicamente un alto
contenido en aminoacidos basicos y tienen una longitud de 7 a 30 aminoacidos. Macromoléculas que han
mostrado ser transportadas al interior de las células por medio de CPPs incluyen péptidos, asi como ADN,
ARNsi o PNAs (acidos nucleicos péptidos), uniéndose los CPPs tipicamente a estas macromoléculas
mediante un enlace covalente, y siendo transfectados en las células. Aunque los péptidos penetrantes de
células (CPPs) se han empleado con éxito para mediar el suministro intracelular en una amplia variedad de
moléculas de interés farmacolégico tanto in vitro como in vivo, los mecanismos por los cuales ocurre la
absorcion celular aun siguen sin esclarecerse. El grupo de los CPPs es altamente diverso y esta formado por
péptidos anfifaticos y helicoidales tales como transportano, penetratina, péptidos hidréfobos como MTS,
VP22, MAP, KALA, PpTG20, péptidos ricos en prolina, péptidos MPG, Prep-1, L-oligdbmeros, péptidos de
calcitonina o péptidos ricos en arginina catiénicos e hidrdfilos, incluyendo CPPs ricos en arginina, que median
la absorcion celular de moléculas conjugadas (covalentemente) por la unién a proteoglucanos celulares, tales
como el dominio de transduccién de la proteina Tat de VIH-1 (Revision: Deshayes y col.,Cell-penetrating
peptides: tools for intracelular deivery of therapeutics. Cell. Mol. Life Sci. 2005). En particular, los CPPs ricos
en arginina se describen como vehiculos para proteinas o ADN, por ejemplo ADN plasmido, etc., en las
células. Las poliargininas también se pueden usar para el transporte de (macro)moléculas al interior de las
células, comprendiendo tipicamente una longitud de al menos 60 a 80 aminoacidos (en particular argininas),
mas tipicamente de 1.000 a 15.000 aminoacidos, representando asi un compuesto de alta masa molecular.
Incluso a pesar de que el mecanismo de absorcion celular para los CPPs en general sigue sin esclarecerse,
se sugiere la endocitosis como un mecanismo de absorcién para la poli-arginina. La endocitosis es un
proceso celular por el cual las macromoléculas pueden entrar en una célula sin pasar a través de su
membrana, sugiriéndose tres mecanismos endocitésicos diferentes (endocitosis dependiente de clatrina,
endocitosis dependiente de caveolina y/o endocitosis dependiente de F-actina, véase, por ejemplo, revision:
Melikov y Chernomordik, Arginine-rich cell penetrating peptides: from endosomal uptake to nuclear delivery,
Cell. Mol. Life Sci. 2005). Sin limitarse a ninguna teoria particular, durante la endocitosis la macromolécula
complejada con CPP se une primero a los glucosaminoglucanos (GAGs) de la superficie celular cargados
negativamente, incluyendo heparanos (HS). Entonces, la macromolécula unida a CPP entra en la célula
mediante endocitosis dependiente de clatrina, endocitosis dependiente de caveolina y/o endocitosis
dependiente de F-actina, por ejemplo doblando la membrana alrededor de la macromolécula unida a CPP en
el exterior de la célula. Esto resultaen la formacion de una vesicula tipo saco en cuyo interior se incorpora la
macromolécula unida a CPP. El trafico de la macromolécula unida a CPP a través de endosomas tardios y/o
el aparato de Golgi y/o el reticulo endoplasmico (ER) suministra la macromolécula unida al CPP al
citoplasma, pudiendo esta etapa implicaruna apertura inducida por CPP de los poros transitorios de la bicapa
lipidica. Alternativamente, la macromolécula complejada con CPP puede ser transportada a otros lugares en
la célula, por ejemplo al endosoma, dependiendo del modo de accién requerido para el propdsito especifico.
Como ejemplo, los receptores de TLR-7 TLR-8 se localizan en el endosoma. Asi, la transfeccién de células
con ARN inmunoestimulador, que puede ser por ejemplo ligando de los receptores tipo Toll (TLRs)
seleccionados de ligandos de TLR1-TLR13 (receptores tipo Toll: TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLRS6,
TLR7, TLR8, TLR9, TLR10, TLR11, TLR12 o TLR13) pueden conducir al transporte a los endosomas v,
dependiendo de la interaccion especifica y de los socios de interaccién, por ejemplo a una
inmunoestimulacion por el ligando de ARN.
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Los péptidos penetrantes de células (CPPs) tales como los definidos arriba son bien conocidos en la técnica y
estan ampliamente descritos. Sin embargo, el uso de estos CPPs (como vehiculos) se establece para el
transporte de péptidos, proteinas y ADN como carga, enlazandose tipicamente los CPPs a moléculas de
carga de forma covalente. Por el contrario, el transporte celular de moléculas de ARN usando CPPs soélo se
ha demostrado en un nimero muy limitado de casos, en particular para secuencias de ARN cortas, por
ejemplo secuencias de ARNsi de doble hebra.

A modo de ejemplo, Futaki y col. (The Journal of Biological Chemistry, Vol.276, No.8, pag. 5836-5840, 2001)
describen el uso de oligopéptidos vehiculo (Arg),de una longitud de 4-16 aminoacidos para la transferencia in
vitro de péptidos de carga, enlazandose los péptidos vehiculo covalentemente a los péptidos de carga. Se
demostrd una translocacion dptima para (Arg).con una longitud de 6 u 8 argininas, respectivamente.

Deshayes y col. (2005, citado arriba) también describieron péptidos de transporte trans-membrana o
peptidomiméticos por CPPs. Deshayes y col. (2005, supra) describen el uso de oligopéptidos Arg7 y Argg para
la transferencia in vitro de péptidos de carga y para la transferencia in vivo de proteinas de carga tales como
ciclosporina o catalasa.

Para la transfeccion de células con macromoléculas, tales como ADN, péptidos o proteinas, en la técnica se
han empleado polipéptidos de alto peso molecular tales como poli-L-argininas (por ejemplo, tipicamente con
un PM de alrededor de 5.000 Da a 15 kDa) o poli-L-lisinas (por ejemplo tipicamente con un PM de
aproximadamente 54 kDa), asi como PEI (polietilenimina) de alto peso molecular (por ejemplo tipicamente
con un PM de aproximadamente 25 kDa) (véase también Bettinger y col., Nucleic Acids Research, vol. 29 No.
18 (2001)). Sin embargo, la poli-L-lisina y la PEI de alto peso molecular parecian no ser efectivas como
moléculas vehiculo. Ademas, cuando se emplearon poli-L-argininas de alto peso molecular a altas
concentraciones, se observaron efectos toxicos que llevaron a la activacion del sistema de complemento. Asi,
se llevaron a cabo esfuerzos para desarrollar agentes de transfeccion de bajo peso molecular, tal como, por
ejemplo, poli-argininas de bajo peso molecular. Sin embargo, estas poli-argininas de bajo peso molecular
tipicamente presentan una baja estabilidad para el complejo vehiculo-carga, es decir, el complejo formado
por, por ejemplo, una poli-arginina como vehiculo y una molécula de ADN como carga. Asi, McKenzie y col.
(McKenzie y col., A potent new class of reductively activated peptide gene delivery agents, The Journal of
Biological Chemistry Vol. 274, No. 14, 2000) intentaron incrementar la estabilidad de los complejos péptido-
ADN reticulando estos péptidos,via glutaraldehido, con el ADN, obteniendoasi una base de Schiff. Sin
embargo, estareticulacion daba como resultado una disociacion extremadamente lenta del complejo en la
célula y, en consecuencia, la expresion en el tiempo de la proteina codificada era extremadamente baja. Para
evitar este problema, McKenzie y col. (2000, supra) introdujeron residuos cisteina en el vehiculo de CPPque
estabilizan el complejo por formacién de enlaces disulfuro entre el CPP y el ADN. Con la transfeccion, estos
enlaces disulfuro serompen en la célula debido a las condiciones reductoras de su interior, dando como
resultado una expresion incrementada de los péptidos codificados. Sin embargo, estareticulacion es laboriosa
y puede provocarotras modificaciones no deseadasen el ADN.

Ademas, la PEI de bajo peso molecular (por ejemplo, tipicamente con un PM de alrededor de 2.000 Da) y las
poli-L-lisinas de bajo peso molecular (por ejemplo tipicamente de un PM de alrededor de 3.400 Da) pueden
emplearse para la transfeccion de estas macromoléculas tal como se ha mencionado anteriormente. Sin
embargo, incluso a pesar de que se observé una transfeccién mejorada para la PEI o las poli-L-lisinas de bajo
peso molecular en estos experimentos, la expresion no era detectable debido a la formacion de complejos
extremadamente estables de estas moléculas vehiculo con el ADN. Como resultado, estas moléculas
portadoras no parecianser capaces de disociarse de su ADN complejado, una etapa necesaria para la
traduccion y la expresion de la proteina codificada (véase Bettinger y col. (2001), supra).

El trasporte de ADN por CPPs fue demostrado ademas por Niidome y col. (The Journal of Biological
Chemistry, Vol. 272, No. 24, pag. 15307-15312, 1997). Niidome y col. (1997, supra) describieron el uso de
CPPs, en particularde péptidos alfa-helicoidales catidénicos con un contenido en arginina definido del 25% y
una longitud de 12 6 24 aminoacidos, respectivamente, para el transporte de ADN plasmido como carga.
Como resultado, se encontré que los péptidos largos y/o hidréfobos pueden unirse fuertemente al ADN y
afectar a su transporte a las células. Ademas, Niidome y col. (Bioconjugat Chem 1999, 10, 773-780)
demostraron que aquellos péptidos con una longitud de 16 a 17 aminoacidos eran los mas eficientes en el
transporte de ADN plasmido. Sin embargo, cuando se usaban péptidos pequefios (por ejemplo de
aproximadamente 12 aminoacidos) como CPPs, la eficiencia de la transfeccion del ADN en las células resultd
significativamente reducida.

Para mejorar la eficiencia de la transfeccion celular de moléculas de arginina cortas, Futaki y col.
(Bioconjugate Chem. 2001, 12, 1005-1011) emplearon oligopéptidos estearilados (Arg),con una longitud de 4-
16 aminoacidos. Estos oligopéptidos se usaron en experimentos de transfeccion en comparacion con
oligopéptidos no estearilados (Arg)n,con una longitud de 4-16 aminoacidos y poli-arginina (PM 5.000-15.000)
para la transferencia in vitro de ADN plasmido que codifica para la luciferasa. Asi, los péptidos portadores
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usados para la transfeccion se mezclaron con ADN plasmido y formaron un complejo vehiculo/carga. Se
demostré un translocacion éptima para una (Arg), estearilada con una longitud de 8 argininas, en tanto que
aquellas argininas de una longitud de 6-7 y 9-15 argininas demostraron una actividad para el transporte
celular significativamente menor. Mas aun, la actividad de transporte de las argininas no esteariladas y la poli-
arginina dié¢ resultados deficientes, indicando pérdida de esta actividad cuando se usan tales péptidos
vehiculo. La diferencia observada enla eficiencia de la transfeccion demostrada por Futaki y col. (2001, supra)
para péptidos portadores estearilados y no estearilados se debe entonces a la presencia de partes lipidicas,
las cuales cambian significativamente las propiedades quimicas de los CPPs empleados en estos
experimentos.

De acuerdo con Kim y col. (Kim y col., Basic peptide system for efficient delivery of foreign genes, Biochimica
et Biophysica Acta 1640 (2003) 129-136), se pueden emplear péptidos vehiculo de arginina cortos, tales
como (Arg)s a (Arg)ss para la complejaciéon y la transfeccion celular de ADN que codifica para la proteina
fluorescente verde PEGFP-N3. Cuando se usaron argininas (Arg)s a (Arg)is, se obtuvieron resultados 6ptimos
con (Arg)1s mostrando una eficiencia de transfeccion celular cada vez mas alta a partir de (Arg)s a (Arg)is.
Estos resultados indican que pueden obtenerse las propiedades de transporte Optimas para transfectar
células con ADN con un péptido portador (Arg),con n muy superior a 15. Sin embargo, Kim y col. (2003,
supra) exclusivamente documentaron la aplicacion de péptidos de arginina cortos con propésitos de
transfeccion para moléculas de ADN como carga.

Las células también pueden ser transfectadas usando CPPs en combinacion con ARN. Sin embargo, solo un
pequefio numero de ejemplos de trabajo se han llevado a cabo para el transporte celular de ARN,
probablemente debido a su rapida degradacion y baja estabilidad en complejo. Asi, la transfeccion de ARN
usando CPPs parece estar restringida a moléculas de ARN de doble hebra, mas estables, tales como ARNSsi.
A modo de ejemplo, Ténges y col. (RNA (2006), 12:1431-1438) usaron octa-arginina (Arg)s estearilada para
la transferencia in vitro de un ARNSsi corto de doble hebra en células del hipocampo neuronal, donde la octa-
arginina (Arg)s estearilada formaba un complejo con el ARNsi. En base a los resultados de Ténges y col.
(2006, supra) el componente estearilo de los péptidos vehiculo parece ser indispensable para el transporte de
ARNSsi o para el transporte de otras moléculas de ARN.

Veldhoen y col. (2006) publicaron también el uso de CPPs especificos en un complejo no covalente para la
transfeccion celular de secuencias de ARNSsi cortas de doble hebra (Veldhoen y col.,Cellular delivery of small
interfering RNA by a non-covalently attached cell penetrating peptide: quantitative analysis of uptake and
biological effect,Nucleic Acids Research 2006). Los péptidos empleados por Veldhoen y col. (2006) fueron
alfa-MPG (Ac-GALFLAFLAAALSLMGLWSQPKKKRKV-Cya) y

alfa-MPG-mNLS (Ac-GALFLAFLAAALSLMGLWSQPKSKRKV-Cya).

Estos péptidos especificos se modificaron ademas con una parte acetilo (Ac) en el N-terminal y una parte
cisteamida en el C-terminal. Veldhoen y col. (2006) fueron capaces de demostrar la transferencia celular de
ARNSsi de doble hebra con una longitud de aproximadamente 18 a 40 nucleétidos empleando los péptidos
vehiculo mencionados anteriormente.

Resumiendo, el uso de CPPs u otros péptidos vehiculo para el transporte celular de macromoléculas fue
demostrado basicamente para péptidos y para moléculas de ADN. Muy pocas publicaciones especificas
describen propiedades de penetracidénen las células de ARNsi de doble hebra.

La transferencia de ARN representa una herramienta importante en la medicina molecular moderna y
presenta propiedades superiores a las dela transfeccion celular de ADN, ya que las moléculas de ADN
pueden conllevar serios problemas. Por ejemplo, la aplicacién de moléculas de ADN tiene el riesgo de que
dicho ADN se integre en el genoma del huésped. La integracion de ADN extrafio en el genoma del huésped
puede influir en la expresiéon génica del huésped y puede desencadenar la expresién de un oncogen o la
destrucciéon de un gen supresor tumoral. También puede ser inactivado un gen, y por tanto el producto
génico, esencial para el huésped porla integracién de ADN extrafio en la region de codificacion de tal gen.
Existe un peligro particular cuando la integracion del ADN tiene lugar en un gen implicado en la regulacion del
crecimiento celular. En este caso, la célula huésped puede entrar en un estado degenerado y llevar a un
cancer o a la formacién tumores. Esta integracion no deseada en el ADN puede ser todavia mas problematica
cuando el ADN transfectado en la célula comprende un promotor potente, tal como el promotor de CMV viral.
La integracion de estos promotores en el genoma de la célula tratada puede llevar a cambios no deseables
en la regulacién de la expresion génica celular. Otra desventaja es que las moléculas de ADN permanecen en
el nucleo de la célula durante un tiempo largo, ya sea como episoma 0, como se menciond, integradas en el
genoma del huésped. Este fenémeno lleva tanto a la produccién de proteina transgénica,que no esta limitada
0 no puede limitarse en el tiempo, como al peligro de tolerancia asociada a esta proteina transgénica.
Ademas por inyeccion de ADN puede desencadenarse el desarrollo de anticuerpos anti-ADN (Gilkeson y col.,
J Clin Invest 95, 1398-1402 (1995)) y la induccion de enfermedades autoinmunes. Todos estos riesgos
enumerados estan asociados a la aplicacion de ADN. Por el contrario, no se produce cuando se emplea ARN,
en particular ARNm, en lugar de ADN. Por ejemplo, el ARNm no se integra en el genoma del huésped, no se
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requieren secuencias virales, tales como promotores, etc., para la transfeccion efectiva, etc. Las desventajas
del uso de ARN pueden deberse a su inestabilidad en comparacién con el ADN (enzimas degradadoras de
ARN, las llamadas RNAsas (ribonucleasas), en particular, pero también numerosos otros procesos que
desestabilizan el ARN son responsables de la inestabilidad del ARN). Sin embargo, en la técnica ya se han
descrito métodos para estabilizar el ARN, por ejemplo en WO 03/051401, WO 02/098443, WO 99/14346, EP-
A-1083232, US 5.580.859 y US 6.214.804. También se han desarrollado métodos para proteger el ARN
contra la degradacion por ribonucleasas, ya sea usando liposomas (Martinon y col., Eur J Immunol 23, 1719-
1722 (1993)) o la administracion in vivo intra-citosélica del acido nucleico con un dispositivo balistico (pistola
génica) (Vassilev y col., Vaccine 19, 2012-2019 (2001)).

La WO 2007/069068 describe compuestos de formula P-P1-(-O-CH2-CH2)Z-R2-N, abreviada como PLN, donde
P es un péptido penetrande de células, N es un acido nucleico y L es un conector que une P y N de forma
covalente.

La WO 2006/046978 describeun método para transformar una célula que comprende poner en contacto la
célula con un péptido cationico y un ARN, donde el péptido catiénico y el ARN pueden formar un complejo no
covalente. Se proporcionan estos complejos oligonucleétidos para la transformacion de antigenos presentes
en la célula con el fin de fabricar vacunas, por ejemplo para obtener una respuesta inmune especifica
(adaptativa).

Debido a que las moléculas de ARN como tales proporcionan propiedades ventajosas sobre las de ADN,
como se ha indicado, el objeto de la presente invencion es proporcionar un vehiculo adecuado y eficiente
para el transporte de ARN de una sola hebra inmunoestimulatorio en las células. Asi, la presente invencion
proporciona una soluciéon que permite la transfecciéon de células con un ARN de una sola hebra
inmunoestimulatorio de forma eficiente.

Este objeto de la presente invencion se logra mediante las realizaciones de la presente invencion tal como se
caracterizan en las reivindicaciones. En particular, este objeto se consigue mediante un ARN monohebra
inmunoestimulatorio complejado que comprende al menos un ARN (molécula) complejado con uno o mas
oligopéptidos, que no se enlazan deforma covalente al ARN ydonde la proporcién nitrégeno/fosfato (ratio N/P)
esta en el intervalo de 0,5-50, teniendo el oligopéptido una longitud de 8 a 15 aminoacidos, y donde el al
menos un oligopéptido contiene "I" residuos de Arg, "m" residuos de Lys, "n" residuos de His, "0" residuos de
Orn y "X" residuos de Xaa situados en cualquier orden dentro del al menos un oligopéptido con la siguiente
férmula empirica:

(Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x (formula 1)
donde
e |+m+n+o0+x=8-15y
e |, m, nuo, independientemente entre si, pueden ser cualquier numero seleccionado entre 0, 1, 2, 3,

4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 6 15, siempre que el contenido total de Arg, Lys, His y Orn
represente al menos 50%de todos los aminoacidos delos oligopéptidos; y

e Xaa puede ser cualquier aminoacido seleccionado de entre aminoacidos nativos o no nativos
excepto Arg, Lys, His u Orn; y

e X puede ser cualquier numero seleccionado entre 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, siempre que el contenido
total de Xaa no exceda 50% de todos los aminoacidos del oligopéptido, por ejemplo no mas del 40%
o del 30% de todos los aminoacidos del oligopéptido.

En el contexto de la presente invencion, un ARN complejado debe entenderse como un ARN (molécula) tal
como se defineaqui, preferentemente un ARNm, que esta complejado con el uno o mas oligopéptidos de
férmula empirica (Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)formandose un complejo no covalente entre el ARN vy los
oligopéptidos. Aqui, “no covalente” significa que se forma una asociaciéon reversible entre el ARN y el
oligopéptido mediante interacciones no covalentes de estas moléculas, asociandose las moléculas
conjuntamente mediante cualquier tipo de interaccion electrénica que no sea un enlace covalente, por
ejemplomediante enlaces de Van der Waals, esto es poruna atraccion electrostatica débil que se origina a
partir de una fuerza de atraccién no especifica de las moléculas complejadas. La asociacién de un ARN vy al
menos un oligopéptido esta en equilibrio con la disociacion de tal complejo. Intracelularmente, sin aludir a
teoria particular alguna, el equilibrio parece estar desplazado hacia el ARN y los oligopéptidos disociados.

El al menos un oligopéptido del ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente invencion
tiene una longitud de 8 a 15 aminoacidos, preferentemente de 8 a 14,8 a 13,8 a 126 9a 126 9 a 11
aminoacidos, en especialde 8 a 10,9a 11,10a 12, 11 a 13, 12 a 14 6 13 a 15 aminoacidos, en particular se
seleccionaa partir de un péptido de la féormula anterior con una longitud de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 6 15
aminoacidos.
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El oligopéptido del ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado segun la presente invencion tiene la
férmula empirica (Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x como se ha definidoanteriormente, donde I+m+n+o+x = 8-
15, y I, m, n u o, independientemente entre si, pueden ser cualquier numero seleccionado entre 0, 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14 6 15, o cualquier intervalo formado por dos de estos valores, siempre que el
contenido total de Arg, Lys, His y/u Orn (aminoacidos basicos) represente al menos el 50% (por ejemplo al
menos el 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58 6 59%) o al menos el 60% (por ejemplo al menos el 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68 6 69%), al menos el 70% (por ejemplo al menos el 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78 6 79%), al menos
el 80% (por ejemplo al menos el 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88 u 89%), al menos el 90% (por ejemplo al
menos el 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 6 99%) o incluso el 100% de todos los aminoacidos del oligopéptido
del ARN complejado segun la presente invencion. Los aminoacidos Arg, Lys, His y Orn (cadigo de tres letras)
deben entenderse como los aminoacidos arginina, lisina, histidina y ornitina, respectivamente. En este
contexto, la ornitina es un aminoacido cuya estructura es NH2-CH,-CH2-CH,-CHNH2-COOH. La ornitina fue
incorporada artificialmente como el 21avo aminoacido y no pertenece a los 20 aminoacidos que “ocurren
nativamente” en el sentido de que la ornitina no es un aminoacido codificado por ADN y, en consecuencia, no
esta implicada en la sintesis de proteinas primarias. Sin embargo, la ornitina es provista por la reaccion
enzimatica que se inicia a partir de L-arginina. Se cree que no es parte del codigo genético porque los
polipéptidos que contienen ornitinas no protegidas sufren una lactamizacion espontanea. La ornitina debe
considerarse como un aminoacido basico, ya que es uno de los productos de la reaccién de la enzima
arginasa en L-arginina para dar urea.

De acuerdo a otrarealizacion preferente, los aminoacidos (individuales) del oligopéptido del ARN monohebra
inmunoestimulatorio complejado de la presente invencion, de férmula empirica
(Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x (férmula 1) como se ha indicado, pueden ocurrir en cualquier frecuencia,tal
como se ha definido para la férmula empirica; es decir, cada aminoacido basico (asi como Xaa) puede ocurrir
en la formula empirica definida arriba dentro de los valores o intervalos definidos, pudiendo formarse
cualquier intervalo a partir de dos de los valores definidos. Sin embargo, es particularmente preferente que el
contenido del aminoacido basico Arg en la formula empirica anterior seade al menos el 10%, en especial de
al menos 20%, con especial preferencia de al menos el 30%, 40% o inclusoel 50%, con muy particular
preferencia de al menos el 60%, 70%, 80%, 90% o incluso el 100% con respecto a la férmula empirica
completa. De acuerdo con otra realizacion particularmente preferente, el contenido de aminoacido basico Lys
en dicha féormula empirica es de al menos el 10%, en especial de al menos el 20%, con especial preferencia
de al menos el 30%, 40% o incluso el 50%, con muy particular preferencia de al menos el 60%, 70%, 80%,
90% o incluso el 100% con respecto a la férmula empirica completa. De acuerdo con otra realizacion
particularmente preferente, el contenido de aminoacido basico His en la formula empirica citada es de al
menos el 10%, en especial de al menos el 20%, con especial preferencia de al menos el 30%, 40% o incluso
el 50%, y con muy particular preferencia de al menos el 60%, 70%, 80%, 90% o incluso el 100% con respecto
a la formula empirica completa. De acuerdo con otra realizacion particularmente preferente, el contenido de
aminoacido basico Orn en la formula empirica es de al menos el 10%, en especial de al menos el 20%, con
especial preferencia de al menos el 30%, 40% o incluso 50%, con muy particular preferencia de al menos el
60%, 70%, 80%, 90% o incluso el 100% con respecto a la formula empirica completa. Cualquiera de los
contenidos definidos, valores o intervalos para los aminoacidos basicos Arg, Lys, His y/u Orn como los
definidos también se pueden combinar entre si, preferentemente llevando a un contenido total de
aminoacidos bésicos para el oligopéptido del ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la
presente invencién de al menos el 50% (al menos el 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58 6 59%), de al menos el
60% (al menos el 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68 6 69%), al menos el 70% (al menos el 71, 72, 73, 74, 75, 76,
77, 78 6 79%), al menos el 80% (al menos el 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88 u 89%), al menos el 90% (al
menos el 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 6 99%) o incluso el 100%, como se definid inicialmente.

Los aminoacidos de la férmula anterior (Arg);(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x, es decir, Arg, Lys, His y/u Orn
pueden ademas seleccionarse de entre aminoacidos Arg, Lys, His y Orn nativos (= que ocurren naturalmente)
o0 de aminoacidos no nativos (= no ocurren naturalmente) derivados de los mismos. Como aminoacido no
nativo (= no ocurre naturalmente) derivado de los aminoacidos Arg, Lys, His y Orn se puede emplear
cualquier derivado conocido de estos aminoacidosmodificado quimicamente, siempre que estos derivados no
sean toxicos para las células u organismos, cuando se proporcionan con el oligopéptido anterior (tales
derivados de aminoacidos soncomercializados por diferentes compaiiias, por ejemplo Sigma Aldrich (véase
http://www.sigmaaldrich.com)).

Ademas, el oligopéptido de ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente invencidon puede
contener un aminoacido Xaa en la formula empirica anterior (Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x, que puede ser
cualquier aminoacido seleccionado de entre aminoacidos nativos (= que ocurran naturalmente) o no nativos
(= que no ocurran naturalmente) excepto Arg, Lys, His u Orn. Preferentemente, Xaa se selecciona, sin
limitarse a, de entre aminoacidos neutros que ocurren naturalmente (e hidréfobos), esto es aminoacidos con
cadenas laterales neutras (e hidréfobas) tales como alanina (Ala), valina (Val), leucina (Leu), isoleucina (lle),
prolina (Pro), triptéfano (Trp), fenilalanina (Phe) o metionina (Met), y/o de entre aminoacidos neutros (o
polares) que ocurran naturalmente, es decir aminoacidos que pueden tener cadenas laterales neutras (y
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polares) tales como glicina (Gly), serina (Ser), treonina (Thr), tirosina (Tyr), cisteina (Cys), asparagina (Asn) o
glutamina (Glu) y/o de entre aminoacidos acidos que ocurran naturalmente, es decir aminoacidos con
cadenas laterales acidas tales como acido aspartico (Asp) o acido glutdmico (Glu). Preferentemente, el
oligopéptido de ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente invencion puede contener
un aminoacido Xaa en la férmula empirica citada (Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x seleccionado de entre
aminoacidos que no tengan cadena lateral acida. Con especial preferencia, Xaa en la férmula empirica
(Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x se selecciona de entre aminoacidos que tienen una cadena lateral neutra, es
decir aminoacidos con cadena lateral neutra (e hidréfoba) y/o aminoacidos concadena lateral neutra (y polar)
como los definidos arriba. Ademas, puede emplearse cualquier derivado de aminoacido conocido para Xaa
en la férmula empirica anterior (Arg);(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x, es decir, aminoacidos quimicamente
modificados, siempre que estos derivados no sean toxicos para las células u organismos cuando sean
provistos con el oligopéptido anterior (tales derivados de aminoacidos son comercializados por diferentes
compainiias, por ejemplo Sigma Aldrich (véase http://www.sigmaaldrich.com)). El contenido de Xaa presente
tipicamente en la férmula anterior es del 0-30%, 0-40% o 0-50% de todos los aminoacidos de la secuencia de
oligopéptidos completa, es decir el contenido total de Xaa no puede exceder el 30%, 40% o 50% de todos los
aminoacidos de la secuencia de oligopéptidos completa, preferentemente no puede exceder el 20%, en
especial no excede el 10% y en particular no excede el 5% de todos los aminoacidos de la secuencia de
oligopéptidos completa. Asi, "x" en la férmula empirica (Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x mostrada puede ser
cualquier numero seleccionado entre 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, siempre que el contenido de Xaa no exceda el
valor indicado del 30% (o menos), el 40% o el 50% de todos los aminoacidos completos del oligopéptido del
ARN complejado.

Tipicamente, los aminoacidos Arg, Lys, His, Orn y Xaa del oligopéptido de ARN monohebra
inmunoestimulatorio complejado de la presente invencion, de férmula empirica
(Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x, pueden disponerse en cualquier posicion de la secuencia de oligopéptidos.
En consecuencia, la férmula empirica (I) no determina un orden especifico para los aminoacidos, sino que
intenta reflejar el tipo de aminoacidos y su frecuencia de ocurrencia en el péptido, indicando que la cadena de
péptidos contiene un ndmero de | residuos de Arg, m residuos de Lys, n residuos de His, o residuos de Orn y
x residuos de Xaa, sin especificar orden alguo para estos residuos dentro de la cadena de péptidos.

Sin embargo, se prefiere que el oligopéptido anterior comprenda aminoacidos en uno o preferentemente en
ambos extremos terminales que no incluyan una cadena lateral acida. Con especial preferencia, la secuencia
de oligopéptidos anterior comprende aminoacidos neutros o basicos en uno o preferentemente en ambos
extremos terminales, con particular preferncia aminoacidos basicos en uno o ambos extremos terminales. En
otra realizacion preferente, el oligopéptido de la férmula general indicada contiene al menos dos, en especial
al menos tres, al menos cuatro o incluso al menos cinco residuos basicos terminales, en particular Arg, Orn o
Lys en cada terminal. De acuerdo con otra realizaciéon preferente, el oligopéptido de la férmula general
indicadapreferentementeno incluye ningun aminoacido catioénico (es decir, ningun Arg, Orn o Lys) en uno o
preferentemente en ambos extremos terminales, en particular ningin aminoacido catiénico (es decir, ningun
Arg, Orn o Lys) en ambos extremos terminales. En otras palabras, uno o muy preferiblemente ambos
extremos terminales del oligopéptido de la formula general dada pueden comprender cualquier aminoacido no
catiénico como el definido aqui siempre quedicho aminoacido no catiénico se seleccione de entre un
aminoacido distinto de Arg, Orn o Lys o cualquier variante o derivado de estos aminoacidos catiénicos. Los
extremos terminales pueden comprender, por ejemplo, uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al
menos cinco o incluso mas residuos no catidnicos basicos como los definidos comenzando desde el extremo
N- y/o C-terminal de la secuencia particular.

De acuerdo aun con ofra realizacion preferente, uno o ambos extremos terminales del oligopéptido del
ARNmonohebra estimulatorio complejado de la presente invenciéon pueden comprender al menos un residuo
histidina en uno o ambos de sus extremos terminales, por ejemplo, el oligopéptido de ARN monohebra
inmunoestimulatorio complejado de la presente invencién puede comprender uno, dos, tres 0 mas residuos
histidina en orden consecutivo en uno o ambos extremos terminales siempre que la longitud total del
oligopéptido se limite a 8 a 15 aminoacidos, tal como se ha definido anteriormente.

Ademas, los residuos Xaa del oligopéptido de ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la
presente invencién estan tipicamente separados unos de otros por al menos un Arg, Lys, His u Orn. Esta
separacion de los residuos Xaa preferentemente evita clusters de aminoacidos no basicos en el oligopéptido,
ya que tales clusters no basicos pueden reducir las propiedades ventajosas del oligopéptido como péptido
vehiculo para el ARN complejado de acuerdo con la presente invencion.

Sin embargo, los residuos aminoacidos basicos del oligopéptido de ARN monohebra inmunoestimulatorio
complejado de la férmula dada se seleccionan de entre Arg, Lys, His u Orn como se han definido y ocurren
tipicamente en un cluster de al menos dos, preferentemente de al menos 3, 4, 5 o incluso 6 o mas
aminoacidos basicos como los aqui definidos. De acuerdo con una realizacién particularmente preferente,
estos clusters pueden comprender también 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o incluso 15 aminoacidos. Talcluster
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de aminoacidos basicos, de preferencia un cluster de al menos 3, 4, 5 o incluso 6 o0 mas aminoacidos
basicos, preferentemente crea una superficie o zona de unién basica dentro del oligopéptido, lo cual
proporciona propiedades ventajosas al oligopéptido como péptido vehiculo para el ARN monohebra
inmunoestimulatorio complejado de acuerdo con la presente invencion.

Segun otra realizacion preferente, el oligopéptido de ARN monohebra estimulatorio complejado de la
presente invencion, de férmula empirica (Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x (férmula 1) como seha indicado,
puede seleccionarse, sin limitacién, de entre el siguiente subgrupo de féormulas:

Args, Argg, Argio, Arg11, Argiz, Argis, Argis, Argss, (SEQ ID NOs: 1-8);

Lyss, Lyso, Lys1o, Lys11, Lysi12, Lys1s, Lysus, Lysss, (SEQ ID NOs: 9-16);

HiSs, Hng, HiS1o, HiS11, HiS12, HiS13, HiS14, HiS15, (SEQ ID NOs: 17-24);

Orng, Orng, Orn1g, Orn11, Orniz, Ornyz, Ornq4, Ornys, (SEQ ID NOs: 25-32).

De acuerdo con ofrarealizacion preferente, el oligopéptido de ARN monohebra inmunoestimulatorio
complejado de la presente invencion, de férmula empirica (Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x (férmula 1), puede
seleccionarse, sin limitarse a, de entre el siguiente subgrupo. Este subgrupo define oligopéptidos de la
invencion especificos ilustrativos, que corresponden a la formula empirica | definida arriba, donde las
siguientes formulas (al igual que con la férmula empirica (1)) no especifican un orden para los aminoacidos,
sino que intenta reflejar formulas empiricas especificando exclusivamente el (nUmero de) aminoacidos como
componentes del péptido respectivo. Asi, la férmula empirica Arg7-14)Lys1 indica que los péptidos de esta
férmula contienen de 7a 14 residuos de Arg y 1 residuo de Lys en cualquier orden. Si los péptidos contienen
7 residuos de Arg y 1 residuo de Lys, todas las variantes con 7 residuos de Arg y 1 residuo de Lys estan
incluidas. Por tanto, el residuo Lys puede estar en cualquier lugar de la secuencia de 8 aminoacidos de
longitud compuesta por 7 residuos de Arg y 1 de Lys. El subgrupo preferentemente comprende:

Al g4 gLysy, Argir 1 gHisq, Argy 140y, Lys;z q4Hisy, LSz 40my, Hisgq40my,;
ArgeayLysy Argm mHis 5 Argg 120y, Lysg qgHiss Lysgq30may Hisg 450ma;
Arg 5 4L YSg Alig 4 xHiss Argg 40y, Lysig 45HiSq, LS54 50mg, Hisg 450mg;
Arga9lysa, Ardea1nHisa Argaq11)0my, LySigq1HiSe, LySiaq9Omy, Hisga 110y,
Argm mLysg, Arg(MU)Hiss, Arg@wJOrns, LysmeisS, LysmmOmS, HismmOms,;
Argp.g)lyse AgpoHiss Arg.g0me, LyspgHiss LysigOme, HispgOme,:

Argﬂ 33Ly37, Argﬂ 6)His7, Arg(1_6JOrn7, Lysn _S)HiST, Lysm_aJOrnT, HisU_SJOrn?,;

Argte_13)Ly§1His1, Arg(6.13JLys1Orn1, Arg(€r13]His10m1, Arg1Lys@_13)His1, Arg1Ly3(613)Om1, Lys(613]His1Orn1,
Arg4Lys 1 His g 1), ArgqHisgg 150y, Lys Hisgg 150y,

Arg(s_mLyszH?sh Arg(5123Lys1H_isz, Arg(512)Ly520rn1, Argts_12)Ly510m2, Arg(5_23Hi_520m1, Arg(512]H?s1Orn2,
ArgzLys(S_1_2JHls1, Arg1Lys(5.12)H|sz, Ngzgysts_1230rn1, Arg, !_ys(512)0rn2, Lys@m His,Orn,, Ly's_(512]H|s1Orn2,
ANG oL YS oHiS (5.1 2, ArgaLys oHisig 12, ArgoHIS(g 19/ 0 My, ArgHisg 10y Orny, LysoHisig 190my, Lys Hisg 120my;

ArgganbyssHisy, ArgrganlysHiss ArgeglysiHiss, Argrg4q)Lyss0my, Argyqylys0my, Argre gy Lys Oy,
Alg g gHISg0My, Argg 44yHis0mM,, Argrg 44yHis 1Oy, Argalys ey qyHisq, ArgoLysig 4q)Hiss ArgaLlysg qqHiss,
Argalys g 1)0rny ArgoLysey 1)0mo, ArgyLys g 41)0ma, LyseqyHisa0my, Lyseg 1yHis0ms, Lysg 4q)Hisq Omg,
Argalys His g 49y, ArgoLis His 14y, ArgqLysgHisgy 1q), ArgaHisgg 14y0rny, ArgoHis gy 4y0my,  ArgqHisg 44,0m,,
LysaHisg.q130rny, LysoHis 4 41y0my, LysqHis g4y 0ms;

Argn g glyssHisy, Argm glyssHiss, Argem qglyssHiss, ArgpqnlysiHiSy, Argm glysOmy, Argm g Lyss0m,,
Argt_,,_1 U)LysQOrn& Arg@_w]Lys1Orn4, Arg(31mHis40m1, Arg(MD)HissOmz, Arg(&w] His Orn, Arg(&w]His1Orn4,
ArgglyspgHisy, ArgslysqmagHiss Arglysm qgHiss, Argilysm gy Hisy Arglysg 4g0my, Argslyses 4qy0m,,
Argolys g 100ms, ArgiLys g 40y, Lyse gHis 0y, Lyse 4gHissOmny, Lyse gHis ,0mg, Lyse 4gHis, Oy,
Argglys Hisg 4oy ArgalyssHisp gy ArgolyssHise g, ArgqlysHisg g ArgaHispm 1q0my, ArgaHise 46,0m,,
ArngiSa_»]mOI'rlg,, Al'g1HiS(3,1 U)OI'I"I.;, LVS4HiSB_1 U)Orm, Ly53His(31g)Orn2, L‘y’SzHiSB_1 m0m3, Ly51His@,_1g)Orn4;
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Alg . gyLysgHisy,
Argp g Lis 0y,
Arg . gyHis; Orng,
ArgzLysangis,,,
ArgyLys p.50mng,
Argelys His o g),
Arg jHis 0,
LysqHisp g0rng,

Arg g aLysgHisy,
Arg gy gyLysgOrny,
Arg g HisgOrny,
ArgelysygHisy,
Argglys g0y,
Lys 4 ayHisgOrny,
Argglys His . g),
ArgeHisU 6)0”11,

Argp.glysHis,,
Argioglyss0ms,,
Argp, gHis,0my,
ArgqLys (z_g)Hiss,
LyspgHissOmy,
ArgglysoHis g,
ArgaHisg, 5 0rn,,

Argﬁ_a)Lys gHis 5,
Argpq.gHisg0rn,,

Argslysg.gHis o,
Argslys (1.40mo
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Arg(2 Q)Lis3Hisg, Argtg_g)Lyssz, Arga_g)Lys1Hiss, Arg(z_g) LysgOrny,

Argoglys, Oy, Argp glys,Omg,  Argp gHisgOm,  Argp gHis,0rn,,
ArgpgHis Omg,  ArgslyspgHisy, Argylyspg Hisp  ArgslyspgHiss,
ArgelyspgOmny,  ArgylyspgOms  ArgalysngOma,  Arglyspg0rny,

Lys;ogHisgOm,  LySpg HisaOma,  LysigHis,0mn,,
Arg3Ly53H|'s(2_9), Arg,Lys 4His(2 9) Arg, LyssHis[Z_g),
Arg Hispgy Oy, ArgyHisgg0mg,  LysgHis;og0m,,

Lys pgHisOmg,
ArggHisp g0y,
Lys 4Hisp.60m,,

Lys,His . g,0my, Lys4Hiso.g0mMs;

ArgpyglysgHiss,  Argy glysaHisy  Argy glysoHiss  Argp g LysqHisg,

Argy.glyssOmy,  Argp glys,Oms,  Argy g lyssOmy,  Arg_glys,Omg,  Arge g lys,Omg,
Argpy_gHis40mMa,  Argy gHiss0mMy,  Argp g His,Omg  Argy g HisOmg,

ArgglysygHiss,  Argslysy gHisy  Arglysy gHiss  Argqlysy gHisg,

Argalys(.gOma, Argslys( s sOmy  Argolysy 5Oms,  ArgiLysy 5)0me,

LysygHisgOma,  Lysy gHisy0mng,  Lysy gHis,0mg,  Lysy gHis Omg,

Lysgq.gHissOrny,
ArggLysoHisgy g,
ArggHisgy_gOm,,

Arg lysqHisy gy,  ArgslysHisy gy, ArgolysgHis(.g)
Arg His gy 4/0ma,  ArgaHisg g0y, ArgoHisgy g0me,

ArgLysgHis(yg),
ArgHisy g0,

LysgHisy ay0rny, LysgHis 4 gyOMy, LysgHis g0, LysgHisy 5y0my, LysoHisg.gOmg, Lys Hisy g0mg;

Args.q nLysqHisy Omy, ArgyLyss 4 5His Orny, ArgqLys Hisg 42)0my, ArgyLysHis Omeg 42,

Argg_q1yLysHisg Omy, Argeg qq)Lys His,0my, Argeg 4q)LysyHis Orng, Argolysey 44yHisg Omy,

ArgLys gy qqyHis,0my, Arg, Lys g qqyHis,0my, ArgoLys His 4 44,0y, Arg Lys Hisg 14,0m,,

ArgLys His 444y OMy, ArgoLys His Oy 44 ArgsLysHis Oy 14y, ArgeLys,His,0meg 44y,

Arg @_1D)Lys3His1 omy, Arg(MmLyszHiszOrm, Argm mLyszHis1 Om,, Arg(31mLys1 His,Orn,, Arge_1mLy31Hi31Orn3,
ArgaLys o gqHis Omy, ArgLyse 1qHis 0y, Argolys e 4 gHis, Omy, ArgyLys s 4 gHis 0, ArgyLys s 4oHis, Oy,
Argalys His g 4 Omy, Arg,Lys Hise 40y, Arg Lys,Hisg 4 Omy, ArgyLys Hisp 40, Arg,Lys,His g 400,
ArgalysHis O 4y, ArgolyssHis O 10y, ArgalysiHisoOmg gy, ArgqLysoHis0mes 10y, ArgsLysyHissOms 4y,

Arg g Ly s His,Omy,

Arg gLy s Hiss0my

Arg Lys pgHis,Omy,
ArgoLyspgHis0my,
Arg Lys His o g;Omy,
ArgoLyssHis 5 gOmy,
Arg Lys His Omeo.g,

Arg LysqHis Om,.q)

Argq g)LysgHis,Omy,
Arg . gyLys His,Omy,
Argq g)LysaHis,Omg,
Arg Lysp.gHis,Omy,
Arg Lys g gHis,Om,,
ArgyLysgHisy g0my,
ArgLys Hisy gyOmy,
ArgyLysqHisy g 0ms,
ArgoLys His QM g,

Argp gjLysqHis,Omy,
. Argp gl ysHis O,
ArgyLyspgHisOmy,
Arg,LyspgHis Omy,
ArgeLys, His p.g0Omy,
ArgoLys,His . 0ms,
ArgyLys, His Omnp.q,

Arge g Lys His,Omy,
Argep glys His,0ms,
ArgyLysg, gHis,Omy,
ArgyLys pgHis,0ms,
ArgqLys His p.g;0my,
ArgqLys Hisp,0ms,
ArgyLys His ,0meo.g,

Arge gLysaHis,0Omy,
Argp gl ysHisa0mny
Argalysip gHis,0my,
ArgyLyspgHisa0m,,
Argalys HispgOmy,
ArgqLyssHisp g0mo,
ArgaLys His Ome,g),

Argo.gLysaHis Qrny,
Argp glys,His,0m,,
ArgaLys o gHis Qrny,
Arg,LyspgHis,0ms,
ArgaLys Hisp.g0rny,
ArgoLys Hisg g,
ArgaLys His,0me. g,

ArgoLys HissOmn o), ArgsLys,HissOmnp, gy ArgqLysgHis,0m ;. g, ArgsLys,His,0me, o

Argg g)Lys HisgOm,,
Argy g)LysqHis,0my,
Argg g)Lys HiszOms,
Arg,Lysy gHis,Omy,
Argslysy gHissOmy,
ArgyLys Hisy g0ms,
Arg,Lys,Hisy g 0ma,
Argglys His Qmgq_g.
ArgoLys,His ;0 g,

Argy_gLysq His;Omg,
Argy g Lys His,Om,,
Argelys gHis,Omy,
ArgoLysy gHis;Omy,
Argslysy gHis,Omg,
ArgylysHisy g0m,,
ArgaLys Hisy g, 0mo,
Arg,LysgHis Orngq g
ArgqLys His 40y g,

ArgaLysqHis Oy gy, Argsly s Hisa0rme_q, ArgqLysaHis3Omey ay

Argy_gLys His,Omy,
Argp g LyssHis Om,,
ArgyLysy gHissOm,,
ArgyLysy gHis,0my,
ArgyLys gHis;0Oms,
ArgoLys Hisy g,0my,
ArgsLyssHisy gOmy,
ArgyLys HisgOmgq g
ArgLys His,0myey g,

Argy_gLys,His,Omny,
Argp.gLysaHiss0Orny,
ArgLysq gHis Qrng,
ArgiLysy gHis,Orny,
Argglys Hisy g0y,
ArgoLys Hisy g0y,
Argslys Hisy g,
ArgglysHis Oy g,
ArgaLys His, 0 g,

De acuerdo con una reaizacién preferente, el oligopéptido de ARN monohebra inmunoestimulatorio
complejado de la presente invencion, de formula empirica (Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x, se selecciona de
entre el grupo consistente en: Args, Argg, Argio, Argi1, Argiz, Argis, Args, Argss, (SEQ ID NOs: 1-8); Lyss,
Lyso, Lys1o, Lys11, Lysi12, Lys1s, Lys1a, Lys1s, (SEQ ID NOs: 9-16); Hisg, Hisg, His1o, His11, His12, His1s, Hisus,
His1s, (SEQ ID NOs: 17-24); o Orng, Orng, Ornyo, Orn41, Ornqz, Ornys, Ornq4, Ornys, (SEQ ID NOs: 25-32).

De acuerdo con otra realizacion preferente, el oligopéptido de ARN monohebra inmunoestimulatorio
complejado de la presente invencion, de formula empirica (Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)y, se selecciona de
entre el grupo consistente en las formulas generales Arge (también llamada R9), ArggHiss (también llamada
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R9H3), HissArggHiss (también llamada H3R9H3), TyrSerSerArgeSerSerTyr (también llamada YSSRISSY),
HissArgeSerSerTyr (también llamada H3R9SSY), (ArgLysHis)4 (también llamada (RKH)4), Tyr(ArgLysHis)>Arg
(también llamada Y(RKH)2R). Con especial preferencia, estas formulas generales se definen como sigue:

Argg: Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg (SEQ ID NO: 2)

ArgoHisa: Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-His-His-His (SEQ ID NO: 39)

HissArgoHisa: His-His-His-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-His-His-His (SEQ ID
NO: 40)

TyrSerSerArggSerSerTyr: Tyr-Ser-Ser-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-Ser-Tyr (SEQ
ID NO: 41)

HissArgeSerSerTyr: His-His-His-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-Ser-Tyr (SEQ ID
NO: 42)

(ArgLysHis)a: Arg-Lys-His-Arg-Lys-His-Arg-Lys-His-Arg-Lys-His (SEQ ID NO: 43)

Tyr(ArgLysHis).Arg: Tyr-Arg-Lys-His-Arg-Lys-His-Arg (SEQ ID NO: 44).

El al menos un oligopéptido de ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado (molécula) de la presente
invencion, de férmula empirica (Arg);;(Lys)m;(His)a;(Orn)o;(Xaa)x como se ha indicado, puede modificarse
adicionalmente. Modificaciones en el contexto de la presente invencion comprenden tipicamente cualquier
modificacién adecuada para péptidos, siempre que estas modificaciones no interfieran con la capacidad de
transfeccion del ARN complejado resultante.

Asi, modificaciones tipicas pueden incluir, por ejemplo, el uso de aminoacidos modificados como los definidos
anteriormente. Ademas, los residuos aminodacido terminales del oligopéptido, de formula empirica
(Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x mostrada, con sus grupos carboxi (terminal C) y amino (terminal N) (asi
como grupos de cadena lateral aminoacido carboxi o amida, véase arriba) pueden estar presentes en su
forma protegida (por ejemplo, el terminal C protegido por un grupo amida) y/o no protegida, usando grupos
protectores amino o carboxilo adecuados. Asimismo, también pueden emplarse sales de adiciéon con acidos
del oligopéptido de la férmula empirica (Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x mostrada. Las sales de adicion con
acidos comunes son sales de halo acidos, esto esde HBr, HI, o preferiblemente de HCI.

La PEGilacion de los grupos carboxilo de la cadena terminal o lateral o del grupo épsilon-amino de la lisina
del oligopéptido de la férmula empirica (Arg)i;(Lys)m;(His);(Orn)o;(Xaa)x mostrada confiere resistencia frente a
la aglomeracioén y degradacion de suero y también esta dentro del alcance de la presente invencion.

El al menos un oligopéptido de ARN moohebra inmunoestimulatorio complejado (molécula) de la presente
invencion, de formula empirica (Arg);;(Lys)m;(His);(Orn)e;(Xaa)x, puede ademas modificarse para unirse a o
acoplarse a al menos un ligando especifico, donde el al menos un ligando especifico puede unirse a o
acoplarse con uno o ambos extremos terminales delal menos un oligopéptido. El o los ligandos especificos
unidos a o acoplados a uno o ambos extremos terminales del oligopéptido pueden ser idénticos o diferentes y
pueden seleccionarse de entre cualquier compuesto capaz de unirse a o interactuar con un receptor o una
proteina o un complejo proteina/receptor, por ejemplo en la superficie celular, o, por ejemplo, sin limitarse a,
péptido RGD, transferrina o manosa, etc.

Otras modificaciones preferentes que resultan en derivados del oligopéptido de la férmula empirica
(Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x mostrada se basan en carbohidratos y/o lipidos que pueden unirse
covalentemente al oligopéptido. Se prefiere acoplar carbohidratos y/o lipidos a la serina, la treonina, la
asparagina, la glutamina o la tirosina o al glutamato o aspartato mediante sus partes de cadena lateral
reactivas. Alternativamente, los carbohidratos y/o lipidos también pueden enlazarse a las partes terminales
del oligopéptido aqui definido. Ademas, el oligopéptido puede acoplarse a una porcidon de péptido o proteina
funcionalmente diferente que puede estabilizarlo y/o que puede servir para mejorar las propiedades de
transporte del oligopéptido en los fluidos corporales, en particular en la sangre. Péptidos o proteinas
adecuados pueden seleccionarse, por ejemplo, entre albumina, transferrina, etc., que pueden acoplarse
directamente al oligopéptido de la férmula empirica (Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x mostrada o bien hacerlo
mediante secuencia enlazante peptidica u organica. Preferentemente, estos péptidos o proteinas se enlazan
a uno de los terminales del oligopéptido.

En este contexto, debe apuntarse que una modificacion del oligopéptido de la férmula empirica
(Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x mostrada con lipidostipicamente no incluye el uso de acidos grados
(saturados o insaturados), particularmente no incluye el uso de acidos grados de cadena larga (saturados o
insaturados) (en particular con una longitud de cadena >C12, >C14 0 >C1s). Asi, en el contexto de la presente
invencion, la modificacion del oligopéptido de la formula empirica (Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x mostrada
con acidos grasos no forma parte integrante de la presente invencién. Sin embargo, si finalmente se emplean
acidos grasos para modificar el péptido vehiculo, éstos pueden seleccionarse entonces, sin limitarse a, de
entre el grupo que comprende, por ejemplo, acido graso butanoico (acido graso butirico), acido graso
pentanoico (acido graso valérico), acido graso hexanoico (acido graso caproico), acido graso octanoico (acido
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graso caprilico), acido graso nonanoico (acido graso pelargdnico), acido graso decanoico (acido graso
caprico), acido graso dodecanoico (acido graso laurico), acido graso tetradecanoico (acido graso miristico),
acido graso hexadecanoico (acido graso palmitico), acido graso heptadecanoico (acido graso margarico
(daturico)), acido graso octadecanoico (acido graso estedrico), acido graso eicosanoico (acido graso
araquidico), acido graso docosanoico (acido graso behénico), acido graso tetracosanoico (acido graso
lignocérico), acido graso hexacosanoico (acido graso cerético), acido graso heptacosanoico (acido graso
carboceérico), acido graso octacosanoico (acido graso montanico), acido graso triacontanoico (acido graso
melisico), acido graso dotriacontanoico (acido graso lacceroico), acido graso tritriacontanoico (acido graso
ceromelisico (psilico)), acido graso tetratriacontanoico (acido graso gédico), acido graso pentatriacontanoico
(acido graso ceroplastico), etc., o sus analogos no saturados. Como ejemplo particular, la presente invencion
tipicamente no incluye el uso de acido graso octadecanoico (acido graso estearico) o sus analogos
insaturados para modificar los péptidos vehiculo de la formula |, es decir, ningun oligopéptido estearilado de
férmula | puede usarse aqui para la complejacion del componente de ARN del complejo de la invencion.

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencion, para evitar el problema de la degradacion del
oligopéptido de formula empirica (Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x, se emplea un isdmero retro-inverso del
oligopéptido anterior compuesto de aminoacidos D o al menos compuesto parcialmente de aminoacidos D. El
término “isémero retro-inverso” se refiere a un isémero de un péptido lineal donde la direccién de la secuencia
esta invertida y la quiralidad de cada residuo de aminoacido esta invertida (véase, por ejemplo, Jameson y
col., Nature, 368, 744-746 (1994); Brady y col., Nature, 368, 692-693 (1994)). Con respecto al péptido de
origen, el péptido retro-inverso se ensambla en el orden de aminoacidosinverso, tipicamente con derivados
de aminoacidos F-moc. Tipicamente, los péptidos crudos pueden purificarse mediante HPLC de fase inversa.

Otras modificaciones que se pueden introducir en el oligopéptido de la formula empirica
(Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x mostrada se refieren a modificaciones en el esqueleto peptidico.
Preferentemente, los oligopéptidos modificados son de armazones miméticos. Su esqueleto es diferente del
que ocurre naturalmente, mientras que sus estructuras de cadena lateral son idénticas con los oligopéptidos o
sus fragmentos, variantes o derivados. En general, los miméticos estructurales presentan una modificacion en
uno o mas de los miembros de la cadena del esqueleto (NH, CH, CO), ya sea como sustitucién (preferente) o
como insercion. Los sustituyentes son, por ejemplo, (1)-O-, -S- 0 —CHa- en lugar de —NH-; (II)-N-, C-alquilo- o
-BH- en lugar de -CHR- y (lll)-CS-, -CH2-, -SO,-, -P=0(0OH)- 0 -B(OH)- en lugar de -CO-. Un péptido mimético
de un oligopéptido, con la formula empirica (Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)aqui definida, puede ser una
combinacién de cada una de estas modificaciones. En particular, las modificaciones de cada uno de los
grupos |, Il y Ill pueden combinarse. En un péptido mimético, cada elemento de la cadena del esqueleto
puede modificarse o alternativamente sélo nimero de miembros de la cadena pueden intercambiarse por una
porcién que no ocurre naturalmente. De preferencia, en todos los miembros de la cadena del esqueleto de un
oligopéptido de férmula empirica (Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x, cada -NH-, -CHR- o CO pueden cambiarse
por otro grupo que no ocurre naturalmente. En caso de que el enlace amida (-NH-CO) del esqueleto del
oligopéptido esté sustituido (en la molécula completa o al menos en una sola posicidn), las porciones
sustituyentes preferentes son bioisostéricas, por ejemplo, enlaces amida retro-inversos (-CO-NH-),
hidroxiletileno (-CH(OH)-CHa-), alqueno (CH2=CH-), carba (CH2-CH>-) y/o -P=0(OH)-CH>-. Alternativamente,
puede sucerderse un alargamiento de la cadena del esqueletodebido a inserciones en un mimético
estructural del oligopéptido de formula empirica (Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x, por ejemplo con porciones
que flanquean el atomo C-alfa. En cada lado del atomo C-alfa, se puede insertar por ejemplo -O-, -S-, -CH-, -
NH-.

Es particularmente preferente el esqueleto peptidico de oligocarbamato del oligopéptido dela férmula
empirica (Arg);(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)xaqui definida. Asi, el enlace amida puede reemplazarse por una
parte carbamato. Los aminoalquilcarbonatos monomeéricos N-protegidos son accesibles via los aminoacidos o
aminoalcoholes correspondientes. Estos se convierten en ésteres activos, por ejemplo p-nitrofenil éster,
usando la porciéon F-moc o un grupo nitroariloxicarbonilo fotosensible mediante sintesis en fase sélida.

El ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente invencién comprende ademas al menos
un ARN (molécula) adecuado para la transfeccion, donde dicho al menos un ARN (molécula) esta complejado
con uno o mas oligopéptidos de formula empirica | ((Arg)i;(Lys)m;(His)a;(Orn)o;(Xaa)x), como se ha descrito
anteriormente.

El al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente
invencion puede tener cualquier longitud (preferentemente dependiendo del tipo de ARN que sera aplicado
como ARN complejado de acuerdo con la presente invencion). Sin limitacion, el al menos un ARN (molécula)
puede tener una longitud de 5 a 20.000 nucledtidos, preferentemente de 5a 10.000 o de 300 a 10.000
nucleétidos, con especial preferencia de 5 a 5.000 nucleétidos, y con total preferenciade 20 a 5.000, de 50 a
5.000, de 100 a 5.000 o de 300 a 10.000 nucledtidos, dependiendo del tipo de ARN a transfectar (véase la
descripcion posterior).
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El al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente
invencion puede ser cualquier ARN, preferentemente, sin limitarse a, un oligonucleétido de ARN corto
(longitud preferentede 5a 80 o en especial de 20a 80 nucledtidos), un ARN codificador, un ARN
inmunoestimulador, un ARNSsi, un ARN antisentido o regulador de la expresion, ribozimas o aptameros. El
ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente invencion puede
también ser un ARN circular o lineal, preferentemente lineal. Con especial preferencia, el al menos un ARN
(molécula) del ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente invenciéon puede ser un ARN
de una sola hebra lineal. EI al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulatorio
complejado de la presente invencion puede ser un ARN ribosémico (ARNr), de transferencia (ARNTY),
mensajero (ARNm) o viral (ARNv), preferentemente un ARNm. La presente invencion permite que todas
estas moléculas de ARN sean transfectadas en la célula. En este contexto, un ARNm es tipicamente un ARN
compuesto por varios elementos estructurales, por ejemplo una regiéon 5-UTR opcional, un sitio de unién
ribosémicaaguas arriba seguido por una region codificadora, una region 3'-UTR opcional, que puede estar
seguida de una cola poli-A (y/o una cola poli-C). Un ARNm puede ocurrir como un ARN mono-, di- o incluso
multicistrénico, es decir, un ARN que porte las secuencias de codificacion de una, dos o mas proteinas. Estas
secuencias codificadoras del ARNm di- o incluso multicistrénico pueden estar separadas por al menos una
secuencia IRES, por ejemplo, como la aqui definida.

Oligonuclestidos de ARN cortos

El al menos un ARN (molécula) de ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente invencion
puede ser un oligonucleétido de ARN corto. En el contexto de la presente invencién,los oligonucleétidos de
ARN cortos pueden comprender cualquier ARN como el definido anteriormente. Preferentemente, el
oligonucledtido de ARN corto puede ser un oligonucleétido de ARN de una sola hebra lineal.

Preferentemente, los oligonucleétidos de ARN cortos aqui empleados comprenden una longitud tal como la
definida en general para las moléculas de ARN, en especial una longitud de 5 a 100, de 5 a 50 o de 5 a 30, o,
alternativamente, una longitud de 20 a 100, de 20 a 80 o incluso en particular de 20 a 60 nucledtidos. Los
oligonucledtidos de ARN cortos pueden emplearse con diversos fines, por ejemplo para la estimulacion
inmune (no especifica) o para reducir/suprimir la transcripcién/traduccién de genes.

ARN de codificacién

El al menos un ARN (molécula) de ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente invencion
puede ser un ARN de codificacion. EI ARN de codificacion del ARN complejado de la presente invencion
puede ser cualquier ARN tal como el definido anteriormente. Preferentemente, el ARN de codificacion puede
ser un ARN circular o lineal, en especial lineal. En particular, el ARN de codificaciéon puede ser un ARN de
una sola hebra lineal. Con especial preferencia, el ARN de codificacién puede ser un ARN mensajero (ARNm)
monohebra lineal.

El ARN de codificaciéon puede codificar ademas para una proteina o un péptido, el cual puede seleccionarse
de entre, sin limitarse a, por ejemplo, proteinas o péptidos terapéuticamente activos, antigenos tumorales,
anticuerpos, proteinas inmunoestimuladoras o péptidos, etc., o cualquier otra proteina o péptido adecuado
para una aplicacion (terapéutica) especifica donde el al menos un ARN (molécula) que codifica para la
proteina debe ser transportado al interior de una célula, un tejido o un organismo, siendo la proteina
expresada subsecuentemente en esta célula, tejido u organismo.

En este contexto, las proteinas terapéuticamente activas pueden seleccionarse de entre cualquier proteina
recombinante o aislada conocida el experto en la materia. Sin limitacién, proteinas terapéuticamente activas
codificadas por el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado aqui
definido se pueden seleccionar de entre factores apoptoticos o proteinas relacionadas con la apoptosis,
incluyendo AIF, Apaf por ejemplo Apaf-1 , Apaf-2, Apaf-3, o APO-2 (L), APO-3 (L), Apopain, Bad, Bak, Bax,
Bcl-2, Bel-x., Bcl-xs, bik, CAD, Calpaina, Caspasa, por ejemplo Caspasa-1, Caspasa-2, Caspasa-3, Caspasa-
4, Caspasa-5, Caspasa-6, Caspasa-7, Caspasa-8, Caspasa-9, Caspasa-10, Caspasa-11, ced-3, ced-9, c-Jun,
c-Myc, crm A, citocromo C, CdR1, DcRI, DD, DED, DISC, DNA-PKcs, DR3, DR4, DR5, FADD/MORT-1, FAK,
Fas (Fas-ligando CD95/fas (receptor)), FLICE/MACH, FLIP, fodrina, fos, G-Actina, Gas-2, gelsolina, granzima
A/B, ICAD, ICE, JNK, lamina A/B, MAP, MCL-1, Mdm-2, MEKK-I, MORT-1, NEDD, NF-kappaB, NuMa, p53,
PAK-2, PARP, perforina, PITSLRE, PKC delta, pRb, presenilina, prlICE, RAIDD, Ras, RIP, esfingomielinasa,
timidinaquinasa de herpes simple, TRADD, TRAF2, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, transglutaminasa, etc.

Las proteinas terapéuticamente activas codificadas por el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmunoestimulatorio complejado aqui definido también pueden seleccionarse de entre proteinas
recombinantes, incluyendo proteinas seleccionadas del grupo consistente en OATL3, OFC3, OPA3, OPD2, 4-
1BBL, 5T4, 6Cquina, 707-AP, 9D7, A2M, AA, AAAS, AACT, AASS, ABAT, ABCA1, ABCA4, ABCB1, ABCB11,
ABCB2, ABCB4, ABCB7, ABCC2, ABCC6, ABCC8, ABCD1, ABCD3, ABCG5, ABCGS8, ABL1, ABO, ABR
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ACAA1, ACACA, ACADL, ACADM, ACADS, ACADVL, ACAT1, ACCPN, ACE, ACHE, ACHM3, ACHMT,
ACLS, ACPI, ACTA1, ACTC, ACTN4, ACVRL1, AD2, ADA, ADAMTS13, ADAMTS2, ADFN, ADH1B, ADH1C,
ADLDH3A2, ADRB2, ADRB3, ADSL, AEZ, AFA, AFD1, AFP, AGA, AGL, AGMX2, AGPS, AGS1, AGT,
AGTR1, AGXT, AH02, AHCY, AHDS, AHHR, AHSG, AIC, AIED, AIH2, AIH3, AIM-2, AIPL1, AIRE, AK1,
ALAD, ALAS2, ALB, HPG1, ALDH2, ALDH3A2, ALDH4A1, ALDH5A1, ALDH1A1, ALDOA, ALDOB, ALMS1,
ALPL, ALPP, ALS2, ALX4, AMACR, AMBP, AMCD, AMCD1, AMCN, AMELX, AMELY, AMGL, AMH, AMHR2,
AMPD3, AMPD1, AMT, ANC, ANCR, ANK1, ANOP1, AOM, APOA4, AP0C2, APOC3, AP3B1, APC, aPKC,
APOA2, APOA1, APOB, APOC3, APOC2, APOE, APOH, APP, APRT, APS1, AQP2, AR, ARAF1, ARGT,
ARHGEF12, ARMET, ARSA, ARSB, ARSC2, ARSE, ART-4, ARTC1/m, ARTS, ARVD1, ARX, AS, ASAH,
ASAT, ASD1, ASL, ASMD, ASMT, ASNS, ASPA, ASS, ASSP2, ASSP5, ASSP6, AT3, ATD, ATHS, ATM,
ATP2A1, ATP2A2, ATP2C1, ATP6B1, ATP7A, ATP7B, ATP8B1, ATPSK2, ATRX, ATXN1, ATXN2, ATXN3,
AUTS1, AVMD, AVP, AVPR2, AVSD1, AXIN1, AXIN2, AZF2, B2M, B4GALT7, B7H4, BAGE, BAGE-1, BAX,
BBS2, BBS3, BBS4, BCA225, BCAA, BCH, BCHE, BCKDHA, BCKDHB, BCL10, BCL2, BCL3, BCL5, BCLS6,
BCPM, BCR, BCR/ABL, BDC, BDE, BDMF, BDMR, BEST1, beta-Catenina/nn, BF, BFHD, BFIC, BFLS,
BFSP2, BGLAP,BGN, BHD, BHR1, BING-4, BIRC5, BJS, BLM, BLMH, BLNK, BMPR2, BPGM, BRAF,
BRCA1, BRCA1/m, BRCA2, BRCA2/m, BRCD2, BRCD1, BRDT, BSCL, BSCL2, BTAA, BTD, BTK, BUB1,
BWS, BZX, COL2A1, COL6A1, C1NH, C1QA, C1QB, C1QG, C1S, C2, C3, C4A, C4B, C5, C6, C7, C7orf2,
C8A, C8B, C9, CA125, CA15-3/CA 27-29, CA195, CA19-9, CA72-4, CA2, CA242, CA50, CABYR, CACD,
CACNA2D1, CACNA1A, CACNA1F, CACNA1S, CACNB2, CACNB4, CAGE, CA1, CALB3, CALCA, CALCR,
CALM, CALR, CAM43, CAMEL, CAP-1, CAPN3, CARD15, CASP-5/m, CASP-8, CASP-8/m, CASR, CAT,
CATM, CAV3, CB1, CBBM, CBS, CCA1, CCAL2, CCAL1, CCAT, CCL-1, CCL-11, CCL-12, CCL-13, CCL-14,
CCL-15, CCL-16, CCL-17, CCL-18, CCL-19, CCL-2, CCL-20, CCL-21, CCL-22, CCL-23, CCL-24, CCL-25,
CCL-27, CCL-3, CCL-4, CCL-5, CCL-7, CCL-8, CCM1, CCNB1, CCND1, CCO, CCR2, CCR5, CCT, CCV,
CCZS, CD1, CD19, CD20, CD22, CD25, CD27, CD27L, cD3, CD30, CD30, CD30OL, CD33, CD36, CD3E,
CD3G, CD3z, CD4, CD40, CD40OL, CD44, CD44v, CD44v6, CD52, CD55, CD56, CD59, CD80, CD86,
CDAN1, CDAN2, CDAN3, CDC27, CDC27/m, CDC2L1, CDH1, CDK4, CDK4/m, CDKN1C, CDKN2A,
CDKN2A/m, CDKN1A, CDKN1C, CDL1, CDPD1, CDR1, CEA, CEACAM1, CEACAMS, CECR, CECRSY,
CEPA, CETP, CFNS, CFTR, CGF1, CHAC, CHED2, CHED1, CHEK2, CHM, CHML, CHR39C, CHRNA4,
CHRNA1, CHRNB1, CHRNE, CHS, CHS1, CHST6, CHX10, CIAS1, CIDX, CKN1, CLA2, CLA3, CLAT,
CLCA2, CLCN1, CLCN5, CLCNKB, CLDN16, CLP, CLN2, CLN3, CLN4, CLN5, CLN6, CLN8, C1QA, C1QB,
C1QG, C1R, CLS, CMCWTD, CMDJ, CMD1A, CMD1B, CMH2, MH3, CMH6, CMKBR2, CMKBRS5, CML28,
CML66, CMM, CMT2B, CMT2D, CMT4A, CMT1A, CMTX2, CMTX3, C-MYC, CNA1, CND, CNGA3, CNGA1,
CNGB3, CNSN, CNTF, COA-1/m, COCH, COD2, COD1, COH1, COL10A, COL2A2, COL11A2, COL17A1,
COL1A1, COL1A2, COL2A1, COL3A1, COL4A3, COL4A4, COL4A5, COL4A6, COL5A1, COL5A2, COLBA1,
COL6A2, COL6A3, COL7A1, COL8A2, COL9A2, COL9A3, COL11A1, COL1A2, COL23A1, COL1A1, COLQ,
COMP, COMT, CORD5, CORD1, COX10, COX-2, CP, CPB2, CPO, CPP, CPS1, CPT2, CPT1A, CPX, CRAT,
CRB1, CRBM, CREBBP, CRH, CRHBP, CRS, CRV, CRX, CRYAB, CRYBA1, CRYBB2, CRYGA, CRYGC,
CRYGD, CSA, CSE, CSF1R, CSF2RA, CSF2RB, CSF3R, CSF1R, CST3, CSTB, CT, CT7, CT-9/BRD6,
CTAA1, CTACK, CTEN, CTH, CTHM, CTLA4, CTM, CTNNB1, CTNS, CTPA, CTSB, CTSC, CTSK, CTSL,
CTS1, CUBN, CVD1, CX3CL1, CXCL1, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL13, CXCL16, CXCL2, CXCL3,
CXCL4, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8, CXCL9, CYB5, CYBA, CYBB, CYBB5, CYFRA 21-1, CYLD,
CYLD1, CYMD, CYP11B1, CYP11B2, CYP17, CYP17A1, CYP19, CYP19A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP21A2,
CYP27A1, CYP27B1, CYP2A6, CYP2C, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D, CYP2D6, CYP2D7P1, CYP3A4,
CYP7B1, CYPB1, CYP11B1, CYP1A1, CYP1B1, CYRAA, D40, DADI, DAM, DAM-10/MAGE-B1, DAM-
6/MAGE-B2, DAX1, DAZ, DBA, DBH, DBI, DBT, DCC, DC-CK1, DCK, DCR, DCX, DDB 1, DDB2, DDIT3,
DDU, DECR1, DEK-CAN, DEM, DES, DF, DFN2, DFN4, DFN6, DFNA4, DFNAS5, DFNB5, DGCR, DHCR?,
DHFR, DHOF, DHS, DIA1, DIAPH2, DIAPH1, DIH1, DIO1, DISCI, DKC1, DLAT, DLD, DLL3, DLX3, DMBT1,
DMD, DM1, DMPK, DMWD, DNAI1, DNASE1, DNMT3B, DPEP1, DPYD, DPYS, DRD2, DRD4, DRPLA,
DSCR1, DSG1, DSP, DSPP, DSS, DTDP2, DTR, DURS1, DWS, DYS, DYSF, DYT2, DYT3, DYT4, DYT2,
DYT1, DYX1, EBAF, EBM, EBNA, EBP, EBR3, EBS1, ECA1, ECB2, ECE1, ECGF1, ECT, ED2, ED4, EDA,
EDAR, ECA1, EDN3, EDNRB, EEC1, EEF1A1 L14, EEGV1, EFEMP1, EFTUD2/m, EGFR, EGFR/Her1, EGI,
EGR2, EIF2AKS, elF4G, EKV, EI IS, ELA2, ELF2, ELF2M, ELK1, ELN, ELONG, EMD, EML1, EMMPRIN,
EMX2, ENA-78, ENAM, END3, ENG, ENO1, ENPP1, ENUR2, ENUR1, EOS, EP300, EPB41, EPB42,
EPCAM, EPD, EphAl, EphA2, EphA3, EfrinaA2, EfrinaA3, EPHX1, EPM2A, EPO, EPOR, EPX, ERBB2,
ERCC2 ERCCS3,ERCC4, ERCC5, ERCC6, ERVR, ESR1, ETFA, ETFB, ETFDH, ETM1, ETV6-AML1, ETV1,
EVC, EVR2, EVR1, EWSR1, EXT2, EXT3, EXT1, EYA1, EYCL2, EYCL3, EYCL1, EZH2, F10, F11, F12,
F13A1, F13B, F2, F5, F5F8D, F7, F8, F8C, F9, FABP2, FACL6, FAH, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD?2,
FANCF, FasL, FBN2, FBN1, FBP1, FCG3RA, FCGR2A, FCGR2B, FCGR3A, FCHL, FCMD, FCP1, FDPSLS5,
FECH, FEO, FEOM1, FES, FGA, FGB, FGD1, FGF2, FGF23, FGF5, FGFR2, FGFR3, FGFR1, FGG, FGST,
FH, FIC1, FIH, F2, FKBP6, FLNA, FLT4, FMO3, FMO4, FMR2, FMR1, FN, FN1/m, FOXC1, FOXE1, FOXL2,
FOXO1A, FPDMM, FPF, Era-1, FRAXF, FRDA, FSHB, FSHMD1A, FSHR, FTH1, FTHL17, FTL, FTZF1,
FUCA1, FUT2, FUT6, FUT1, FY, G250, G250/CAIX, G6PC, G6PD, G6PT1, G6PT2, GAA, GABRA3, GAGE-1,
GAGE-2, GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5, GAGE-6, GAGE-7b, GAGE-8, GALC, GALE, GALK1, GALNS, GALT,
GAMT, GAN, GAST, GASTRINA17, GATA3, GATA, GBA, GBE, GC, GCDH, GCGR, GCH1, GCK, GCP-2,
GCS1, G-CSF, GCSH, GCSL, GCY, GDEP, GDF5, GDI1, GDNF, GDXY, GFAP, GFND, GGCX, GGT1, GH2,
GH1, GHR, GHRHR, GHS, GIF, GINGF, GIP, GJA3, GJA8, GJB2, GJB3, GJB6, GJB1, GK, GLA, GLB,
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GLB1, GLC3B, GLC1B, GLC1C, GLDC, GLI3, GLP1, GLRA1, GLUD1, GM1 (fuc-GM1), GM2A, GM-CSF,
GMPR, GNAI2, GNAS, GNAT1, GNB3, GNE, GNPTA, GNRH, GNRH1, GNRHR, GNS, GnT-V, gp100,
GP1BA, GP1BB, GP9, GPC3, GPD2, GPDS1, GPI, GP1BA, GPN1LW, GPNMB/m, GPSC, GPX1, GRHPR,
GRK1, GRO, GRO, GRO, GRPR, GSE, GSM1, GSN, GSR, GSS, GTD, GTS, GUCA1A, GUCY2D, GULOP,
GUSB, GUSM, GUST, GYPA, GYPC, GYS1, GYS2, HOKPP2, HOMG2, HADHA, HADHB, HAGE, HAGH,
HAL, HAST-2, HB1, HBA2, HBA1, HBB, HBBP1, HBD, HBE1, HBG2, HBG1, HBHR, HBP1, HBQ1, HBZ,
HBZP, HCA, HCC-1, HCC-4, HCF2, HCG, HCL2, HCL1, HCR, HCVS, HD, HPN, HER2, HER2/NEU, HERS,
HERV-K-MEL, HESX1, HEXA, HEXB, HF1, HFE, HF1, HGD, HHC2, HHC3, HHG, HK1 HLA-A, HLA-A*0201-
R1701, HLA-A11/m, HLA-A2/m, HLA-DPB1 HLA-DRA, HLCS, HLXB9, HMBS, HMGA2, HMGCL, HMI, HMN2,
HMOX1, HMS1 HMW-MAA, HND, HNE, HNF4A, HOAC, HOMEOBOX NKX 3.1, HOM-TES-14/SCP-1, HOM-
TES-85, HOXA1 HOXD13, HP, HPC1, HPD, HPE2, HPE1, HPFH, HPFH2, HPRT1, HPS1, HPT, HPV-ES6,
HPV-E7, HR, HRAS, HRD, HRG, HRPT2, HRPT1, HRX, HSD11B2, HSD17B3, HSD17B4, HSD3B2,
HSD3B3, HSN1, HSP70-2M, HSPG2, HST-2, HTC2, HTC1, hTERT, HTN3, HTR2C, HVBS6, HVBS1, HVEC,
HV1S, HYAL1, HYR, 1-309, IAB, IBGC1, IBM2, ICAM1, ICAM3, iCE, ICHQ, ICR5, ICR1, ICS 1, IDDMZ2,
IDDM1, IDS, IDUA, IF, IFNa/b, IFNGR1, IGAD1, IGER, IGF-1R, IGF2R, IGF1, IGH, IGHC, IGHG2, IGHGT,
IGHM, IGHR, IGKC, IHG1, IHH, IKBKG, IL1, IL-1 RA, IL10, IL-11, IL12, IL12RB1, IL13, IL-13Ra2, IL-15, IL-16,
IL-17, IL18, IL-1a, IL-1a, IL-Ib, IL-1B, IL1RAPLA1, IL2, IL24, IL-2R, IL2RA, IL2RG, IL3, IL3RA, IL4, IL4R, IL4R,
IL-5, IL6, IL-7, IL7R, IL-8, IL-9, receptor de laminina inmaduro, IMMP2L, INDX, INFGR1, INFGR2, INFq,
IFNBINFy, INS, INSR, INVS, IP-10, IP2, IPF1, IP1, IRF6, IRS1, ISCW, ITGA2, ITGA2B, ITGAS6, ITGA7, ITGB2,
ITGB3, ITGB4, ITIH1, ITM2B, IV, IVD, JAG1, JAK3, JBS, JBTS1, JMS, JPD, KAL1, KAL2, KALI, KLK2, KLK4,
KCNA1, KCNE2, KCNE1, KCNH2, KCNJ1, KCNJ2, KCNJ1, KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4, KCNQ1, KCS, KERA,
KFM, KFS, KFSD, KHK, ki-67, KIAA0020, KIAA0205, KIAA0205/m, KIF1B, KIT, KK-LC-1, KLK3, KLKB1, KM-
HN-1, KMS, KNG, KNO, K-RAS/nn, KRAS2, KREV1, KRT1, KRT10, KRT12, KRT13, KRT14, KRT14L1,
KRT14L2, KRT14L3,KRT16, KRT16L1, KRT16L2, KRT17, KRT18, KRT2A, KRT3, KRT4, KRT5, KRT6 A,
KRT6B, KRT9, KRTHB1, KRTHB6, KRT1, KSA, KSS, KVVE, KYNU, LOH19CR1, L1CAM, LAGE, LAGE-1,
LALL, LAMA2, LAMA3, LAMB3, LAMB1, LAMC2, LAMP2, LAP, LCA5, LCAT, LCCS, LCCS 1, LCFS2, LCST1,
LCT, LDHA, LDHB, LDHC, LDLR, LDLR/FUT, LEP, LEWISY, LGCR, LGGF-PBP, LGI1, LGMD2H, LGMD1A,
LGMD1B, LHB, LHCGR, LHON, LHRH, LHX3, LIF, LIG1, LIMM, LIMP2, LIPA, LIPA, LIPB, LIPC, LIVIN,
L1CAM, LMAN1, LMNA, LMX1B, LOLR, LOR, LOX, LPA, LPL, LPP, LQT4, LRP5, LRS 1, LSFC, LT-13,
LTBP2, LTC4S, LYL1, XCL1, LYZ, M344, MA50, MAA, MADH4, MAFD2, MAFD1, MAGE, MAGE-AI, MAGE-
A10, MAGE-A12, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A6, MAGE-A9, MAGEB1, MAGE-B10, MAGE-
B16, MAGE-B17, MAGE-B2, MAGE-B3, MAGE-B4, MAGE-B5, MAGE-B6, MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-C3,
MAGE-D1, MAGE-D2, MAGE-D4, MAGE-EI, MAGE-E2, MAGE-F1, MAGE-H1, MAGEL2, MGB1, MGB?2,
MAN2A1, MAN2B1, MANBA, MANBB, MAOA, MAOB, MAPKS8IP1, MAPT, MART-1, MART-2, MART2/m,
MAT1A, MBL2, MBP, MBS1, MC1R, MC2R, MC4R, MCC, MCCC2, MCCC1, MCDR1, MCF2, MCKD, MCL1,
MC1R, MCOLN1, MCOP, MCOR, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4, MCPH2, MCPH1, MCS, M-CSF, MDB,
MDCR, MDM2, MDRV, MDS 1, ME1, MEI/m, ME2, ME20, ME3, MEAX, MEB, MEC CCL-28, MECP2, MEFV,
MELANA, MELAS, MEN1 MSLN, MET, MF4, MG50, MG50/PXDN, MGAT2, MGAT5, MGC1 MGCR, MGCT,
MGI, MGP, MHC2TA, MHS2, MHS4, MIC2, MIC5, MIDI, MIF, MIP, MIP-5/HCC-2, MITF, MJD, MKI67, MKKS,
MKS1, MLH1, MLL, MLLT2, MLLT3, MLLT7, MLLT1, MLS, MLYCD, MMA1a, MMP 11, MMVP1, antigeno
MN/CA IX, MNG1, MN1, MOC31, MOCS2, MOCS1, MOG, MORC, MOS, MOV18, MPD1, MPE, MPFD, MPI,
MPIF-1, MPL, MPO, MPS3C, MPZ, MRE11A, MROS, MRP1, MRP2, MRP3, MRSD, MRX14, MRX2, MRX20,
MRX3, MRX40, MRXA, MRX1, MS, M54A2, MSD, MSH2, MSH3, MSH6, MSS, MSSE, MSX2, MSX1,
MTATP6, MTCO3, MTCO01, MTCYB, MTHFR, MTM1, MTMR2, MTND2, MTND4, MTND5, MTND6, MTND1,
MTP, MTR, MTRNR2, MTRNR1, MTRR, MTTE, MTTG, MTTI, MTTK, M1TL2, MTTL1, MTTN, MTTP, MTTS1,
MUC1,MUC2, MUC4, MUC5AC, MUM-1, MUM-1/m, MUM-2, MUM-2/m, MUM-3, MUM-3/m, MUT, mutante
p21 ras, MUTYH, MVK, MX2, MXI1, MY05A, MYB, MYBPC3, MYC, MYCL2, MYH6, MYH7, MYL2, MYLS3,
MYMY, MYO015A, MY01G, MYO05A, MYO7A, MYOC, Miosina/m, MYP2, MYP1, NA88-A, N-
acetilglucosaminiltransferasa-V, NAGA, NAGLU, NAMSD, NAPB, NAT2, NAT, NBIA1, NBS1, NCAM, NCF2,
NCF1, NDN , NDP, NDUFS4, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1, NDUFV2, NEB, NEFH, NEM1, Neo-PAP, neo-
PAP/m, NEU1, NEUROD1, NF2, NF1, NFYC/m, NGEP, NHS, NKS1, NKX2E, NM, NME1, NMP22, NMTC,
NODAL, NOG, NOS3, NOTCH3, NOTCH1, NP, NPC2, NPC1, NPHL2, NPHP1, NPHS2, NPHS1, NPM/ALK,
NPPA, NQO1, NR2E3, NR3C1, NR3C2, NRAS, NRAS/m, NRL, NROB1, NRTN, NSE, NSX, NTRK1, NUMA1,
NXF2, NY-001, NY-E501, NY-ESO-B, NY-LU-12, ALDOA, NYS2, NYS4, NY-SAR-35, NYS1, NYX, 0A3, 0AT1,
OAP, OASD, OAT, OCA1, OCA2, OCD1, OCRL, OCRL1, OCT, ODDD, ODT1, OFC1, OFD1, OGDH, OGT,
OGT/m, OPA2, OPA1, OPD1, OPEM, OPG, OPN, OPN1LW, OPN1MW, OPN1SW, OPPG, OPTB1, TTD,
ORM1, ORP1, 0S-9, 0S-9/m, OSM LIE, OTC, OTOF, OTSC1, OXCT1, OYTES1, P15, P190 MINOR BCR-
ABL, P2RY12, P3, P16, P40, P4HB, P-501, P53, P53/m, P97, PABPN1, PAFAH1B1, PAFAH1P1, PAGE-4,
PAGE-5, PAH, PAI-1, PAI-2, PAKS3, PAP, PAPPA, PARK2, PART-1, PATE, PAX2, PAX3, PAX6, PAX7,
PAX8, PAX9, PBCA, PBCRA1, PBT, PBX1, PBXP1, PC, PCBD, PCCA, PCCB, PCK2, PCK1, PCLD, PCOST1,
PCSK1, PDB1, PDCN, PDEG6A, PDE6B, PDEF, PDGFB, PDGFR, PDGFRL, PDHAI, PDR, PDX1, PECAM1,
PEE1, PEO1, PEPD, PEX10, PEX12, PEX13, PEX3, PEX5, PEX6, PEX7, PEX1, PF4, PFBI, PFC, PFKFB1,
PFKM, PGAM2, PGD, PGK1, PGK1P1, PGL2, PGR, PGS, PHA2A, PHB, PHEX, PHGDH, PHKA2, PHKAT,
PHKB, PHKGZ2, PHP, PHYH, PI, P13, PIGA, PIM1-KINASE, PIN1, PIP5K1B, PITX2, PITX3, PKD2, PKD3,
PKD1, PKDTS, PKHD1, PKLR, PKP1, PKU1, PLA2G2A, PLA2G7, PLAT, PLEC1, PLG, PLI, PLOD, PLP1,
PMEL17, PML, PMURARa, PMM2, PMP22, PMS2, PMS1, PNKD, PNLIP, POF1, POLA, POLH, POMC,
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PON2, PON1, PORC, POTE, POU1F1, POU3F4, POU4F3, POU1F1, PPAC, PPARG, PPCD, PPGB, PPH1,
PPKB, PPMX, PPDX, PPP1R3A, PPP2R2B, PPT1, PRAME, PRB, PRB3, PRCA1, PRCC, PRD, PRDX5/m,
PRF1, PRG4, PRKAR1A, PRKCA, PRKDC, PRKWNK4, PRNP, PROC, PRODH, PROM1, PROP1, PROS1,
PRST, PRP8, PRPF31, PRPF8, PRPH2, PRPS2, PRPS1, PRS, PRSS7, PRSS1, PRTNS, PRX, PSA, PSAP,
PSCA, PSEN2, PSEN1, PSG1, PSGR, PSM, PSMA, PSORS1, PTC, PTCH, PTCH1, PTCH2, PTEN, PTGS1,
PTH, PTHR1, PTLAH, P1051, PTPN12, PTPNI I, PTPRK, PTPRK/m, PTS, PUJO, PVR, PVRL1, PWCR,
PXE, PXMP3, PXR1, PYGL, PYGM, QDPR, RAB27A, RAD54B, RAD54L, RAG2, RAGE, RAGE-1, RAG1,
RAP1, RARA, RASA1, RBAF600/m, RB1, RBP4, RBP4, RBS, RCA1, RCAS1, RCCP2, RCD1, RCV1, RDH5,
RDPA, RDS, RECQL2, RECQL3, RECQL4, REG1A, REHOBE, REN, RENBP, RENS1, RET, RFX5,
RFXANK, RFXAP, RGR, RHAG, RHAMM/CD168, RHD, RHO, Rip-1, RLBP1, RLN2, RLN1, RLS, RMD1,
RMRP, ROM1, ROR2, RP, RP1, RP14, RP17, RP2, RP6, RP9, RPD1, RPE65, RPGR, RPGRIP1, RP1,
RP10, RPS19, RPS2, RPS4X, RPS4Y, RPS6KA3, RRAS2, RS1, RSN, RSS, RU1, RU2, RUNX2,RUNXI,
RWS, RYR1, S-100, SAA1, SACS, SAG, SAGE, SALL1, SARDH, SART1, SART2 , SART3, SAS, SAX1,
SCA2, SCA4, SCA5, SCA7, SCA8, SCA1, SCC, SCCD, SCF, SCLC1, SCN1A, SCN1B, SCN4A, SCN5A,
SCNN1A, SCNN1B, SCNN1G, SCO2, SCP1, SCZD2, SCZD3, SCZD4, SCZD6, SCZD1, SDF-1a/f3 SDHA,
SDHD, SDYS, SEDL, SERPENA7, SERPINA3, SERPINAG, SERPINA1, SERPINC1, SERPIND1, SERPINE1,
SERPINF2, SERPING1, SERPINI1, SFTPA1, SFTPB, SFTPC, SFTPD, SGCA, SGCB, SGCD, SGCE, SGM1,
SGSH, SGY-1, SH2D1A, SHBG, SHFM2, SHFM3, SHFM1, SHH, SHOX, SI, SIAL, SIALYL LEWISX , SIASD,
S11, SIMI, SIRT2/m, SIX3, SJS1, SKP2, SLC10A2, SLC12A1, SLC12A3, SLC17A5, SLC19A2, SLC22A1L,
SLC22A5, SLC25A13, SLC25A15, SLC25A20, SLC25A4, SLC25A5, SLC25A6, SLC26A2, SLC26A3,
SLC26A4, SLC2A1, SLC2A2, SLC2A4, SLC3A1, SLC4A1, SLC4A4, SLC5A1, SLC5A5, SLC6A2, SLCEAS,
SLC6A4, SLC7A7, SLC7A9, SLC11A1, SLOS, SMA, SMAD1, SMAL, SMARCB1, SMAX2, SMCR, SMCY,
SM1, SMN2, SMN1, SMPD1, SNCA, SNRPN, SOD2, SOD3, SOD1, SOS1, SOST, SOX9, SOX10, Spl 7,
SPANXC, SPG23, SPG3A, SPG4, SPG5A, SPG5B, SPG6, SPG7, SPINK1, SPINK5, SPPK, SPPM, SPSMA,
SPTA1, SPTB, SPTLC1, SRC, SRD5A2, SRPX, SRS, SRY, BhCG, SSTR2, SSX1, 55X2 (HOM-MEL-
40/8SX2), SSX4, ST8, STAMP-1, STAR, STARP1, STATH, STEAP, STK2, STK11, STn/ KLH, STO, STOM,
STS, SUOX, SURF1, SURVIVINA-2B, SYCP1, SYM1, SYN1, SYNS1, SYP, SYT/SSX, SYT-SSX-1, SYT-
SSX-2, TA-90, TAAL6, TACSTD1, TACSTD2, TAG72, TAF7L, TAF1, TAGE, TAG-72, TALI, TAM, TAPZ2,
TAP1, TAPVR1, TARC, TARP, TAT, TAZ, TBP, TBX22, TBX3, TBX5, TBXA2R, TBXAS1, TCAP, TCF2,
TCF1, TCIRG1, TCL2, TCL4, TCL1A, TCN2, TCOF1, TCR, TCRA, TDD, TDFA, TDRD1, TECK, TECTA, TEK,
TEUAML1, TELAB1, TEX15, TE, TFAP2B, TFE3, TFR2, TG, TGFa, TGFB, TGFp1, TGFB1, TGFBR2,
TGFBRE, TGF-y, TGFBRII, TGIF, TGM-4, TGM1, TH, THAS, THBD, THC, THC2, THM, THPO, THRA, THRB,
TIMM8A, TIMP2, TIMP3, TIMP1, TITF1, TKCR, TKT, TLP, TLR1, TLR10, TLR2, TLR3, TLR4, TLR4, TLRS,
TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLX1, TM4SF1, TM4SF2, TMC1, TMD, TMIP, TNDM, TNF, TNFRSF11A,
TNFRSF1A, TNFRSF6, TNFSF5, TNFSF6, TNFa, TNFB, TNNI3, TNNT2, TOC, TOP2A, TOP1, TP53, TP63,
TPA, TPBG, TPI, TPI/m, TPI1, TPM3, TPM1, TPMT, TPO, TPS, TPTA, TRA, TRAG3, TRAPPC2, TRCS,
TREH, TRG, TRH, TRIM32, TRIM37, TRP1, TRP2, TRP-2/6b, TRP-2/INT2, Trp-p8, TRPS1, TS, TSC2, TSC3,
TSC1, TSG101, TSHB, TSHR, TSP-180, TST, TTGA2B, TTN, TTPA, TTR, TU M2-PK, TULP1, TWIST, TYH,
TYR, TYROBP, TYROBP, TYRP1, TYS, UBE2A, UBE3A, UBE1, UCHL1, UFS, UGT1A, ULR, UMPK, UMPS,
UOX, UPA, UQCRC1, URO5, UROD, UPK1B, UROS, USH2A, USH3A, USH1A, USH1C, USP9Y, UV24,
VBCH, VCF, VDI, VDR, VEGF, VEGFR-2, VEGFR-1, VEGFR-2/FLK-1, VHL, VIM, VMD2, VMD1, VMGLOM,
VNEZ, VNF, VP, VRNI, VWF, VWS, WAS, WBS2, WFS2, WFS1, WHCR, WHN, WISP3, WMS, WRN, WS2A,
WS2B, WSN, WSS, VT2, W13, WT1, VVTS, WWS, XAGE, XDH, XIC, XIST, XK, XM, XPA, XPC, XRCC9,
XS, ZAP70, ZFHX1B, ZFX, ZFY, ZIC2, ZIC3, ZNF145, ZNF261, ZNF35, ZNF41, ZNF6, ZNF198 y ZWS1.

Ademas, las proteinas terapéuticamente activas codificadas por el al menos un ARN (molécula) del ARN
monohebra inmunoestimulatorio complejado aqui definido también pueden seleccionarse de entre hormonas
de crecimiento o factores de crecimiento, por ejemplo para promover el crecimiento en un ser vivo
(transgénico), tal como, por ejemplo, TGFa y los IGFs (factores de crecimiento tipo insulina), proteinas que
influyenen el metabolismo y/o la hematopoyesis, por ejemplo a-anti-tripsina, receptor de LDL, eritropoyetina
(EPO), insulina, GATA-1, etc., o proteinas tales como, por ejemplo, factores VIIl y Xl del sistema de
coagulaciéon sanguinea, etc. Estas proteinas incluyen ademas enzimas, por ejemplo (-galactosidasa (lacZ),
enzimas de restriccién de ADN (por ejemplo FcoRI, Hindlll, etc.), lisozimas, etc., o proteasas, por ejemplo
papaina, bromelaina, queratinasas, tripsina, quimiotripsina, pepsina, renina (quimosina), suizima, nortasa,
etc. Estas proteinas pueden codificarse por el al menos un ARN (molécula) del ARN complejado aqui
definido. En consecuencia, la invencién proporciona una tecnologia que permite sustituir proteinas
defectuosas en el organismo a tratar (por ejemplo, ya sea debido a mutaciones, debido a expresion
defectuosa o ausente) y con ello a la expresion efectiva e incrementada de proteinas que no son funcionales
en el organismo a tratae, como ocurre, por ejemplo, en los trastornos monogenéticos, preferentemente sin
conducir a una respuesta inmune innata.

Alternativamente, las proteinas terapéuticamente activas codificadas por el al menos un ARN (molécula) del
ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado aqui definido también pueden seleccionarse de entre
proteasas, etc., que permitan curar una enfermedad especifica debida a, por ejemplo, una (sobre)expresion
de una proteina disfuncional o exdgena que causa trastornos o enfermedades. Asi, la invencién se puede
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aplicar para introducir terapéuticamente el ARN complejado en el organismo para atacar a un organismo
patégeno (virus, bacterias, etc.). Por ejemplo, el ARN que codifica para proteasas terapéuticas puede
emplearse para segmentar proteinas virales esenciales para el ensamble viral o para otras etapas esenciales
de la produccién viral.

Las proteinas terapéuticamente activas codificadas por el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmunoestimulatorio complejado aqui definido también se pueden seleccionar de entre proteinas
moduladoras de varias vias intracelulares, por ejemplo mediante la modulacion de la transmision de sefiales
(inhibicion o estimulacién) que puede influiren procesos intracelulares tales como la apoptosis, el crecimiento
celular, etc., en particular con respecto al sistema inmunoldgico del organismo. En consecuencia, los
moduladores inmunes, citoquinas, linfocinas, monocinas, interferones, etc., pueden ser expresados de forma
eficiente por el ARN complejado aqui definido. Preferentemente, estas proteinas por tanto incluyen también
por ejemplo citoquinas de clase | de la familia de las citoquinas que contienen 4 residuos cisteina
conservados especificos de posiciéon (CCCC) y un motivo de secuencia conservado Trp-Ser-X-Trp-Ser
(WSXWS), donde X representa un aminoacido no conservado. Las citoquinas de clase | de la familia de las
citoquinas incluyen la sub-familia GM-CSF, por ejemplo la sub-familia IL-3, IL-5, GM-CSF, la sub-familia IL-6,
por ejemplo IL-6, IL-11, IL-12, o la sub-familia IL-2, por ejemplo IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, etc., o las
citoquinas IL-1a, IL-1B, IL-10, etc. Por analogia, tales proteinas pueden incluir también citoquinas de clase |l
de la familia de las citoquinas (familia de receptores de interferén), que igualmente contengan 4 residuos
cisteina conservados especificos de posicion (CCCC) pero ninglin motivo de secuencia conservado Trp-Ser-
X-Trp-Ser (WSXWS). Las citoquinas de clase Il de la familia de las citoquinas incluyen, por ejemplo, IFN-a,
IFN-B, IFN-y, etc. Las proteinas codificadas por elal menos un ARN(m) modificado (de la composicion
inmunosupresora de la invencion) usado de acuerdo con la invencidon pueden incluir ademas también
citoquinas de la familia de necrosis tumoral, por ejemplo TNF-a, TNF-, TNF-RI, TNF-RIl, CD40, Fas, etc., o
de la familia de las quimiocinas, las cuales contienen 7 hélices de transmembrana e interactian con la
proteina G, por ejemplo IL-8, MIP-1, RANTES, CCR5, CXR4, etc. Estas proteinas también pueden
seleccionarse de entre factores de apoptosis o proteinas relacionadas o ligadas a la apoptosis, incluyendo
AlF, Apaf, por ejemplo Apaf-1, Apaf-2, Apaf-3 o APO-2 (L), APO-3 (L), apopaina, Bad, Bak, Bax, Bcl-2, Bcl-
X, Bel-xs, bik, CAD, calpaina, caspasas, por ejemplo caspasa-1, caspasa-2, caspasa-3, caspasa 4, caspasa-
5, caspasa-6, caspasa-7, caspasa-8, caspasa-9, caspasa-10, caspasa-11, ced-3, ced-9, c-Jun, c-Myc, crm-A,
citocromo C, CdR1, DcR1, DD, DED, DISC, DNA-PKcs, DR3, DR4, DR5, FADD/MORT-1, FAK, Fas (ligando
Fas CD95/fas (receptor)), FLICE/MACH, FLIP, fodrin, fos, G-actina, Gas-2, gelsolina, granzimas A/B, ICAD,
ICE, JNK, lamina A/V, MAP, MCL-1, Mdm-2, MEKK-1, MORT-1, NEDD, NF-B, NuMa, p53, PAK-2, PARP,
perforina, PITSLRE, PKC3, pRb, presenilina, prICE, RAIDD, Ras, RIP, esfingomielinasa, timidina quinasa de
Herpes simple, TRADD, TRAF2, RAIL, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, transglutaminasa, etc.

Ademas, las proteinas terapéuticamente activas codificadas por el al menos un ARN (molécula) del ARN
monohebra inmunoestimulatorio complejado aqui definido también pueden codificar para receptores de
células T especificos de antigenos. El receptor de células T o TCR es una molécula que se encuentra sobre
la superficie de los linfocitos T (o0 células T), que generalmente es responsable de reconocer los antigenos
unidos a las moléculas del complejo de histocompatibilidad mayor (MHC). Es un heterodimero que consiste
en una cadena alfa y beta en el 95% de las células T, mientras que el 5% de células T tienen TCRs
consistentes en cadenas gama y delta. El acoplamiento de TCR con antigeno y MHC da como resultado la
activacion de su linfocito T via una serie de eventos bioquimicos mediados por enzimas asociadas,
correceptores y moléculas accesorias especializadas. Por consiguiente, estas proteinas permiten dirigir
especificamente antigenos especificos y pueden soportar la funcionalidad del sistema inmunoldgico gracias a
sus propiedades de direccién. En consecuencia, se puede buscar la transfeccion de células in vivo al
administrar el al menos un ARN (molécula) del ARN complejado aqui definido que codifica para estos
receptores o, de preferencia, un enfoque de transfeccidon celular ex vivo (por ejemplo, transfectando
especificamente ciertas células inmunes). Las moléculas receptoras de células T introducidas reconocen los
antigenos especificos en la molécula MHC y asi pueden apoyar el reconocimiento del sistema inmunélogico
frente a los antigenos a atacar.

Las proteinas terapéuticamente activas que pueden ser codificadas por el al menos un ARN (molécula) del
ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado aqui definido pueden comprender ademas una proteina
adyuvante. En este contexto, preferentemente como proteina adyuvante se debe entender cualquier proteina
que sea capaz de desarrollar una respuesta inmune innata como la aqui definida. De preferencia, esta
respuesta inmune innata comprende la activacion de un receptor de reconocimiento de patrones, por ejemplo
un receptor seleccionado de la familia del receptor tipo Toll (TLR), incluyendo por ejemplo un receptor tipo
Toll seleccionado de TLR1 a TLR10 humano o de receptores tipo Toll murinos TLR1 a TLR13.
Preferentemente, la respuesta inmune innata se desarrolla en un mamifero, es particular en un humano.
Preferiblemente, la proteina adyuvante se selecciona de entre proteinas adyuvantes humanas o de
procedencia patdgena, en particular de entre proteinas adyuvantes bacterianas. Ademas, también puede
emplearse un ARNm que codifica para proteinas humanas implicadas en los efectos adyuvantes.
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Las proteinas adyuvantes humanas que pueden ser codificadas por el al menos un ARN (molécula) del ARN
monohebra inmunoestimulatorio complejado aqui definido comprenden tipicamente cualquier proteina
humana capaz de desarrollar una respuesta inmune innata (en un mamifero), por ejemplo una reaccién de
union de un ligando TLR exdgeno a un TLR. Muy preferiblemente, las proteinas adyuvantes humanas que
pueden ser codificadas por el ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente invencién se
seleccionan de entre el grupo consistente en, sin limitarse a, citoquinas que inducen o incrementan una
respuesta inmune innata, incluyendo IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21CCL21, GM-CSF y TNF-alfa; citoquinas
que son liberadas de macréfagos, incluyendo IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 y TNF-alfa; de componentes del sistema
de complemento incluyendo C1q, MBL, C1r, C1s, C2b, Bb, D, MASP-1, MASP-2, C4b, C3b, C5a, C3a, C4a,
C5b, C6, C7, C8, C9, CR, CR2, CR3, CR4, C1gR, C1INH, C4bp, MCP, DAF, H, |, P y CD59; de proteinas que
son componentes de las redes de sefializacion de los receptores de reconocimiento de patrones, incluyendo
TLR e IL-1R1, donde los componentes son ligandos de los receptores de reconocimiento de patrones
incluyendo IL-1alfa, IL-1beta, beta-defensina, proteinas de choque térmico, tales como HSP10, HSP60,
HSP65, HSP75 y HSP90, gp96, fibrindgeno, dominio extra de repeticion Typlll A de fibronectina; receptores,
incluyendo IL-TR1, TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10, TLR11;
transductores de sefiales incluyendo componentes de la sefializacion de GTPasas pequefias (RhoA, Ras,
Rac1, Cdc42, etc.), componentes de la sefializacién de PIP (P13K, Src-cinasa, etc.), componentes de la
sefializacion dependiente de MyD88 (MyD88, IRAK1, IRAK2, etc.), componentes de la sefalizacion
independiente de MyD88 (TICAM1, TICAM2, etc.); factores de transcripcion activados incluyendo, por
ejemplo, NF-xB, c-Fos, c-Jun, c-Myc; y genes diana inducidos incluyendo, por ejemplo, IL-1 alfa, IL-1 beta,
Beta-Defensina, IL-6, IFN gama, IFN alfa e IFN beta; de moléculas co-estimuladoras, incluyendo CD28 o
ligando CD40 o PD1; dominios de proteinas, incluyendo LAMP; proteinas de superficie celular; o proteinas
adyuvantes humanas incluyendo CD80, CD81, CD86, trif, ligando flt-3, timopentina, Gp96 o fibronectina, etc.,
o cualquier especie homologa de cualquiera de las proteinas adyuvantes humanas anteriores.

Las proteinas adyuvantes patégenas que pueden ser codificadas por el al menos un ARN (molécula) del ARN
monohebra inmunoestimulatorio complejado aqui definido comprenden tipicamente cualquier proteina
patégena (adyuvante) que sea capaz de desarrollar una respuesta inmune innata (en un mamifero), muy
preferiblemente seleccionadasentre proteinas patdgenas (adyuvantes) derivadas de bacterias, protozoarios,
virus u hongos, animales, etc., y aun mas preferiblemente de entre proteinas adyuvantes patdgenas
seleccionadas del grupo consistente en, sin limitarse a, proteinas bacterianas, proteinas protozoarias (por
ejemplo, profilina — tales como proteina de Toxoplasma gondii), proteinas virales o proteinas fungicas,
proteinas animales, etc.

En este contexto, las proteinas bacterianas (adyuvantes) que pueden ser codificadas por el al menos un ARN
(molécula) del ARN monohebra estimulatorio complejado aqui definido pueden comprender cualquier
proteina bacteriana capaz de desarrollar una respuesta inmune innata (de preferencia en un mamifero). Muy
preferiblemente, las proteinas bacterianas (adyuvantes) que pueden ser codificadas por el ARN complejado
pueden comprender proteinas adyuvantes bacterianas seleccionadas de entre el grupo consistente en, sin
limitarse a, flagelinas bacterianas, incluyendo flagelinas de organismos que incluyen Agrobacterium, Aquifex,
Azospirillum, Bacillus, Bartonella, Bordetella, Borrelia, Burkholderia, Campylobacter, Caulobacte, Clostridium,
Escherichia, Helicobacter, Lachnospiraceae, Legionella, Listeria, Proteus, Pseudomonas, Rhizobium,
Rhodobacter, Roseburia, Salmonella, Serpulina, Serratia, Shigella, Treponema, Vibrio, Wolinella, Yersinia, en
especial flagelinas de las especies, sin limitarse a, Agrobacterium tumefaciens, Aquifex pyrophilus,
Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, Bartonella bacilliformis, Bordetella bronchi
septica, Borrelia burgdorferi, Burkholderia cepacia, Campylobacter jejuni, Caulobacter crescentus, Clostridium
botulinum strain Bennett clon 1, Escherichia coli, Helicobacter pylori, Lachnospiraceae bacterium, Legionella
pneumophila, Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeroguinosa, Pseudomonas syringae,
Rhizobium meliloti, Rhodobacter sphaeroides, Roseburia cecicola, Roseburis hominis, Salmonella
typhimurium, Salmonella bongori, Salmonella typhi, Salmonella enteritidis, Serpulina hyodysenteriae, Serratia
marcescens, Shigella boydii, Treponema phagedenis, Vibrio alginolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio
parahaemolyticus, Wolinella succinogenes y Yersinia enterocolitica.

Son especialmente preferentes aquellas flagelinas bacterianas que pueden ser codificadas por el al menos un
ARN (molécula) del ARN monohebra estimulatorio complejado aqui definido,que pueden seleccionarse de
entre cualquier flagelina bacteriana que muestre un caracter adyuvante, en particular de entre flagelinas
bacterianas seleccionadas del grupo consistente en proteinas de choque térmico bacterianas o chaperones,
incluyendo Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp100; OmpA (proteina de membrana Exterior) de bacterias gram-
negativas;porinas bacterianas, incluyendo OmpF; toxinas bacterianas, incluyendo toxina pertussis (PT) de
Bordetella pertussis, toxina de adenilato ciclasa de pertussis CyaA y CyaC de Bordetella pertussi, mutante
PT-9K/129G de toxina de pertussis, toxina de adenilato ciclasa de pertussis CyaA y CyaC de Bordetella
pertussis, toxina de tétanos, toxina de colera (CT), subunidad B de toxina de colera, mutante CTK63 de toxina
de colera, mutante CTE112K de CT, enterotoxina labil al calor de Escherichia coli (LT), subunidad B de
enterotoxina labil al calor (LTB), mutantes de enterotoxina labil al calor de Escherichia coli con toxicidad
reducida, incluyendo LTK63, LTR72; modulina soluble en fenol; proteina activadora de neutréfilos (HP-NAP)
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de Helicobacter pylori, proteina tensioactiva D; proteina de superficie exterior A lipoproteina de Borrelia
burgdorferi, Ag38 (antigeno de 38 kDa) de Mycobacterium tuberculosis; proteinas de fimbrias bacterianas;
enterotoxina CT de Vibrio cholerae, Pilina de pelos de bacterias gram-negativas, y proteina tensioactiva A;
etc., o cualquier homélogo de especie de cualquiera de las proteinas (adyuvantes) bacterianas anteriores.

De forma especialmente preferente, las flagelinas bacterianas que pueden ser codificadas por el al menos un
ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado aqui definido comprenden una
secuencia seleccionada del grupo que comprende cualquiera de las siguientes secuencias tal como se
refieren por su numero de registro:

organismoe especie nombre del gen | No. de registro | GI No
Agrobacterium Agrobacterium FlaD {flaD)} | U95165 Gl:14278870
tumefaciens FIhB (fthB)
FIiG (fhiG)
FIiN (fliN)
FliM (fliM)
MotA (motA)
FlgF (flgF)
Flil (flil)
FigB (flgB}
FlgC (flgC)
FLiE (fliE)
FlgG (flgQ)
FlgA (figA)
Flgl (flgl
FlgH (figH)
FHL (fliL)
FIiP (fliP)
FlaA (flaA)
FlaB (flaB}
FlaC (flaC)
Aquifex Aquifex U17575 Gl:596244
pyrophilus
Azospiritlum Azospirillum Laf1 U26679 Gl:1173509
brasilense
Baciflus Bacillus subtilis hag AB033501 Gl:14278870
Bacillus Bacillus flab X67138 Gl:46019718
thuringiensis
Bartonefla Bartonella L20677 Gl:304184
bacilliformis
Bordetella Bordetella flaA L13034 G1:289453
bronchiseptica
Borrelia Borrelia X16833 Gi:39356
burgdorferi
Burkholderia Burkholderia fliC AF011370 G1:2935154
cepacia
Campylobacter Campylobacter | flaA J05635 Gl:144197
Jjejuni flaB
Caulobacter Caulobacter J01556 Gl:144239
crescentus
Clostridium Clostridium FlaA DQ845000 G1:114054886
borulinum cepa
Bennett clon 1
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Escherichia coli

Escherichia hag M14358 Gl:146311
A) 884569
(EMBL-SVA)
Helicobacter Helicobacter flaa X60746 Gl:43631
pylori
Lachnospiraceae | Lachnospiraceae DQ789131 Gl:113911615
bacterium
Legionella Legionella flaA X83232 G1:602877
pneumophila
Listeria Listeria flaA X65624 (Gl1:44097
manocytogernes
Proteus Profeus mirabilis | FlaD (flaD) AF221596 (1:6959881
FlaA (flaA)
FlaB (flaB)
FLiA (fliA)
FIiZ (f{liZ)
Pseudomonas Pseudomonas flaA M57501 Gl:151225
aeroguinosa
Pseudomonas Pseudomonas fliC EF544882 Gl:146335619
syringae
Rhizobium Rhizobium flaA M24526 Gl:152220
meliloti flaB
Rhodobacter Rhodobacter fliC AF274346 Gl:10716972
sphaeroides
Roseburia Roseburia M20983 Gl:152535
cecicola
Roseburia Roseburis Fla2 DQ789141 Gl113911632
hominis
Salmonella Salmonella D13689 Gl:217062
typhimurium {(NCBI 1D}
Salmonella Salmonella fliC AY603412 Gl:51342390
bongori
Salmonella Salmonella typhi | flag L21912 Gl:397810
Salmoneffa Salmonella fliC M84980 Gl:154015
enteritidis
Serpulina Serpulina flaB2 X63513 Gl:450669
hyodysenteriae
Serratia Serratia hag M27219 G1:152826
marcescens
Shigella Shigella boydii fliC-SB D26165 G1:442485
Treponerna Treponema flaB2 M94015 Gl:155060
phagedenis
Vibrio Vibrio flaA EF125175 G1119434395
alginolyticus
Vibrio s Vibrio AF069392 GE7327274
parahaemolyticus
Wolinella Wolinella flag M82917 Ghi155337
succinogenes
Yersinia Yersinia L33467 G1:496295

enterocolitica
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Las proteinas protozoarias que pueden ser codificadas por el al menos un ARN (molécula) del ARN
monohebra inmunoestimulatorio complejado aqui definido se pueden seleccionar de entre cualquier proteina
protozoaria de caracter adyuvante, es especial de entre el grupo consistente en, sin limitarse a, Tc52 de
Trypanosoma cruzi, PFTG de Trypanosoma gondii, proteinas de choque térmico protozoarias, LelF de
Leishmania spp, proteina tipo profilina de Toxoplasma gondii, etc.

Las proteinas virales que pueden ser codificadas por el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmunoestimulatorio complejado aqui definido pueden seleccionarse de entre cualquier proteina viral con
caracter adyuvante, en especial de entre el grupo consistente en, sin limitarse a, glicoproteina de fusién de
virus sincitial respiratorio (proteina F), proteina de capside de virus MMT, proteina de virus de leucemia de
raton, proteina hemaglutinina del virus del sarampion tipo silvestre, etc.

Las proteinas fungicas que pueden ser codificadas por el al un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmunoestimulatorio complejado aqui definido pueden seleccionarse de entre cualquier proteina fungica con
caracter adyuvante, en especial de entre el grupo consistente en, sin limitarse a, proteina inmunomoduladora
fungica (FIP; LZ-8), etc.

Finalmente, las proteinas adyuvantes patdégenas que pueden ser codificadas por el al menos un ARN
(molécula) del ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado aqui definido pueden seleccionarse de entre
cualquier proteina patdgena adicional que tenga caracter adyuvante, en especial de entre el grupo
consistente en, sin limitarse a, hemocianina de lapa en cerradura (KLH), OspA, etc.

El al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente
invencion puede codificar alternativamente para un antigeno. De acuerdo con la presente invencion, el
término “antigeno” se refiere a una sustancia que es reconocida por el sistema inmunoldgico y que es capaz
de desencadenar una respuesta inmune especifica de antigeno, por ejemplopor la formacion de anticuerpos.
Los antigenos pueden clasificarse de acuerdo con su origen. Asi, existen dos clases principales de antigenos:
exogenos y enddgenos. Los antigenos exdgenos son aquellos que entran en la célula o el cuerpo desde
fuera (del cuerpo o de la célula), por ejemplo por inhalacién, ingestiéon o inyeccion, etc. Estos antigenos son
internalizados por células presentadoras de antigenos (“APCs”, tales como células dendriticas o macréfagos)
y procesados en fragmentos. Los APCs presentan después los fragmentos a las células auxiliares T (por
ejemplo, CD4") empleandomoléculas MHC |l en su superficie. El reconocimiento de estos fragmentos de
antigeno por las células T lleva a la activacion de las células T y a la secrecién de citocinas. Las citocinas son
sustancias que pueden activar la proliferacién de células inmunes, tales como células T citotéxicas, células B
0 macrofagos. Por el contrario, los antigenos enddgenos son aquellos que han sido generados dentro de la
célula, por ejemplo como resultado del metabolismo celular normal. Fragmentos de estos antigenos son
presentados sobre las moléculas MHC | en la superficie de APCs. Estos antigenos son reconocidos por las
células T CD8" citotdxicas especificas de antigeno activadas. Después del reconocimiento, estas células T
reaccionan secretando diferentes toxinas que causan lisis o apoptosis en la célula presentadora de
antigenos. Los antigenos endégenos comprenden antigenos, por ejemplo proteinas o péptidos codificados
por un acido nucleico extraio dentro de la célula, asi como proteinas o péptidos codificados por la
informacién genética de la propia célula, o antigenos virales de ocurrencia intracelular. Una clase de
antigenos enddgenos es la de los antigenos tumorales. Estos antigenos son presentados por las moléculas
MHC | sobre la superficie de células tumorales. Esta clase puede subdividirse ademas en antigenos
especificos tumorales (TSAs) y antigenos asociados tumorales (TAAs). Los TSAs sélo pueden ser
presentados por células tumorales y nunca por células “sanas” normales. Resultan tipicamente de una
mutacion especifica de tumor. Los TAAs, mas comunes, normalmente son presentados tanto por las células
tumorales como por las sanas. Estos antigenos son reconocidos y la célula presentadora de antigenos puede
ser destruida por las células T citotoxicas. Ademas, los antigenos tumorales también pueden ocurrir sobre la
superficie del tumor en forma de, por ejemplo, un receptor mutado. En este caso, pueden ser reconocidos por
anticuerpos.

Los antigenos que pueden ser codificados por el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmunoestimulatorio complejado de la presente invencion pueden incluir, por ejemplo, proteinas, péptidos o
fragmentos de los mismos. Preferentemente, los antigenos son proteinas o péptidos o fragmentos de los
mismos, tales como epitopes de tales proteinas o péptidos. Los epitopes (también llamados “determinantes
de antigenos”) tipicamente son fragmentos ubicados sobre la superficie exterior de estas estructuras de
proteina o péptido antigénicos con 5 a 15, de preferencia 9 a 15, aminoacidos (epitopes de células B y
epitopes de células T se presentan tipicamente sobre moléculas MHC, donde MHC-1 presenta tipicamente
epitopes con una longitud de aproximadamente 9 aminoacidos y MHC-II representa tipicamente epitopes con
una longitud de alrededor de 12-15 aminoacidos). Mas aun, los antigenos codificados por elal menos un ARN
(molécula) complejadosegun la invencion también pueden comprender cualquier otra biomolécula, por
ejempilo lipidos, carbohidratos, etc., que pueda unirse covalente o no covalentemente al ARN (molécula).
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De acuerdo con la invencion, los antigenos que pueden ser codificados por el al menos un ARN (molécula)
del ARN monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente invencion pueden ser antigenos
exogenos o endégenos. Los antigenos enddgenos comprenden antigenos generados en la célula, en
especial en células degeneradas tales como células tumorales. Estos antigenos son conocidos como
“antigenos tumorales”. Preferentemente, sin limitarse a estos, se ubican sobre la superficie de la célula.
Ademas, los “antigenos tumorales” incluyen también antigenos expresados en células que no son (no fueron)
por si mismas (u originalmente no por si mismas) degeneradas, sino que estan asociadas alsupuesto tumor.
También se incluyen aqui antigenos conectados con los vasos de suministro a tumor o (re)formacion de los
mismos, en particular aquellos asociados a la neovascularizacion, por ejemplo factores de crecimiento, tales
como VEGF, bFGF, etc.Los antigenos conectados a un tumor incluyen ademas antigenos de células o tejidos
que tipicamente embeben al tumor.Ademas, algunas sustancias (normalmente proteinas o péptidos) son
expresadas en pacientes que sufren (con o sin conocimiento) de una enfermedad cancerosa y se encuentran
en concentraciones incrementadas en los fluidos corporales de estos pacientes, por ejemplo
proteinasasociadas a la invasion y migracion de células tumorales. Estas sustancias también son conocidas
como “antigenos tumorales”, sin embargo no son antigenos en el estricto significado de sustancia inductora
de una respuesta inmune. El uso de éstos también esta incluido en el alcance de la presente invencion.

A modo de ejemplo, los antigenos que pueden ser codificados por el al menos un ARN (molécula) del ARN
monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente invencién pueden seleccionarse, sin limitarse a,
por ejemplo de entre cualquier antigeno adecuado para el propdsito especifico, por ejemplo
antigenosrelevantes (o causales) de enfermedades infecciosas especificas tales como las aqui citadas,
antigenos cancerosos tales como antigenos de superficie especificos tumorales, antigenos que se expresan
en enfermedades cancerosas, antigenos mutantes expresados en enfermedades cancerosas o antigenos de
proteinas implicados en la etiologia de otras enfermedades, por ejemplo enfermedades autoinmunes,
alergias, etc. Por ejemplo, estos antigenos pueden usarse para desensibilizar un paciente cuando se le
administra un antigeno que cause estado alérgico o autoinmune en el paciente.

(Poli)péptidos antigénicos ilustrativos preferentes codificados por elal menos un ARN (molécula) del ARN
monohebra inmunoestimulatorio complejado aqui definido incluyen todos los péptidos antigénicos conocidos,
por ejemplo antigenos tumorales, etc. Ejemplos especificos de antigenos tumorales son, entre otros,
antigenos de superficie especificos de tumor (TSSAs), por ejemplo 5T4, alfa5-beta1-integrina, 707-AP, AFP,
ART-4, B7H4, BAGE, Bcr-abl, antigeno MN/C IX, CA125, CAMEL, CAP-1, CASP-8, beta-catenina/m, CD4,
CD19, CD20, CD22, CD2Q5, CD27/m, CD 30, CD33, CD52, CD56, CD80, CDK4/m, CEA, Cl, Cyp-B, DAM,
EGR, ErbB3, ELF2M, EMMPRIN, EpCam, ETV6-AML1, G250, GAGE, GnT-V, Gp100, HAGE, HER-2/new,
HLA-A*0201-R1701, HPV-E7, HSP70-2M, HAST-2, hTERT (o hTRT), iCE, IGF-1R, IL-2R, IL-5, KIAA0205,
LAGE, LDLR/FUT, MAGE, MART-1/melan-A, MART-2/Ski, MC1R, miosina/m, MUC1, MUM-1, -2, -3, NA88-A,
PAP, proteinasa-3, p190 menor bcr-abl, PmI/RARalfa, PRAME, PSA, PSM, PSMA, RAGE, RU1 o RU2,
SAGE, SART-1 o SART-3, survivina, TEL/AMI 1, TGFbeta, TPI/m, TRP-1, TRP-2, TRP-2/INT2, VEGF y WT1,
o de secuencias tales como, por ejemplo, NY-Eso-1 o NY-Eso-B. Cualquier clase de antigenos tumorales es
adecuada para el propésito de la presente invencion, por ejemplo, los antigenos tumorales conocidos por
estar implicados en la neovascularizacion, por influir en la estructura de matriz extracelular, etc. También se
incluyen fragmentos y analogos de los antigenos anteriores.

Ejemplos de antigenos tumorales que pueden ser codificados por el al menos un ARN (molécula) del ARN
monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente invencién se muestran en las siguientes Tablas 1
y 2. Estas tablas ilustran antigenos (proteinas) especificos (es decir, “antigenos tumorales”) con respecto a la
enfermedad cancerosaa la que estan asociados. De acuerdo con la invencién, los términos “enfermedades
cancerosas” y “enfermedades tumorales” se usan aqui como sinénimos .

Tabla 1 Antigenos expresados en enfermedades cancerosas

Antigeno tumoral Nombre Sitio de expresion

5T4 cancer colorrectal, cancer gastrico,
cancer ovarico

707-AP 707 alanina prolina melanoma

9D7 carcinoma de células renales

AFP alfa-fetoproteina carcinoma hepatocelular, cancer de

vesicula biliar, cancer testicular, cancer
ovarico, cancer de vejiga

AlIbZIP HPG1 cancer de prostata
alfabbetal-integrina

alfabbeta6-integrina cancer de colon
alfa-metilacil-coenzima A cancer de préstata
racemasa
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ART-4 antigeno de adenocarcinoma | cancer pulmonar, cancer de cabeza y
reconocido por células T 4 cuello, leucemia, cancer esofagico,

cancer gastrico, cancer cervical, cancer
ovarico, cancer de mama, carcinoma de
células escamosas

B7H4 cancer ovarico

BAGE-1 antigeno B cancer de vejiga, cancer de cabeza y
cuello, cancer de pulmén, melanoma,
carcinoma de células escamosas

BCL-2 leucemia

BING-4 melanoma

CA 15-3/CA 27-29

cancer de prostata, cancer de ovario,
cancer de pulmén, cancer de préstata

CA 19-9 cancer gastrico, cancer pancreatico,
cancer de higado, cancer de mama,
cancer de vesicula biliar, cancer de
colon, cancer de ovario, cancer de
pulmén

CA 72-4 cancer ovarico

CA125 cancer ovarico, cancer colorrectal,
cancer gastrico, cancer de higado,
cancer pancreatico, cancer de Utero,
carcinoma de cerviz, cancer de colon,
cancer de mama, cancer de pilmén

calreticulina cancer de vejiga

CAMEL antigeno reconocido por CTL | melanoma

en melanoma

CASP-8 caspasa-8 cancer de cabeza y cuello

catepsina B cancer de mama

catepsina L cancer de mama

CD19 tumores de células B

CD20

CD22

CD25

CD30

CD33

CD4

CD52

CD55

CD56

CD80

CEA antigeno carcinoembrionario | carcinoma de intestino, cancer
colorrectal, cancer de colon, cancer
hepatocelular, cancer de pulmoén, cancer
de mama, cancer de tiroides, cancer
pancreatico, cancer de higado, cancer
de cerviz, cancer de vejiga, melanoma

CLCA2 canal cloruro activ. por calcio- | cancer de pulmén

2

CML28 leucemia

Proteina tipo coactosina cancer pancreatico

Colageno XXIlI cancer de prostata

COX-2 cancer ovarico, cancer de mama, cancer
colorrectal

CT-9/BRD6 proteina especifica

testuculars de bromodominio

Cten proteina tipo tensina C- cancer de préstata

terminal

ciclina B1

ciclina D1 cancer ovarico

cyp-B ciclofilina B cancer de vejiga, cancer de pulmon,
leucemia de células T, carcinoma de
células escamosas

CYPB1 Citocromo P450 1B1 leucemia
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DAM-10/MAGE-B1

melanoma de antigeno de
diferenciacion 10

melanoma, tumores de piel, cancer
ovarico, cancer de pulmon

DAM-6/MAGE-B2

melanoma de antigeno de
diferenciacién 6

melanoma, tumores de piel, cancer
ovarico, cancer de pulmon

EGFR/Her1 cancer de pulmodn, cancer ovarico,
cancer de cabeza y cuello, cancer de
colon, cancer pancreatico, cancer de
mama

EMMPRIN inductor de metaloproteinasa | cancer de pulmon, cancer de mama,

de matriz extracelular asoc. cancer de vejiga, cancer ovarico, cancer
células tumorales de cerebro, linfoma

EpCam molécula de adhesion a cancer ovarico, cancer de mama, cancer

células epiteliales de colon, cancer de pulmon

EphA2 receptor 2 de efrina tipo A glioma

EphA3 receptor 2 de efrina tipo A melanoma, sarcoma, cancer de pulmon

ErbB3 cancer de mama

EZH2 (potenciador de homdlogo de | cancer de endometrio, melanoma,

Zeste 2 cancer de prostata, cancer de mama

EGF-5 factor de crecimiento de cancer renal, carcinoma, cancer de

fibroblastos-5 mama, cancer de prostata

FN fibronectina melanoma

Fra-1 antigeno relacionado con Fos | cancer de mama, cancer esofagico,

1 carcinoma de células renales, cancer de
tiroides

G250/CAIX glicoproteina 250 leucemia, carcinoma de células renales,
cancer de cabeza y cuello, cancer de
colon, cancer ovarico, cancer cervical

GAGE-1 antigeno G 1 cancer de vejiga, cancer de pulmon,
sarcoma, melanoma, cancer de cabeza
y cuello

GAGE-2 antigeno G 2 cancer de vejiga, cancer de pulmon,
sarcoma, melanoma, cancer de cabeza
y cuello

GAGE-3 antigeno G 3 cancer de vejiga, cancer de pulmon,
sarcoma, melanoma, cancer de cabeza
y cuello

GAGE-4 antigeno G 4 cancer de vejiga, cancer de pulmon,
sarcoma, melanoma, cancer de cabeza
y cuello

GAGE-5 antigeno G 5 cancer de vejiga, cancer de pulmon,
sarcoma, melanoma, cancer de cabeza
y cuello

GAGE-6 antigeno G 6 cancer de vejiga, cancer de pulmon,
sarcoma, melanoma, cancer de cabeza
y cuello

GAGE-7b antigeno G 7b cancer de vejiga, cancer de pulmon,
sarcoma, melanoma, cancer de cabeza
y cuello

GAGE-8 antigeno G 8 cancer de vejiga, cancer de pulmon,
sarcoma, melanoma, cancer de cabeza
y cuello

GDEP gen expresado cancer de prostata

diferencialmente en préstata
GnT-V N-acetil-glucosaminil- glioma, melanoma
transferasa V

gp100 glicoproteina 100 kDa melanoma

GPC3 glipican 3 carcinoma hepatocelular, melanoma

HAGE antigeno de helicasa cancer de vejiga

HAST-2 tumor de anillo signete

humano
hepsina prostata
Her2/neu/Erb2 receptor epidérmico humano- | cancer de mama, cancer de vejiga,

2/neurolégico

melanoma, cancer ovarico, cancer de
pancreas, cancer gastrico
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HERV-K-MEL

melanoma

HNE

neutrofilo elastasa humana

leucemia

homebox NKX 3.1

cancer de préstata

HOM-TES-14/SCP-1

cancer ovarico

HOM-TES-85
HPV-E6 cancer cervical
HPV-E7 cancer cervical
HST-2 cancer gastrico
hTERT transcriptasa inversa de cancer de mama, melanoma, cancer de
telomerasa humana pulmon, cancer ovarico, sarcoma,
linfoma no Hodgkin, leucemia aguda
iCE carboxil esterasa intestinal carcinoma de células renales
IGF-1R cancer colorrectal
IL-13Ra2 cadena alfa 2 de receptor de | glioblastoma
interleucina 13
IL-2R cancer colorrectal
IL-5

receptor de laminina inmaduro

carcinoma de células renales

kalikreina 2

cancer de préstata

kalikreina 4 cancer de prostata

Ki67 cancer de prostata, cancer de mama,
linfoma no Hodgkin, melanoma

KIAA0205 cancer de vejiga

KK-LC-1 antigeno de cancer de pulmon | cancer de pulmén

Kita-kyushu 1

KM-HN-1 cancer de engua, carcinomas
hepatocelulares, melanoma, cancer
gastrico, esofagico, cancer de colon,
cancer pancreatico

LAGE-1 antigeno L cancer de vejiga, cancer de cabeza y
cuello, melanoma

livina cancer de vejiga, melanoma

MAGE-A1 antigeno de melanoma-A1 cancer de vejiga, cancer de cabeza y
cuello, melanoma, cancer de colon,
cancer de pulmoén, sarcoma, leucemia

MAGE-A10 antigeno de melanoma-A10 cancer de vejiga, cancer de cabeza y
cuello, melanoma, cancer de colon,
cancer de pulmodn, sarcoma, leucemia

MAGE-A12 antigeno de melanoma-A12 cancer de vejiga, cancer de cabeza y
cuello, melanoma, cancer de colon,
cancer de pulmoén, sarcoma, leucemia,
cancer de prostata, tumores cerebrales

MAGE-A2 antigeno de melanoma-A2 cancer de vejiga, cancer de cabeza y
cuello, melanoma, cancer de colon,
cancer de pulmoén, sarcoma, leucemia

MAGE-A3 antigeno de melanoma-A3 cancer de vejiga, cancer de cabeza y
cuello, melanoma, cancer de colon,
cancer de pulmodn, sarcoma, leucemia

MAGE-A4 antigeno de melanoma-A4 cancer de vejiga, cancer de cabeza 'y
cuello, melanoma, cancer de colon,
cancer de pulmdn, sarcoma, leucemia

MAGE-A6 antigeno de melanoma-A cancer de vejiga, cancer de cabeza 'y
cuello, melanoma, cancer de colon,
cancer de pulmoén, sarcoma, leucemia

MAGE-A9 antigeno de melanoma-A9 cancer de vejiga, cancer de cabeza y
cuello, melanoma, cancer de colon,
cancer de pulmodn, sarcoma, leucemia

MAGE-B1 antigeno de melanoma-B1 melanoma

MAGE-B10 antigeno de melanoma-B10 melanoma

MAGE-B16 antigeno de melanoma-B16 melanoma

MAGE-B17 antigeno de melanoma-B17 melanoma

MAGE-B2 antigeno de melanoma-B2 melanoma

MAGE-B3 antigeno de melanoma-B3 melanoma

MAGE-B4 antigeno de melanoma-B4 melanoma
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MAGE-B5 antigeno de melanoma-B5 melanoma
MAGE-B1 6antigeno de melanoma-B6 melanoma
MAGE-C1 antigeno de melanoma-C1 cancer de vejiga, melanoma
MAGE-C2 antigeno de melanoma-C2 melanoma
MAGE-C3 antigeno de melanoma-C3 melanoma
MAGE-D1 antigeno de melanoma-D1 melanoma
MAGE-D2 antigeno de melanoma-D2 melanoma
MAGE-D4 antigeno de melanoma-D4 melanoma
MAGE-E1 antigeno de melanoma-E1 cancer de vejiga, melanoma
MAGE-E2 antigeno de melanoma-E2 melanoma
MAGE-F1 antigeno de melanoma-F1 melanoma
MAGE-H1 antigeno de melanoma-H1 melanoma
MAGEL2 MAGE tipo 2 melanoma
mamaglobina A cancer de mama
MART-1/Melan-A antigeno de melanoma melanoma
reconocido por células T
1/antigeno de melanoma A
MART-2 antigeno de melanoma melanoma

reconocido por células T 2

proteina de matriz 22

cancer de vejiga

MC1R

receptor de melanocortina 1

melanoma

M-CSF gen de factor estimulador de | cancer ovarico
colonia de macrofagos
mesotelina cancer ovarico
MG50/PXDN cancer de mama, glioblastoma,
melanoma
MMP 11 fosfoproteina de fase M 11 leucemia
antigeno MN/CA IX carcinoma de células renales
MRP-3 proteina 3 asociada a cancer de pulmon
resistencia a varios farmacos
MUC1 mucina 1 cancer de mama
MUC2 mucina 2 cancer de mama, cancer ovarico, cancer
pancreatico
NA88-A clon de ADNc NA de paciente | melanoma
M88
N-acetil-

glucosaminiltransferasa-V

Neo-PAP

Neo-poli(A) polimerasa

NGEP cancer de préstata
NMP22 cancer de vejiga
NPM/ALK proteina de fusion de
nucleofosmina/cinasa de
linfoma anaplasico
NSE enolasa especifica de cancer pulmonar microcitico,
neuronas neuroblastoma, tumor de Wilm,
melanoma, cancer de tiroides, cancer de
rindn, cancer de testiculos, cancer de
pancreas
NY-ESO-1 Nueva York eséfago 1 cancer de vejiga, cancer de cabeza y
cuello, sarcoma, linfoma B, hepatoma,
cancer pancreatico, cancer ovarico,
cancer de mama
NY-ESO-B
OA1 proteina de albinismo ocular | melanoma
tipo 1
OFA-iLRP antigeno oncofetal-receptor leucemia
de laminina inmaduro
OGT gen de N-acetilglucosamina
transferasa O-enlazado
0S-9

osteocalcina

cancer de préstata

osteopontina

céancer de préstata, cancer de mama,
cancer ovarico

p15

proteina 15
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p15 melanoma
p190 ber-abl menor
p53
PAGE-4 proteina 4 tipo GAGE de cancer de préstata
préstata
PAI-1 inhibidor de activador de cancer de mama
plasmindgeno tisular 1
PAI-2 inhibidor de activador de cancer de mama
plasmindgeno tisular 2
PAP fosfatasa acida de prostata cancer de préstata
PART-1 cancer de prostata
PATE cancer de prostata
PDEF cancer de préstata
Pim-1-quinasa
Pin1 propil isomerasa cancer de prostata
POTE cancer de préstata
PRAME antigeno de melanoma melanoma, cancer de pulmon, leucemia,
expresado preferencialmente | cancer de cabeza y cuello, carcinoma de
células renales, sarcoma
prosteina cancer de préstata
proteinasa-3
PSA antigeno especifico de cancer de préstata
préstata
PSCA cancer de préstata
PSGR cancer de préstata
PSM
PSMA antigeno de membrana cancer de préstata
especifico de prostata
RAGE-1 antigeno renal cancer de vejiga, cancer renal, sarcoma,
cancer de colon
RHAMM/CD168 receptor para motilidad leucemia
mediada por acido hialurénico
RU1 ubicua renal 1 cancer de vejiga, melanoma, cancer
renal
RU2 ubicua renal 2 cancer de vejiga, melanoma, sarcoma,
tumor cerebral, cancer esofagico, cancer
renal, cancer de colon, cancer de mama
S-100 melanoma
SAGE antigeno de sarcoma
SART-1 tumor de rechazo de antigeno | cancer esofagico, cancer de cabeza y
escamoso 1 cuello, cancer de pulmén, cancer uterino
SART-2 tumor de rechazo de antigeno | cancer de cabeza y cuello, cancer de
escamoso 2 pulmén, carcinoma de células renales,
melanoma, tumor cerebral
SART-3 tumor de rechazo de antigeno | cancer de cabeza y cuello, cancer de
escamoso 3 pulmén, leucemia, melanoma, cancer
esofagico
SCC antigeno de carcinoma de cancer de pulmoén
células escamosas
Sp17 proteina de esperma 17 mieloma multiple
SSX-1 punto de interrupcion 1 de carcinoma de células hepatocelulares,

sarcoma sinovial X

cancer de mama

SSX-2/HOM-MEL-40

punto de interrupcion 2 de
sarcoma sinovial X

cancer de mama

SSX-4 punto de interrupcién 4 de cancer de vejiga, carcinoma de células
sarcoma sinovial X hepatocelulares, cancer de mama
STAMP-1 cancer de préstata
STEAP antigeno epitelial de cancer de prostata
transmembrana seis prostata
survivina cancer de vejiga
survivina-2B survivina de retencion de cancer de vejiga
intron 2
TA-90 melanoma
TAG-72 carcinoma de préstata
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TARP cancer de prostata
TGFb TGFbeta
TGFbRII receptor |l de TGFbeta
TGM-4 transglutaminasa especifica cancer de préstata
de prostata
TRAG-3 proteina asociada resistente a | cancer de mama, leucemia y melanoma
taxol 3
TRG gen relacionado a testina
TRP-1 proteina 1 relacionada con melanoma
tirosina
TRP-2/6b TRP-2/ex6n nuevo 6b melanoma, glioblastoma
TRP-2/INT2 TRP-2/intrén 2 melanoma, glioblastoma
Trp-p8 cancer de préstata
Tirosinasa melanoma
UPA activador de plasminégeno cancer de mama
tipo urocinasa
VEGF factor de crecimiento

endotelial vascular

VEGFR-2/FLK-1

receptor 2 de factor de
crecimiento endotelial
vascular

WT1

gen de tumor de Wilm

cancer gastrico, cancer de colon, cancer
de pulmén, cancer de mama, cancer
ovarico, leucemia

Tabla 2 Antigenos mutantes expresados en enfermedades cancerosas

Antigeno mutante | Nombre Sitio de expresion
ber/abl proteina de fusién region de CML

racimo de interrupcion-Abelson
beta-Catenina/m beta-Catenina melanoma

BRCA1/m cancer de mama

BRCA2/m cancer de mama

CASP-5/m cancer colorrectal, cancer gastrico,
carcinoma endometrial

CASP-8/m cancer de cabeza y cuello, carcinoma de
células escamosas

CDC27/m ciclo de divisién celular 27

CDK4/m cinasa 4 dependiente de ciclina | melanoma

CDKN2A/m melanoma

CML66 CML

COA-1/m cancer colorrectal

DEK-CAN proteina de fusién AML

EFTUD2/m melanoma

ELF2/m Factor de alargamiento 2 carcinoma pulmonar de células
escamosas

ETV6-AML1 proteina de gen 6 de variante ALL

Ets/gen 1 de leucemia mieloide
aguda
FN1/m fibronectina 1 melanoma
GPNMB/m melanoma

HLA-A*0201-R170I

intercambio de arginina por
isoleucina en residuo 170 de la
hélice alfa del dominio alfa2 en
el gen HLA-A2

carcinoma de células renales

HLA-A11/m melanoma
HLA-A2/m carcinoma de células renales
HSP70-2M proteina de choque térmico 70-2 | carcinoma de células renales,
mutada melanoma, neuroblastoma
KIAA0205/m tumor de vejiga
K-Ras/m carcinoma pancreatico, carcinoma
colorrectal
LDLR-FUT proteina de fusiéon LDR- melanoma
Eucosiltransferas
MART2/m melanoma
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ME1/m carcinoma pulmonar no microcitico
MUM-1/m melanoma ubicuo mutado 1 melanoma
MUM-2/m melanoma ubicuo mutado 2 melanoma
MUM-3/m melanoma ubicuo mutado 3 melanoma
Miosina clase I/m melanoma
neo-PAP/m melanoma
NFYC/m carcinoma pulmonar de células
escamosas
N-Ras/m melanoma
OGT/m carcinoma colorrectal
0S-9/m melanoma
p53/m
Pml/RARa receptor de leucemia APL, PML
promielocitica/acido retinoico
PRDX5/m melanoma
PRPRK/m proteina tipo receptor-tirosina melanoma
fosfatasa kappa
RBAF600/m melanoma
SIRT2/m melanoma
SYT-SSX-1 proteina de fusion sarcoma
sinaptotagmina I/sarcoma
sinovial X
SYT-SSX-2 proteina de fusion sarcoma
sinaptotagmina 2/sarcoma
sinovial X
TEL-AML1 proteina de fusion leucemia de | AML
familia Ets de
translocacion/leucemia mieloide
aguda 1
TGFDbRII receptor de TGFbeta Il carcinoma colorrectal
TPIl/m triosefosfato isomerasa melanoma

En una realizacion preferente de la invencion, ejemplos de antigenos tumorales que pueden ser codificados
por el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulatorio complejado de la presente invencion se
seleccionan de entre el grupo consistente en 5T4, 707-AP, 9D7, AFP, AIbZIP HPG1, 5 1-integrina, 5 6-
integrina, -actinina-4/m, metilacil-coenzima A racemasa, ART-4, ARTC1/m, B7H4, BAGE-1, BCL-2, bcr/abl,
catenina/m, BING-4, BRCAI/m, BRCA2/m, CA 15-3/CA 27-29, CA 19-9, CA72-4, CA125, calreticulina,
CAMEL, CASP-8/m, catepsina B, catepsina L, CD19, CD20, CD22, CD25, CDE30, CD33, CD4, CD52, CD55,
CD56, CD80, CDC27/m, CDK4/m, CDKN2A/m, CEA, CLCA2, CML28, CML66, COA-1/m, coactosina-proteina
similar, collage XXIll, COX-2, CT-9/BRD6, Cten, ciclina B1, ciclina D1, cyp-B, CYPBI, DAM-10, DAM-6, DEK-
CAN, EFTUD2/m, EGFR, ELF2/m, EMMPRIN, EpCam, EphA2, EphA3, ErbB3, ETV6-AML1, EZH2, FGF-5,
FN, Frau-1, G250, GAGE-1, GAGE-2, GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5, GAGE-6, GAGE7b, GAGE-8, GDEP,
GnT-V, gpl OO, GPC3, GPNMB/m, HAGE, HAST-2, hepsina, Her2/neu, HERV-K-MEL, HLA-A*0201 -R1 71,
HLA-A1 1/m, HLA- A2/m, HNE, homeobox NKX3.1, HOM-TES-14/SCP-1, HOM-TES-85, HPV-E6, HPV-E7,
HSP70-2M, HST-2, hTERT, iCE, IGF-1 R, IL-13Ra2, IL-2R, IL-5, receptor de laminina inmaduro, calicreina-2,
calicreina-4, Ki67, KIAAO205, KIAA0205/m, KK-LC-1, K-Ras/m, LAGE-A1, LDLR-FUT, MAGE-A1, MAGE-A2,
MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A6, MAGE-A9, MAGE-A10, MAGE-A12, MAGE-B1, MAGE-B2, MAGE-B3,
MAGE-B4, MAGE-B5, MAGE-B6, MAGE-B10, MAGE-B16, MAGE-B17, MAGE-C1, MAGE-C2, MAGE-C3,
MAGE-D1, MAGE-D2, MAGE-D4, MAGE-E1, MAGE-E2, MAGE-F1, MAGE-H1, MAGEL2, mamaglobina A,
MART-1/melan-A, MART-2, MART-2/m, proteina de matriz 22, MCI R, M-CSF, ME1/m, mesotelina,
MG50/PXDN, MMP11, antigeno MN/CA IX, MRP-3, MUC-1, MUC-2, MUM-1/m, MUM-2/m, MUM-3/m,
miosina clase I/m, NA88-A, N-acetilglucosaminiltransferasa-V, Neo-PAP, Neo-PAP/m, NFYQm, NGEP,
NMP22, NPM/ALK, N-Ras/m, NSE, NY-ESO-1, NY-ESO-B, OA1, OFA-LRP, OGT, OGT/m, 0S-9, OS-9/m,
osteocalcina, osteopontina, p15, p190 bcr-abl menor, p53, p53/m, PAGE-4, PAM, PAI-2, PART-1, PATE,
PDEF, Pim-1-cinasa, Pin-1, PmI/PARa, POTE, PRAME, PRDX5/m, prosteina, proteinasa-3, PSA, PSCA,
PSGR, PSM, PSMA, PTPRK/m, RAGE-1, RBAF600/m, RHAMM/CD168, RU1, RU2, S-100, SAGE, SART-1,
SART-2, SART-3, SCC, SIRT2/m, Sp17, SSX-1, SSX-2/HOM-MEL-40, SSX-4, STAMP-1, STEAP, survivina,
survivina-2B, SYT-SSX-I, SYT-SSX-2, TA-90, TAG-72, TARP, TEL-AML1, TGFB, TGFBRIl, TGM-4, TPI/m,
TRAG-3, TRG, TRP-1, TRP-2/6b, TRP/INT2, TRP-p8, tirosinasa, UPA, VEGF, VEGFR-2/FLK-1y WT1.

En una realizacion preferente de la invencion, ejemplos de antigenos tumorales que pueden ser codificados
por el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulatorio complejado de la presente invencion se
seleccionan de entre el grupo consistente en MAGE-A1 [numero de registro M77481], MAGE-A6 [nimero de
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registro NM_0053631, melana-A [numero de registro NM_005511], GP100 [numero de registro M77348],
tirosinasa [numero de registro NM_000372], survivina [numero de registro AF077350], CFA [numero de
registro NM_004363], Her-2/neu [numero de registro M11730], WT1 [numero de registro NM_000378],
PRAMF [numero de registro NM_006115], FGFRI (receptor de factor de crecimiento epidérmico 1] [nUmero
de registro AF288738], mucina-1 [numero de registro NM_002456] y SEC61G [numero de registro
NM_014302].

Como otra alternativa, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulatorio complejado de la
presente invencion puede codificar para un anticuerpo. De acuerdo con la presente invencion, este anticuerpo
se puede seleccionar de cualquier anticuerpo, por ejemplo, cualquier anticuerpo producido de manera
recombinante o que ocurre naturalmente conocido en la técnica, en particular de anticuerpos adecuados para
propositos terapéuticos, de diagndstico o cientificos, o anticuerpos que hayan sido identificados en relacion
con enfermedades cancerosas especificas. Aqui, el término “anticuerpo” se usa en su sentido mas amplio y
abarca especificamente anticuerpos monoclonales y policlonales (incluyendo anticuerpos agonistas,
antagonistas y de bloqueo o neutralizantes) y especies de anticuerpos con especificidad poliepitopica. De
acuerdo con la invencion, “anticuerpo” comprende tipicamente cualquier anticuerpo conocido en la técnica
(por ejemplo, anticuerpos IgM, IgD, IgG, IgA e IgE), tales como anticuerpos que ocurren naturalmente,
anticuerpos generados por inmunizacién en un organismo huésped, anticuerpos que fueron aislados e
identificados a partir de anticuerpos que ocurren naturalmente o anticuerpos generados por inmunizacion en
un organismo huésped y producidos recombinantemente mediante métodos biomoleculares conocidos en la
técnica, asi como anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos
biespecificos, intracuerpos, es decir anticuerpos expresados en células y localizados opcionalmente en
compartimientos celulares especificos, y fragmentos y variantes de los anticuerpos mencionados arriba. En
general, el anticuerpo consiste en una cadena ligera y una cadena pesada donde ambas tienen dominios
variables y constantes. La cadena ligera consiste en un dominio variable N-terminal, V., y un dominio
constante C-terminal, C.. Por el contrario, la cadena pesada del anticuerpo IgG, por ejemplo, comprendeun
dominio variable N-terminal, V4, y tres dominios constantes, Cn1, Ch2 y Cn3. Igualmente, preferentemente los
anticuerpos de cadena unica pueden codificarse por el al menos un ARN (molécula) del ARN complejado
aqui con un ARN de una sola hebra, en especial un ARNm.

De acuerdo con una primera alternativa, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulatorio
complejado de la presente invencion puede codificar para un anticuerpo policlonal. En este contexto, el
término “anticuerpo policlonal” se refiere tipicamente a mezclas de anticuerpos dirigidas a antigenos
especificos o inmunégenos o epitopes de una proteina que fueron generados por inmunizaciéon de un
organismo huésped, tal como un mamifero, incluyendo por ejemplo cabra, vaca, cerdo, perro, gato, burro,
mono, simio, roedorescomo raton, hamster y conejo. Los anticuerpos policlonales generalmente no son
idénticos y, por ello,reconocen normalmente diferentes epitopes o regiones del mismo antigeno. Asi, en tal
caso, tipicamente se aplicara una mezcla (una composicion) de diferentes moléculas de ARN complejadas
como las reivindicadasen la presente invencion, cada una codificando para un anticuerpo (monoclonal)
especifico dirigido a antigenos o inmundgenos o epitopes especificos de una proteina.

De acuerdo con otra alternativa, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulatorio
complejado de la presente invencion puede codificar para un anticuerpo monoclonal.El término “anticuerpo
monoclonal” se refiere aquia un anticuerpo obtenido a partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblacién son idénticos excepto por
posibles mutaciones que ocurren naturalmente y que pudieran estar presentes en cantidades menores. Los
anticuerpos monoclonales son altamente especificos, siendo dirigidos a un solo sitio antigénico. Ademas, al
contrario que con las preparaciones de anticuerpos (policlonales) convencionales, que incluyen tipicamente
diferentes anticuerpos dirigidos a diferentes determinantes (epitopes), cada anticuerpo monoclonal es dirigido
a un solo determinante en el antigeno. Por ejemplo, pueden obtenerse anticuerpos monoclonales como los
definidos arriba mediante el método de hibridoma descrito primero por Kohler y Milstein, Nature, 256:495
(1975), o mediante métodos de ADN recombinantes, por ejemplo como se describe en la patente US N°
4.816.567. “Anticuerpos monoclonales” también pueden ser aislados de bibliotecas de fagos generadas
usando las técnicas descritas en McCafferty y col., Nature, 348:552-554 (1990), por ejemplo. De acuerdo con
Kohler y Milstein, un inmundégeno (antigeno) de interés se inyecta en un huésped, tal como un ratén, y los
linfocitos de células B producidos en respuesta al inmundgeno se cosechan después de un tiempo. Las
células B se combinan con células de mieloma obtenidas de ratén y se introducen en un medio que permita
que las células B se fusionen con las células de hibridoma, produciendo hibridomas. Estas células fusionadas
(hibridomas) se disponen después en pocillos separados en placas de microtitulacion y se cultivan para
producir anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales se ensayan para determinar cuales son
adecuados para detectar el antigeno de interés. Después de seleccionarse, los anticuerpos monoclonales
pueden cultivarse en cultivos celulares o inyectando los hibridomas en ratones. Sin embargo, para los
propositos de la presente invencion, las secuencias pepetidicas de estos anticuerpos monoclonales tienen
que ser secuenciadas, pudiendo prepararse las secuencias de ARN que codifiquen para estos anticuerpos
segun procedimientos bien conocidos en la técnica.
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Para propésitos terapéuticos en humanos, también pueden ser codificados por el al menos un ARN
(molécula) del ARN monohebra estimulatorio complejado de la presente invencion anticuerpos monoclonales
o policlonales no humanos, tales como anticuerpos murinos. Sin embargo, estos anticuerpos tipicamente sélo
son de uso limitado, ya que que generalmente inducen una respuesta inmune debida a la produccién de
anticuerpos humanos dirigidos a los anticuerpos no humanos mencionados en el cuerpo humano. Por tanto,
un anticuerpo no humano particular sélo puede ser administrado una vez al humano. Para resolver este
problema, el al menos un ARN (molécula) del ARN complejado monohebra estimulatorio de la presente
invencion puede codificar anticuerpos quiméricos, humanizados no humanos y humanos. Los anticuerpos
“quiméricos” que pueden ser codificados por el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
estimulatorio complejado de la presente invencion son preferentemente anticuerpos donde los dominios
constantes de los anticuerpos descritosanteriormente se reemplazan por secuencias de anticuerpos de otros
organismos, en particular por secuencias humanas. Los anticuerpos “humanizados” (no humanos)que
también pueden ser codificados por el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulatorio
complejado de la presente invencién son anticuerpos donde los dominios constantes y variables (excepto por
los dominios hipervariables) descritos arriba son reemplazados por secuencias humanas. De acuerdo con
otra alternativa, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulatorio complejado de la presente
invencion puede codificar para anticuerpos humanos, es decir anticuerpos que tengan solo secuencias
humanas. Estos anticuerpos humanos pueden aislarse de tejidos humanos o de organismos huésped no
humanos inmunizados que sean transgénicos para el locus génico de IgG humana, las secuencias de ARN
secuenciadas pueden prepararse segun procedimientos bien conocidos en la técnica. Ademas, pueden
proporcionarse anticuerpos humanos empleando unalibreria de fagos.

Ademas, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulatorio complejado de la presente
invencion puede codificar para anticuerpos biespecificos.En el contexto de la invencioén,los anticuerpos
“biespecificos” son preferentemente anticuerpos que actian como un adaptador entre un efector y unadiana
respectivo, por ejemplo con el fin de reclutar moléculas efectoras tales como toxinas, farmacos, citoquinas,
etc., dirigir células efectoras tales como CTI, células NK, macréfagos, granulocitos, etc. (véase Kontermann
R.E., Acta Pharmacol. Sin. 2005, 26(1): 1-9). En general, los anticuerpos biespecificos como los descritos en
la presente estan configurados para reconocer por ejemplo dos antigenos diferentes, inmundgenos, epitopes,
farmacos, células (o receptores de las células) u otras moléculas (o estructuras) tales como las descritas
anteriormente. Aqui, biespecificidad significa que las regiones de unién a antigeno de los anticuerpos son
especificas para dos epitopes diferentes. Asi, diferentes antigenos, inmundgenos o epitopes, etc., pueden
acercarse entre si, lo cual, opcionalmente, permite una integracién directa de los dos componentes. Por
ejemplo, células diferentes tales como células efectoras y células diana pueden conectarse via un anticuerpo
biespecifico. La presente invencion incluye pero no esta limitada a anticuerpos o fragmentos de los mismos
que se unen, por un lado, a un antigeno soluble como los aqui descritos, y, por el otro lado, a un antigeno o
receptor sobre la superficie de una célula tumoral.

En resumen, de acuerdo con la invencion, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulatorio
complejado de la presente invencion también puede codificar para anticuerpos como los anteriormente
definidos. Ya que estos anticuerpos son anticuerpos expresados intracelularmente, es decir anticuerpos
codificados por acidos nucleicos ubicados en compartimientos especificos de la célula y también ahi
expresados, estos anticuerpos también pueden denominarse intracuerpos.

Preferentemente, los anticuerpos codificados por el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
estimulatorio complejado de la presente invenciéon pueden comprender anticuerpos de longitud completa, es
decir anticuerpos compuestos por las cadenas pesada y ligera completas como se ha descrito. Sin embargo,
también derivados de anticuerpos tales como fragmentos, variantes o aductos de anticuerpos pueden ser
codificados por el al menos un ARN del ARN monohebra estimulatorio complejado de acuerdo con la
presente invencion.

El al menos un ARN (molécula) del ARN complejado de la presente invencion también puede codificar para
fragmentos de anticuerpos seleccionados de entre fragmentos Fab, Fab’, F(ab’),, Fc, Fab, pFc’, Fd y Fv de
los anticuerpos mencionados arriba. En general, los fragmentos de anticuerpo se conocen en la técnica. Por
ejemplo, un fragmento Fab (“fragmento, unién a antigeno”) estd compuesto por un dominio constante y uno
variable de cada una de las cadenas pesada y ligera. Los dos dominios variables se unen al epitope en
antigenos especificos. Las dos cadenas se conectan por un enlace disulfuro. Un fragmento scFv (“fragmento
variable de cadena individual®), por ejemplo, consiste tipicamente en los dominios variables de las cadenas
ligera y pesada. Los dominios son enlazados por un enlace artificial, en general un enlace polipéptido, tal
como un péptido compuesto de 15-25 residuos de glicina, prolina y/o serina.

De acuerdo con la invencién, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulatorio complejado
de la presente invencion puede codificar para fragmentos y/o variantes de las proteinas, antigenos o
anticuerpos terapéuticamente activos mencionados anteriormente, donde los fragmentos y/o las variantes
pueden tener una identidad de secuencia con uno de las proteinas, antigenos o anticuerpos terapéuticamente
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activos mencionados de al menos un 70%, 80% o un 85%, preferentemente de al menos un 90%, en especial
de al menos un 95% y en particular de al menos un 99% de la longitud completa de las secuencias de acidos
nucleicos o aminoacidos de codificacion que codifiquen para estas proteinas, antigenos o anticuerpos
terapéuticamente activos. Preferentemente, los fragmentos y/o variantes tienen la misma funcién bioldgica o
actividad especifica en comparacién con las proteinas, antigenos o anticuerpos terapéuticamente activos
nativos de longitud completa, por ejemplo capacidad de unién especifica (por ejemplo, de antigenos
particulares), actividad catalitica (por ejemplo, de proteinas terapéuticamente activas), etc. En este contexto,
la “funcidn bioldgica” de los anticuerpos aqui descritos también comprende la neutralizacion de antigenos,
activacion de complementos u opsonizacion. Asi, los anticuerpos reconocen tipicamente ya sea epitopes
nativos en la superficie celular o antigenos libres. Los antigenos definidos arriba pueden interactuar con los
antigenos presentadores de células e iniciar diferentes mecanismos de defensa. Por un lado, el anticuerpo
puede iniciar mecanismos de sefializacion en la célula seleccionada que lleven a su autodestruccion
(apoptosis). Por otro lado, pueden marcar la célula de manera que los demas componentes o células
efectoras del sistema inmunolégico del cuerpo puedan reconocerlos y atacarlos. Los mecanismos de ataque
son conocidos como citotoxicidad mediada por complemento dependiente de anticuerpos (CMC) y
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). La ADCC incluye el reconocimiento del anticuerpo
por células inmunes que se acoplan a las células marcadas con anticuerpos y, ya sea a través de su accién
directa o a través del reclutamiento de otros tiposcelulares, llevan a la muerte de la célula seleccionada. CMC
es un proceso dondese activa una cascada de proteinas de complemento diferentes, normalmente cuando
varios anticuerpos estan proximos unos con otros, dando como resultado bien la lisis celular o atrayendo
otras células inmunes a este lugar para haer la funcion de células efectoras. En la neutralizacién de un
antigeno, el anticuerpo puede unirse a un antigeno y neutralizarlo. Esta reaccion de neutralizacion, a su vez,
en general conduce al bloqueo del anticuerpo. De esta manera, el anticuerpo puede unirse soélo a un
antigeno, o, en el caso de un anticuerpo biespecifico, a dos antigenos. En particular, los fragmentos de
anticuerpos scFv son Utiles para reacciones de neutralizacion, ya que no contienen las funcionalidades del
dominio constante de un anticuerpo. En la activacién de complemento, el sistema complejo de proteinas de
complemento puede activarse por medio de la unién de un anticuerpo independiente de la parte Fc de un
anticuerpo. Los productos finales de la cascada de complemento dan como resultado la lisis de la célula y la
generacion de una miriada inflamatoria. En la opsonizacion, patégenos u otras particulas no celulares se
hacen accesibles a los fagocitos por medio de la unién del dominio constante de un anticuerpo. Como
alternativa, las células reconocidas como extrafias pueden ser lisadas mediantecitotoxicidad mediada por
células dependientes de anticuerpos (ADCC).En particular, las células NK pueden presentar funciones de lisis
al activar los receptores Fc.

Para determinar el porcentaje al cual dos secuencias de ARN (acidos nucleicos o aminoacidos) son idénticas,
las secuencias pueden alinearse para asi su comparacién. Por tanto, pueden insertarse por ejemplo espacios
en las secuencias de la primera secuencia y el componente en la posicidon correspondiente de la segunda
secuencia puede compararse. Si una posicion en la primera secuencia esta ocupada por el mismo
componente, como es el caso de una posicion en la segunda secuencia, las dos secuencias son idénticas en
esta posicion. El porcentaje al cual dos secuencias son idénticas es funcidon del numero de posiciones
idénticas dividido entre el numero total de posiciones.

El porcentaje al cual dos secuencias son idénticas puede determinarse usando un algoritmo matematico. Un
ejemplo preferente pero no limitativo de algoritmo matematico que se puede usar es el algoritmo de Karlin y
col. (1993), PNAS USA 90:5873-5877, o de Atchul y col. (1997), Nucleic Acids Res, 25:3389-3402. Este
algoritmo esta integrado en el programa BLAST. Las secuencias que son idénticas a las secuencias del ARN
del ARN complejado de la presente invencion hasta cierto grado pueden ser identificadas por este programa.

Laal menos una molécula de ARN (del ARN monohebra estimulatorio complejado de la presente invencion)
que codifican para secuencias de aminoacidos que tienen (a) sustituciones conservativas en comparacion
con una secuencia fisiologica particular caen bajo el término de variantes. Las sustituciones dondelos
aminoacidos codificados que se originan a partir de la misma clase son intercambiados por otros
sedenominan sustituciones conservativas. En particular, éstos son aminoacidos codificados que son cadenas
laterales alifaticas, cadenas laterales cargadas positiva o negativamente, grupos aromaticos en las cadenas
laterales o aminoacidos codificados, cuyas cadenas laterales pueden entrar en puentes de hidrégeno, por
ejemplo, cadenas laterales hidroxilo-funcionales. Esto significa que por ejemplo un aminoacido con una
cadena lateral polar es reemplazado por otro aminoacido con una cadena lateral también polar, o por ejemplo
un aminoacido caracterizado por una cadena lateral hidréfoba es sustituido por otro aminoacido que tenga
una cadena lateral también hidréfoba (por ejemplo serina (treonina por treonina (serina) o leucina (isoleucina)
por isoleucina (leucina)). Son posibles inserciones y sustituciones, en particular, en aquellas posiciones de
secuencia que no modificanla estructura tridimensional o no afectan a la regién de unién. Las modificaciones
a una estructura tridimensional debidas a inserciones o supresiones pueden determinarse facilmente, por
ejemplopor espectro CD (espectros de dicroismo circular) (Urry, 1985, Absorption, Ciruclar Dichroism and
ORD of Polypeptides, in Modern Physical Methods in Biochemistry, Neuberger y col.(ed.), Elsevier,
Amsterdam).
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ARN inmunoestimulador

El al menos un ARN (molécula) del ARN complejado de la presente invencion es un ARN inmunoestimulador.
Por tanto, el ARN inmunoestimulador puede presentar un efecto inmunoestimulador ya sea antes de la
complejacion del ARN con el oligopéptido de la invencion de la formula (1) definida, opreferentemente, el
efecto inmunoestimulador del ARN tal como se usa en la presente invencién puede ser potenciado o incluso
inducido mediante complejacion del ARN con el oligopéptido de la invencién de acuerdo con la férmula (1)
definidaanteriormente.El  ARN inmunoestimulador del ARN monohebra estimulatorio complejado de la
presente invencion puede ser cualquier ARN, por ejemplo, un ARN codificador como se ha definido. El ARN
inmunoestimulador es un ARN de una sola hebra, preferentemente un ARN circular o lineal, en especial un
ARN lineal. Con especial preferencia, el ARN inmunoestimulador puede ser un ARN monohebra lineal.
Incluso con mayor preferencia, el ARN inmunoestimulador puede ser un ARN monohebra mensajero (ARNm)
lineal. Un ARN inmunoestimulador también puede existir como un oligonucleétido de ARN corto tal como el
definido arriba.

Un ARN inmunoestimulador tal como se usa aqui puede ademas seleccionarse de entre cualquier clase de
moléculas de ARN, natutales o preparadas sintéticamente, que pueden inducir una respuesta inmune. En
este contexto, la respuesta inmune se puede provocar de varias maneras. Un factor esencial para la
respuesta inmune adecuada es la estimulacion de diferentes sub-poblaciones de células T. Los linfocitos T se
dividen tipicamente en dos sub-poblaciones, las células auxiliares T1 (Th1) y las células auxiliares T2 (Th2),
con las cuales el sistema inmunolégico es capaz de destruir patdgenos (es decir antigenos) intracelulares
(Th1) y extracelulares (Th2). Las dos poblaciones de células Th difieren en el patron de las proteinas
efectoras (citoquinas) producidas por ellas. Asi, las células Th1 ayudan en la respuesta inmune celular
mediante la activacion de macréfagos y células T citotdxicas. Las células Th2, por otro lado, promueven la
respuesta inmune humoral mediante la estimulacién de las células B para su conversion en células
plasmaticas y mediante la formacion de anticuerpos (por ejemplo contra antigenos). Por tanto, la relacion
Th1/Th2 es de gran importancia en la respuesta inmune. En relacion con la presente invencion, la proporcion
Th1/Th2 de la respuesta inmune preferentemente esta desplazada en direccion a la respuesta celular
(respuesta Th1), induciendo asi una respuesta inmune celular. De acuerdo con un ejemplo, el sistema
inmunoldgico puede ser activado por ligandos de los receptores tipo Toll (TLRs). Los TLRs son una familia de
polipéptidos receptores de reconocimiento de patrén (PRR) altamente conservados que reconocen patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMPSs) y juegan un papel critico en la inmunidad innata en mamiferos.
Actualmente se han identificado al menos trece miembros de la familia, designados TLR1-TLR13 (receptores
tipo Toll: TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10, TLR11, TLR12 o TLR13).
Ademas, se ha identificado numersos ligandos TLR especificos. Por ejemplo, se ha encontrado que un ADN
bacteriano no metilado y sus analogos sintéticos (CpG ADN) son ligandos para TLR9 (Hemmi H. y col.
(2000), Nature 408:740-5; Bauer S.y col. (2001), Proc NatlAcadSci USA 98, 9237-42). Ademas, se ha
informado de que algunos ligandos para ciertos TLRs incluyen determinadas moléculas de acido nucleico y
que ciertos tipos de ARN son inmunoestimuladores de manera independiente de secuencia o dependiente de
secuencia, donde estas varias moléculas de ARN inmunoestimuladoras pueden, por ejemplo, estimular TLR3,
TLR7 o TLR8 o receptores intracelulares tales como RIG-I, MDA-5, etc. Por ejemplo, E.g. Lipford y col.
determinaron ciertos oligorribonucleétidos que contienen G, U como inmunoestimuladores actuando por
medio de TLR7 y TLR8 (véase la WO 03/086280). Los oligonucleétidos inmunoestimuladores que contienen
G, U descritos por Lipford y col. se creia que eran derivables de fuentes de ARN, incluyendo ARN ribosémico,
ARN de transferencia, ARN mensajero y ARN viral.

De acuerdo con la presente invencion, se encontré que cualquier ARN (molécula), por ejemplo como el
definido arriba (independientemente de su longitud especifica, tipo de hebra, modificacion y/o secuencia de
nucleodtidos) complejado con un péptido vehiculo de acuerdo con la férmula empirica
(Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x (formula 1) puede tener propiedades inmunoestimuladoras, es decir
incrementar la respuesta inmune. EI ARN tal como sedefine arriba complejado con un péptido vehiculo de
acuerdo con la formula empirica (Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x (formula 1) puede asi emplearse para
incrementar una inmunoestimulacion (no especifica), si es adecuado y se desea para un tratamiento
especifico. En consecuencia, puede ser una propiedad intrinseca del ARN complejado de la invencion
proporcionar efectos inmunoestimuladores mediante la complejacion de cualquier ARN con un péptido de
acuerdo con la formula (1).

El al menos un ARN (molécula) (inmunoestimulador) del ARN monohebra complejado de la presente
invencion también puede entoncescomprender cualquier secuencia de ARN conocida por ser
inmunoestimuladora, incluyendo, sin limitarse a, secuencias de ARN que representan y/o codifican para
ligandos de TLRs, preferentemente seleccionados de los miembros de la familia TLR1-TLR13, en especial de
TLR7 y TLRS8, ligandos para receptores intracelulares de ARN (tales como RIG-1 o MAD-5, etc.) (véase por
ejemplo Meylan, E., Tschopp, J. (2006), Toll-like receptors and RNA helicases: two parallel ways to trigger
antiviral responses,Mol. Cell 22, 561-569), o cualquier otra secuencia de ARN inmunoestimuladora. Ademas,
las (clases) moléculas de ARN quepueden ser usadas como ARN inmunoestimulador pueden incluir cualquier
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otro ARN capaz de desarrollar una respuesta inmune. Sin limitacién, tal ARN inmunoestimulador puede incluir
ARN ribosémico (ARNr), ARN de transferencia (ARNt), ARN mensajero (ARNm) y ARN viral (ARNv).

Otras (clases de) moléculas de ARN que pueden usarse como el al menos un ARN (molécula)
(inmunoestimulador) del ARN monohebra complejado de la presente invencidon pueden comprender, sin
limitarse a, por ejemplo una molécula de ARN de férmula (lla):

G XmGn
donde:
G es guanosina, uracilo o un analogo de guanosina o uracilo;
X es guanosina, uracilo, adenosina, timidina, citosina, o un analogo de estos nucledétidos;

| es un entero de 1 a 40, donde cuando | = 1 G es guanosina o un analogo de la misma, cuando | > 1
al menos el 50% de los nucledétidos son guanosina o analogos de la misma;

m es un entero y es al menos 3;donde cuando m = 3 X es uracilo o un analogo del mismo,cuando m >
3 al menos existen 3 uracilos o analogos de uracio sucesivos;
n es un entero de 1 a 40,donde cuando n = 1 G es guanosina o un analogo de la misma,cuando n > 1

al menos el 50% de los nucledtidos son guanosina o analogos de la misma.

Ademas, otras (clases de) moléculas de ARN que pueden usarse como el al menos un ARN (molécula)
(inmunoestimulador) del ARN monohebra complejado de la presente invencion pueden comprender, sin
limitarse a, por ejemplo una molécula de ARN de formula (lIb):

CXmCn
donde:
C es citosina, uracilo o un analogo de citosina o uracilo;
X es guanosina, uracilo, adenosina, timidina, citosina o un analogo de estos nucledtidos;

| es un entero de 1 a 40,donde cuando | = 1 C es citosina o un analogo de la misma,cuando | > 1 al
menos el 50% de los nucledtidos son citosina o analogos de la misma;

m es un entero y es al menos 3;donde cuando m = 3 X es uracilo o un analogo del mismo,cuando m >
3 existen al menos 3 uracilos o nma’logos de uracilo sucesivos,
n es un entero de 1 a 40,donde cuando n = 1 C es citosina o un analogo de la misma,cuando n > 1 al

menos el 50% de los nucleodtidos son citosina o analogos de la misma.

De preferencia, las moléculas de ARN inmunoestimuladoras tal como se utilizan aqui como el al menos un
ARN (molécula) del ARN complejado de la presente invencion comprenden una longitud tal como la definida
en general anteriormente para las moléculas de ARN del ARN complejado de la presente invencién, en
especial una longitud de 5 a 5.000, de 500 a 5.000, o, con mayor preferencia de 1.000 a 5.000, o,
alternativamente, de 5 a 1.000, 5 a 500, 5 a 250, de 5 a 100, de 5 a 50, o, en particular de 50 a 30
nucledtidos.

El al menos un ARN inmunoestimulador tal como se usa aqui como el al menos un ARN (molécula) del ARN
monohebra inmunoestimulatorio complejado de la presente invencion puede ser modificado ademas,
preferentemente, “quimicamente” para asi incrementar las propiedades inmunoestimuladoras del ADN. El
término “modificacion quimica” significa que el ARN usado como ARN inmunoestimulador segun la invencion
se modifica porsustitucion, insercién o eliminacion de atomos o grupos atéomicos individuales o de varios
atomos o grupos atdémicos en comparacion con las especies de ARN naturales.

Prefererentemente, la modificacion quimica del ARN comprende al menos un analogo de nucledtidos que
ocurren naturalmente. En una lista que de ninguna manera es conclusiva, ejemplos que pueden ser citados
para los analogos de nucledtidos a usar de acuerdo con la invencion son analogos de guanosina, uracilo,
adenosina, timidina, citosina. Las modificaciones pueden referirse a modificaciones de la base, la parte ribosa
y/o la parteesqueleto fosfato. En este contexto, analogos de guanosina, uracilo, adenosina y citosina incluyen,
sin limitacion, cualquier guanosina, uracilo, adenosina, timidina o citosina que ocurra naturalmente o que no
ocurra naturalmente, que haya sido alterada quimicamente, por ejemplopor acetilacion, metilacion,
hidroxilacién, etc., incluyendo 1-metiladenosina, 1-metilguanosina, 1-metilinosina, 2,2-dimetil-guanosina, 2,6-
diaminopurina, 2’-amino-2’-desoxiadenosina, 2’-amino-2’-desoxicitidina, 2’-amino-2’-desoxiguanosina, 2’-
amino-2’-desoxiuridina, 2-amino-6-cloropurinribésido, 2-aminopurinribdsido, 2’-araadenosina, 2’-aracitidina,
2’-arauridina, 2’-azido-2’-desoxiadenosina, 2’-azido-2’-desoxicitidina, 2’-azido-2’-desoxiguanosina, 2’-azido-2’-
desoxiuridina, 2-cloroadenosina, 2’-fluor-2’-desoxiadenosina, 2’-fluor-2’-desoxicitidina, 2’-fluor-2’-
desoxiguanosina, 2’-fluor-2’-desoxiuridina, 2’-fluorotimidina, 2-metiladenosina, 2-metilguanosina, 2-metiltio-
N6-isopenteniladenosina,  2’-O-metil-2-aminoadenosina,  2’-O-metil-2’-desoxi-adenosina,  2’-O-metil-2’-
desoxicitidina, 2’-O-metil-2’-desoxiguanosina, 2’-O-metil-2’-desoxiuridina, 2’-O-metil-5-metiluridina, 2’-O-
metilinosina, 2’-O-metilpseudouridina, 2-tiocitidina, 2-tiocitosina, 3-metilcitosina, 4-acetilcitosina, 4-tiouridina,
5-(carboxihidroximetil)uracilo, 5,6-dihidrouridina, 5-aminoalilcitidina, 5-aminoalil-desoxiuridina, 5-
bromouiridina, 5-carboximetilaminometil-2-tiouracilo, 5-carboximetilaminometiluracilo, 5-cloroaracitosina, 5-
fluorouridina, 5-yodouridina, 5-metoxicarbonilmetiluridina, 5-metoxiuridina, 5-metil-2-tiouridina, 6-azacitidina,
6-azauridina, 6-cloro-7-desazaguanosina, 6-cloropurinoribosido, 6-mercapto-guanosina, 6-
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metilmercaptopurina-ribésido, 7-desaza-2’-desoxiguanosina, 7-desazaadenosina, 7-metilguanosina, 8-
azaadenosina, 8-bromoadenosina, 8-bromoguanosina, 8-mercaptoguanosina, 8-oxoguanosina,
bencimidazolribddiso, beta-D-manosilqueosina, dihidrouracilo, inosina, N1-metiladenosina, NG6-([6-
aminohexiljcarbamoilmetil)adenosina, N6-isopenteniladenosina, N6-metil-adenosina, N7-metilxantosina, N-
uracil-5-oxiacetato de metilo, puromicina, queosina, acido uracil-5-oxiacético, uracil-5-oxiacetato de metilo,
wybutoxosina, xantosina y xiloadenosina. La preparacion de estos analogos es conocida del experto en la
materia, por ejemplo de las patentes US 4.373.071, US 4.401.796, US 4.415.732, US 4.458.066, US
4.500.707, US 4.668.777, US 4.973.679, US 5.047.524, US 5.132.418, US 5.153.319, US 5.262.530 y
5.700.642. En caso de un analogo como el descrito anteriormente, se da particular preferencia de acuerdo
con la invencion a aquellos analogos que incrementan la inmunogenicidad de la secuencia de ARN
inmunoestimuladora aqui usada como el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmunoestimulador complejado de la presente invencion y/o que no interfieren con otra modificacion que haya
sido introducida en dicho ARN inmunoestimulador.

ARNSi

El al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencion
puede estar en forma de ARNsi. Un ARNsi es de particular interés en relacion con el fendémeno de
interferencia de ARN. Se debe atencion especial al fendmeno de interferencia de ARN en el curso de una
investigacion inmunoldégica. En los ultimos afios se ha descubieto un mecanismo de defensa a base de ARN
que tiene lugar tanto en el reino de los hongos como en el reino vegetal y animal y actia como un “sistema
inmunolégico del genoma”. El sistema fue descrito originalmente en varias especies independients unas de
otras, primero en C. elegans, antes de que fuera posible identificar los mecanismos subyacentes de los
procesos como idénticos: resistencia a virus mediada por ARN en plantas, PTGS (silenciamiento de genes
post-transcripcional) en plantas e interferencia de ARN en eucariontes se basan en un procedimiento comun.
La técnica de interferencia de ARN (ARNi) in vitrose base en moléculas de ARN de doble hebra (ARNds), que
desencadenan la supresion especifica de secuencias de expresion génica (Zamore (2001), Nat. Struct. Biol.
9:746-750; Sharp (2001), Genes Dev. 5:485-490; Hannon (2002), Nature 41-244-251). En la transfeccion de
células de mamifero con ARNds largo, la activacion de la proteina quinasa R y Rnasal ocasiona efectos no
especificos, por ejemplo una respuesta a interferén (Stark y col. (1998), Annu. Rev. Biochem. 67:227-264, He
y Katze (2002), Viral Immunol. 15:95-119). Estos efectos no especificos se evitan cuando se usa el llamado
ARNSsi mas corto, por ejemplo de 21 a 23 meros (ARN de pequefa interferencia), debido a que los efectos no
especificos no son desencadenados por un ARNsi que es mas corto que 30 pb (Elbashir y col. (2001), Nature
411:494-498). Recientemente, también se han empleado moléculas de ARNds in vivo (McCaffrey y col.
(2002), Nature 418:38-39; Xia y col. (2002), Nature Biotech. 20:1006-1010; Brummelkamp y col. (2002),
Cancer Cell 2:243-247). Un ARNSsi tal el aqui usado para el ARN monohebra estimulatorio complejado de
acuerdo con la presente invencion comprende tipicamente una secuencia de ARN de una sola hebra de
aproximadamente 8 a 30 nucledtidos, preferentementede 17 a 25 nucledtidos, con especial preferencia de 20
a 25y en particular de 21 a 23 nucleétidos. En principio, todas las secciones que tienen una longitud de 17 a
29, de preferencia de 19 a 25, muy preferiblemente de 21 a 23 pares de bases que pueden ocurrir en la
region de codificacion de una secuencia de ARN tal como la mencionada, por ejemplo de una secuencia de
ARN(m), pueden servir como secuencia diana para un ARNsi. Igualmente, las moléculas de ARNsi también
pueden ser dirigidas contra secuencias de nucleétidos de las proteinas o antigenos (terapéuticamente
relevantes) descritosaqui anteriormente que no se encuentre en la regién de codificacion, en particular en la
region no codificadora 5 del ARN, y por tanto, contra regiones no codificadoras del ARN confuncion
reguladora. Asi, la secuencia diana del ARNsi puede caer en la region traducida y/o no traducida del ARN y/o
en la region de los elementos de control. La secuencia diana de un ARNsi también puede caer en la region
solapada de una secuencia no traducida y una traducida. En particular, la secuencia diana puede comprender
al menos un nucleétido aguas arriba del extremo 5’ del triplete de inicio de la region de codificacion del ARN.

ARN antisentido

El al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulador complejado de la presente invencion puede
ser un ARN antisentido. En el contexto de la presente invencién, preferentemente un ARN antisentido es una
molécula de ARN (de una sola hebra) transcrita en base a la hebra, en lugar de la plantilla, de codificacion de
ADN, de manera que es complementaria al ARN sentido (mensajero). Un ARN antisentido tal como se usa
aqui como el al menos un ARN (molécula) del ARN complejado de la presente invencion tipicamente forma
un duplex entre las moléculas de ARN sentido y antisentido, siendo capaz de bloquear la traduccion del
ARNm. Un ARN antisentido tal como se usa aqui como el al menos un ARN (molécula) del ARN complejado
de la presente invencion puede ser dirigido contra (puede ser complementario a) cualquier parte de la
secuencia de ARNm que puede codificar para una proteina o antigeno (terapéuticamente relevante) (por
ejemplo, como los descritosaqui anteriormente), si asimanera la traduccion de la proteina codificada se
reduce/suprime. En consecuencia, la secuencia diana del ARN antisentido en el ARNm diana puede ubicarse
en la region traducida y/o no traducida del ARNm, por ejemplo en la region de los elementos de control del
ARNmMm, en particular en la regidon no codificadora 5’ del ARN que ejerce una funcién reguladora. La secuencia
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diana de un ARN antisentido del ARNm seleccionado también puede construirse de manera que el ARN
antisentido se enlaza al ARNm cubriendo con su secuencia una region que parcialmente complementaria a la
secuencia (de codificacién) no traducida y traducida del ARNm seleccionado; en particular, el ARN
antisentido puede ser complementario a la secuencia de ARNmdianaen al menos un nucleétido aguas arriba
del extremo 5’ del triplete de inicio de la region codificadora del ARNm seleccionado. Preferentemente, el
ARN antisentido segun se usa aqui como el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmunomodulador complejado de la presente invencion comprende una longitud tal como la definida
anteriormente en generalpara moléculas de ARN (del ARN complejado de la presente invencion).
Tipicamente el ARN antisentido tal como se usa aqui como el al menos un ARN (molécula) del ARN
monohebra inmunoestumulador complejado de la presente invencion sera un fragmento del ARNm diana.
Mas detalladamente, preferentemente el ARN antisentido puede tener una longitud de 5 a 5.000, de 500 a
5.000 y muy preferiblemente de 1.000 a 5.000 o, como alternativa, de 5 a 1.000, 5 a 500, 5 a 250, de 5 a 100,
de 5 a 50 o de 5 a 30 nucledtidos, o, alternativamente, todavia con mayor preferencia una longitud de 20 a
100, de 20 a 80 o de 20 a 60 nucledtidos.

Modificaciones del ARN

De acuerdo con una realizacion, el ARN tal como se usa aqui como el al menos un ARN (molécula) del ARN
monohebra estimulador complejado de la presente invencidon (independientemente de su potencial
terapéutico especifico, longitud y/o secuencia), en particular el oligonucledtido de ARN corto, el ARN de
codificacion, el ARN inmunoestimulador, el ARNsi, el ARN antisentido, los riboswitches reguladores de la
expresion génica, ribozimas o aptameros, puede porporcionarse como un ARN modificado donde cualquier
modificacion(en particular la descrita a continuacion) puede ser introducida (en cualquier combinacién o como
tal) en el ARN (molécula) tal como el definido arriba. Sin embargo, ciertos tipos de modificaciones pueden ser
mas adecuadas para tipos de ARN especificos (por ejemplo mas adecuadas para un ARN de codificacion),
mientras que otras modificaciones pueden aplicarse a cualquier molécula de ARN, por ejemplo como la aqui
definida,sin estar restringidas a tipos de ARN especificos. En consecuencia, se pueden introducir
modificaciones del ARN para lograr efectos especificos o complejos deseables para su uso en la aplicacién
de la invencidon. Asi, pueden disefiarse modificaciones, por ejemplo, para estabilizar el ARN contra la
degradacion, para incrementar su eficacia de transfeccion, para mejorar su eficacia de traduccion, para
incrementar su potencial inmunogénico y/o para incrementar su potencial terapéutico (por ejemplo,
incrementar su silenciamiento o propiedades antisentido). Con particular preferencia, el ARN modificado
como componente del ARN complejado de la invencidon permite combinar la mejora de al menos una, en
especial al menos dos propiedades funcionales, por ejemplo para estabilizar el ARN y para mejorar el
potencial terapéutico o inmunogénico.

En general, un objetivo primario es estabilizar el ARN tal como se usa aqui como el al menos un ARN
(molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencién, de forma que se
amplie su tiempo de vida media in vivo. Preferentemente, el tiempo de vida media de un ARN modificado bajo
condiciones in vivo se ampliea (en comparacion con el ARN no modificado) en al menos un 20,
preferiblemente en al menos un 40, con especial preferencia en al menos un 50 y en particular en al menos
un 70, 80, 90, 100, 150 6 200%. La estabilizacion lograda por la modificacion puede aumentarla vida media
del ARN modificado en al menos 5, 10, 15, 30 o preferiblemente en al menos 60 minutos en comparacién con
el ARN no modificado.

De acuerdo con una realizacion, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador
complejado de la presente invencion, preferentemente un ARN de codificacion, por ejemplo ARNm, puede
estabilizarsemodificando el contenido en G/C, por ejemplo de la regién de codificacion del ARN. En una
realizacion particularmente preferente de la presente invencion, el contenido en G/C de la region de
codificacion del ARN (del ARN monohebra imunoestimulador complejado de la presente invencion) es
alterado, particularmente incrementado, en comparacion con el contenido en G/C de la regién de codificacion
de su correspondiente ARN salvaje, es decir el ARN no modificado. La secuencia de aminoacidos codificada
del ARN modificado preferentemente no se altera en comparacién con la secuencia de aminoacidos
codificada por el ARN salvaje correspondiente.

Esta modificacion del ARN tal como se usa aqui como el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmunoestimulador complejado de la presente invencién se basa en el hecho de que la secuencia de
codificacion de cualquier ARN a traducir es importante para la traduccidon eficiente de dicho ARN. En
particular, las secuencias que tienen un mayor contenido en G (guanosina)/C (citosina) son mas estables que
aquellas que tienen un mayor contenido en A (adenosina)/U (uracilo). De acuerdo con la invencién, los
codones del ARN son por tanto alterados en comparacién con el ARN tipo salvaje, mientras conservan la
secuencia de aminoacidos traducida de manera que incluyen una mayor cantidad de nucledtidos G/C. Con
respecto al hecho de que varios codones codifican para uno y el mismo aminoacido (la llamada degeneracion
del cédigo genético), pueden determinarse los codones mas favorables para la estabilidad (el llamado uso de
codones alternativo).
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Dependiendo del aminoacido que sera codificado por el ARN tal como se usa aqui como el al menos un ARN
(molécula) del ARN monohebra estimulador complejado de la presente invencion, existen varias posibilidades
para modificarlas secuencias del ARN en comparacion con su secuencia salvaje. En caso de aminoacidos
que son codificados por codones que contienen exclusivamente nucledtidos G o C, no es necesaria
modificacion alguna del codén. Asi, los codones para Pro (CCC o CCG), Arg (CGC o CGG), Ala (GCC o
GCG) y Gly (GGC o GGG) no requieren modificacion, ya que no esta presente A o U.

Por el contrario, los codones que contienen los nucledtidos A y/o U pueden modificarse mediante la
sustitucion por otros codones que codifiquen para los mismos aminoacidos pero que no contengan A y/o U.
Ejemplos de estos son:

los codones para Pro pueden modificarsede CCU o CCA a CCC o CCG;

los codones para Arg pueden modificarsede CGU o CGA o AGA o AGG a GGC o CG;

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

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

En otros casos, aunque los nucleétidos A o U no pueden ser eliminados de los codones, sin embargo es
posible reducir el contenido en A y U empleando codones con menor contenido en nucleétidos A y/o U.
Ejemplos de estos son:

los codones para Phe pueden modificarse de UUU a UUC;

los codones para Leu pueden modificarse de UUA, UUG, CUU o CUA a CUC o CUG;

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

el codén para Tyr puede modificarse de UAU a UAC;

el coddn para Cys puede modificarsede UGU a UGC;

el coddn para His puede modificarse de CAU a CAC;

el codon para GIn puede modificarse de CAA a CAG;

los codones para lle pueden modificarse de AUU o AUA a AUC;

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

el coddn para Asn puede modificarse de AAU a AAC;

el codon para Lys puede modificarse de AAA a AAG;

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

el coddn para Asp puede ser modificado de GAU a GAC;

el codon para Glu puede ser modificado de GAA a GAG;

el coddn de parada UAA puede ser modificado a UAG o UGA.

En el caso de los codones para Met (AUG) y Trp (UGG), por otro lado, no hay posibilidad de modificacién de
secuencia.

Las sustituciones citadas se pueden usar bien individualmente o bien en todas las combinaciones posibles
para incrementar el contenido en G/C del ARN segun se usa aqui como el al menos un ARN (molécula) del
ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencion en comparacion con su ARN tipo
salvaje particular,es decirsu secuencia original. De esta manera, por ejemplo, todos los codones para Thr que
se encuentran en la secuencia salvaje pueden modificarse a ACC (o ACG). Sin embargo, preferentemente,
por ejemplo, se usan combinaciones de las posibilidades de sustitucion anteriores:

sustitucion de todos los codones que codifiquen para Thr en la secuencia original (ARN tipo silvestre) por
ACC (0 ACG)y

sustitucion de todos los codones que se codifiquen originalmente para Ser por UCC (o UCG o AGC);
sustitucion de todos los codones que codifiquen para lle en la secuencia original por AUC y
sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para Lys por AAG y

sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para Tyr por UAC;

sustitucion de todos los codones que codifiquen para Val en la secuencia original por GUC (o GUG) y
sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para Glu por GAG y

sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para Ala por GCC (o GCG) y
sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para Arg por CGC (o CGG);
sustitucion de todos los codones que codifiquen para Val en la secuencia original por GUC (o GUG) y
sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para Glu por GAG y

sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para Ala por GCC (o GCG) y
sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para Gly por GGC (o GGG) y
sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para Asn por AAC;

sustitucion de todos los codones que codifiquen para Val en la secuencia original por GUC (o GUG) y
sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para Phe por UUC y

sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para Cys por UGC y

sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para Leu por CUG (o CUC) y
sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para GIn por CAG y

sustitucion de todos los codones que codifiquen originalmente para Pro por CCC (o CCG); etc.
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Preferentemente, el contenido en G/C de la region codificadora del ARN segun se usa aqui como el al menos
un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulador complejado de la presente invencion se incrementa en al
menos un 7%, en especial en al menos un 15%, de manera particularmente preferente en al menos un 20%,
en comparacioén con el contenido en G/C de la region codificadora del ARN tipo salvaje que codifica para una
proteina. De acuerdo con una realizacion especifica, al menos un 60%, en especial al menos un 70%, con
especial preferencia al menos un 80% y con total preferencia al menos un 90%, 95% o incluso un 100% de
los codones sustituibles en la regién que codifica para una proteina o la secuencia entera de la secuencia de
ARN tipo salvaje son sustituidos, incrementando asi o incluso maximizando el contenido en G/C de la
secuencia.

En este contexto, es particularmente preferente incrementar el contenido en G/C del ARN segun se usa aqui
como el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulador complejado de la presente invencion
al maximo (es decir, 100% de los codones sustituibles) en particular en la region que codifica para una
proteina, en comparacion con la secuencia tipo salvaje.

De acuerdo con la invencion, una modificacion preferente en el ARN tal como se usa aqui como el al menos
un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencion se basa en
el descubrimiento de que la eficiencia de traduccion también viene determinada por una frecuencia diferente
en la ocurrencia de moléculas de ARNt en las células.Asi, si los llamados “codones raros” estan presentes en
una secuencia de ARN en un grado incrementado, la secuencia de ARN modificada correspondiente es
traducida en un nivel significativamente mas deficiente que en el caso en que estan presentes codones que
codifican para moléculas de ARNt relativamente “frecuentes”.

De acuerdo con la invencion, en el ARN tal como se usa aqui como el al menos un ARN (molécula) del ARN
monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencion, la regiéon que codifica para la proteina
se modifica en comparacién con la region correspondiente del ARN salvaje de manera que al menos un
codon para la secuencia salvaje que codifica para un ARNt relativamente raro en la célula se cambia por un
codon que codifique para un ARNTt relativamente frecuente en la célula y porte el mismo aminoacido que el
ARNI relativamente raro. Con esta modificacion, las secuencias de ARN son modificadas de manera que se
insertan los codones para los cuales moléculas de ARNt que ocurren frecuentemente estén disponibles. En
otras palabras, de acuerdo con la invencion, con esta modificacion todos los codones de la secuencia salvaje
que codifiquen para un ARNt relativamente raro en la célula pueden en cada caso cambiarse por un codon
que codifique para un ARNt que sea relativamente frecuente en la célula y el cual, en cada caso, porte el
mismo aminoacido que el ARNt relativamente raro.

El experto en la materia conoce qué moléculas de ARNt ocurren en forma relativamente frecuente en la célula
y cuales, en contraste, ocurren relativamente en forma rara; véase, por ejemplo, Akashi, Curr. Opin. Genet.
Dev. 2001, 11(6):660-666. Son particularmente preferentes los codones que usan, para el aminoacido
particular, el ARNt que ocurre mas frecuentemente, por ejemplo, el codén Gly, el cual usa el ARNt que ocurre
mas frecuente en la célula (humana).

De acuerdo con la invencion, es particularmente preferente enlazar el contenido en G/C secuencial que es
incrementado, en particular maximizado, en el ARN usado aqui como el al menos un ARN (molécula) del
ARN monohebra estimulador complejado de la presente invencién, con los codones “frecuentes” sin modificar
la secuencia de aminoéacidos de la proteina codificada por la regidon codificadora del ARN. Esta realizacion
preferente permite proporcionar un ARN (modificado) producido y estabilizado de forma particularmente
eficiente del ARN monohebra estimulador complejado de la presente invencion.

La determinacion del contenido en G/C de un ARN segun se usa aqui como elal menos un ARN (molécula)
del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencién (mayor contenido en G/C;
intercambio de moléculas de ARNt) puede llevarse a cabo con el programa de ordenador detallado en la WO
02/098443 — el contenido de su descripcion se incluye en su alcance completo en la presente invencion.
Usando este programa de ordenador, la secuencia de nucledtidos de cualquier ARN deseado puede
modificarse con ayuda del codigo genético o de su naturaleza degenerativa de manera que el resultado es un
contenido en G/C maximo en combinacién con el uso de codones que codifiquen para moléculas de ARNt
que ocurran lo mas frecuentemente posible en la célula, donde la secuencia de aminoacidos codificada por el
ARN (molécula) preferentemente no estad modificada en comparacion con la secuencia no modificada.
Alternativamente, también es posible modificar sélo el contenido de G/C o sdlo el uso de codones en
comparacion con la secuencia original. El cédigo de origen es Visual Basic 6.0 (entorno de desarrollo:
Microsoft Visual Studio Enterprise 6.0 con Servicepack 3) tambien se describe en la WO 02/098443.

En otrarealizacion preferentede la presente invencion, el contenido en A/U en el ambiente del sitio de unién a
ribosomas del al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra estimulador complejado de la presente
invencion se incrementa en comparacion con el contenido en A/U en el ambiente del sitio de union a
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ribosomas del ARN tipo salvaje particular. Esta modificacion (un mayor contenido en A/U alrededor del sitio
de union a ribosomas) incrementa la eficiencia de unién de los ribosomas al ARN modificado. Una unién
efectiva de los ribosomas al sitio de unién a ribosomas (secuencia Kozak: GCCGCCACCAUGG (SEQ ID NO:
33), el AUG forma el codén de inicio) a su vez tiene el efecto de una traduccion eficiente del ARN modificado.

De acuerdo con otra realizcién de la presente invencion, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmunoestimulador complejado de la presente invencion puede modificarse en caunto a elementos de
secuencia potencialmente desestabilizadores. Particularmente, la region codificadora y/o la region no
traducida 5’ y/o 3’ de este ARN pueden modificarse en comparacién con el ARN salvaje particular de manera
que no contenga elementos de secuencia desestabilizadores, preferentemente la secuencia de aminoacidos
codificada del ARN (molécula) no se modifica en comparacion con su ARN salvaje particular. Es sabido que,
por ejemplo, en secuencias de moléculas de ARN eucaridticas ocurren elementos de secuencia
desestabilizadores (DSE) a los que se unen proteinas de sefal que regulan la degradaciéon enzimatica del
ARN in vivo. Para mayor estabilizacion del ARN (molécula), opcionalmente en la region que codifica para una
proteina, pueden llevarse a cabo una o mas de estas modificaciones en comparacion con la region
correspondiente del ARN tipo salvaje de manera que no contenga ningun elemento de
secuenciadesestabilizadora o sustancialmente ningun elemento de secuenciadesestabilizadora. De acuerdo
con la invencion, los DSE presentes en las regiones no traducidas (3’- y/o 5-UTR) también se pueden
eliminar del al un ARN (molécula) del ARN complejado de la presente invencién mediante estas
modificaciones.

Estas secuencias de desestabilizacion son, por ejemplo, secuencias ricas en AU (AURES), que cuales
ocurren en las secciones 3’-UTR de numerosas moléculas de ARN inestables (Caput y col., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 1986, 83:1670 a 1674). Por tanto, el ARN del ARN complejado segun la presente invencion
preferentemente se modifica,en comparacion con el ARN salvaje, de manera que el ARN no contenga estas
secuencias desestabilizadoras. Esto es también aplicable a aquellos motivos de secuencia que son
reconocidos por posibles endonucleasas, por ejemplo la secuencia GAACAAG, contenida en el segmento 3'-
UTR del gen que codifica para el receptor de transferrina (Binder y col., EMBO J. 1994, 13: 1969 a 1980).
Preferentemente, estos motivos de secuencia también se eliminan de acuerdo con la invencion en el al
menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencion.

De acuerdo con la presente invencion, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmunoestimulador complejado de la presente invencion puede tener una estructura de cierreen el extremo 5’.
Ejemplos de estructuras de bloqueo de extremo que pueden usarse de acuerdo con la invencién son

m7G(5)ppp, (5’(A,G(5')ppp(5')A y G(5')ppp(5')G.

Otra modificaciéon que incrementa la estabilidad del almenos un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmunoestimulador complejado de la presente invencion se basa en elongaciones 5 o 3’ del ARN,
tipicamente elongaciones homonucleétidas de una longitud de 10 a 200 nucleétidos. Estas elongaciones
pueden contener, particularmente cuando el ARN se proporciona como ARNm, una cola poli-A en el terminal
3’ tipicamente de alrededor de 10 a 200 nucleotidos de adenosina, preferentemente de alrededor de 10 a 100
nucleétidos de adenosina, en especial de alrededor de 20 a 70 nucledtidos de adenosina o en particular de
alrededor de 20 a 60 nucledtidos de adenosina. Como alternativa o ademas, el almenos un ARN (molécula)
del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencion puede contener, en particularm
si el ARN se proporciona como ARNm, una cola poli-C en el terminal 3’ tipicamente de alrededor de 10 a 200
nucledtidos de citosina, preferentemente de aproximadamente 10 a 100 nucledétidos de citosina, en especial
de alrededor de 20 a 70 nucledtidos de citosina o en particular de alrededor de 20 a 60 o incluso 10 a 40
nucledtidos de citosina.

Otra modificacién que puede tener lugar en el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmuestimulador complejado de la presente invencion, en particularcuando el ARN se proporciona como
ARNmMm, se refiere a al menos un IRES y/o a al menos una secuencia estabilizadora 5’ y/o 3’. De acuerdo con
la invencion, pueden ser insertados uno 0 mas de los denominados IRES (sitio de entrada ribosémico interno)
en el ARN. Asi, un IRES puede funcionar como el unico sitio de unién al ribosoma, pero también puede servir
para proporcionar un ARN que codifique para varias proteinas que vayan a ser traducidas por los ribosomas
independientemente unos de otros (ARN multicistronico). Ejemplos de secuencias IRES que pueden
empleanrse de acuerdo con la invencién son aquellas de picornavirus (por ejemplo FMDV), pestivirus (CFFV),
poliovirus (PV), virus de la encefalomiocarditis (ECMV), virus de la fiebre aftosa (FMDV), virus de la hepatitis
C (HCV), virus de la fiebre porcina clasica (CSFV), virus del leucoma del ratén (MLV), virus de la
inmunodeficiencia del simio (SIV) o virus de la paralisis del grillo (CrPV).

De acuerdo con la invencién, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador
complejado de la presente invencién puede presentar al menos una secuencia estabilizadora 5’ y/o 3’ tal
como se conoce en la técnica. Estas secuencias estabilizadoras en las regiones no traducidas 5’ y/o 3’ tienen
el efecto de incrementar la vida media del ARN en el citosol. Estas secuencias estabilizadoras pueden tener
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un 100% de homologia de secuencia con las secuencias naturales que se encuentran en los virus, bacterias
y eucariotas, pero también pueden ser parcial o completamente sintéticas. Las secuencias no traducidas
(UTR) del gen de la globina, por ejemplo de Homo sapiens o Xenopus laevis pueden mencionarse como
ejemplos de secuencias estabilizadorasa emplear en la presente invencion para un ARN estabilizado. Otro
ejemplo de secuencia estabilizadoraes aquella de férmula general (C/U)CCANCCC(U/A)Py,UC(C/U)CC
(SEQ ID NO: 34), contenida en la 3'UTR del ARN altamente estable que codifica para la globina, colageno-I,
15-lipooxigenasa o la para tirosina-hidroxilasa (véase, Holcik y col., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 1997, 94:2410
a 2414). Estas secuencias estabilizadoras pueden por supuesto usarse individualmente o en combinacion
unas con otras y también en combinacion con otras secuencias estabilizadoras conocidas por el experto en la
técnica. Por tanto, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la
presente invencién preferentemente esta presente como ARN estabilizado por regiones no traducidas UTR
de globina, en particularcomo ARN estabilizado por UTR de globina.

Si se desea, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la
presente invencion puede contener modificaciones en esqueleto.Una modificacion en el esqueleto en relacion
con la presente invencién es aquella en la cual se modifican quimicamente los fosfatos delesqueleto
nucleétido contenido en el ARN. Talesincluyen tipicamente, sin limitarse a, modificaciones de entre el grupo
consistente en metilfosfonatos, fosfoamidatos y fosfotioatos (por ejemplo, citidin-5’-O-(1-tiofosfato)).

El al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencion
puede contener, ademas o alternativamente,modificaciones de azlcar. Una modificacion de azlcar en
relaciéon con la presente invencion es aquella modificacion quimica del azucar en los nucledtidos
presentes,incluyendo tipicamente, sin limitarse a, modificaciones de azucar seleccionadas de entre el grupo
consistente en 2’-desoxi-2’-fluoro-oligorribonucledtido  (2’-fluor-2’-desoxicitidin-5'-trifosfato,  2’-fluor-2’-
desoxiuridin-5’-trifosfato), 2’-desoxi-2’-desamino-oligorribonucleétido (2’-amino-2’-desoxicitidin-5'-trifosfato, 2’-
amino-2’-desoxiuridin-5-trifosfato), 2’-O-alquiloligorribonucleétido, 2’-desoxi-2’-C-alquiloligorribonucleétido (2'-
O-metilcitidin-5'-trifosfato, 2'-metiluridin-5’-trifosfato), 2’-C-alquiloligorribonucleétido e isémeros de los mismos
(2’-aracitidin-5’-trifosfato, 2’-arauridin-5'-trifosfato) o azidotrifosfato (2’-azido-2’-desoxicitidin-5'-trifosfato, 2’-
azido-2’-desoxiuridin-5'-trifosfato).

El al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencion
puede contener, ademas o alternativamente,al menos una modificacion de base, preferentemente adecuada
para incrementar significativamente la expresion de la proteina codificada por el al menos un ARN (molécula)
en comparacion con la secuencia de ARN no alterada, es decirla natural (= nativa). Significativamente en este
caso se refiere a un incremento de la expresiéon de la proteina en comparaciéon con la expresion de la
secuencia de ARN nativa en al menos un 20%, preferentemente en al menos un 30%, 40%, 50% 6 60%, en
especial en al menos un 20%, 80%, 90% o incluso 100% y en paticular en al menos un 150%, 200% o incluso
300%. En relacién con la presente invencién, un nucleétido con una modificacion base se selecciona
preferentemente de entre el grupo de nucledtidos modificados en basesconsistente en 2-amino-6-
cloropurinorribdsido-5'-trifosfato, 2-aminodenosin-5'-trifosfato, 2-triocitidin-5'-trifosfato, 2-tiouridin-5'-trifosfato,
4-tiouridin-5’-trifosfato, 5-aminoalilcitidin-5’-trifosfato, 5-aminoaliluridin-5’-trifosfato, 5-bromocitidin-5’-trifosfato,
5-bromouridin-5'-trifosfato, 5-yodocitidin-5’-trifosfato, 5-yodouridin-5'-trifosfato, 5-metilcitidin-5’-trifosfato, 5-
metiluridin-5'-trifosfato, 6-azacitidin-5'-trifosfato, 6-azauridin-5’-trifosfato, 6-cloropurinorribésido-5'-trifosfato, 7-
desazadenosin-5'-trifosfato, 7-desazaguanosin-5'-trifosfato, 8-azaadenosin-5’-trifosfato, 8-azidoadenosin-5'-
trifosfato, bencimidazolribésido-5'-trifosfato, N1-metiladenosin-5’-trifosfato, N1-metilguanosin-5'-trifosfato, N6-
metiladenosin-5'-trifosfato, O6-metilguanosin-5'-trifosfato, pseudouridin-5'-trifosfato o puromicin-5'-trifosfato,
xantosin-5'-trifosfato. Se da particular preferencia a los nucledtidos para modificaciones de base
seleccionadas de entre el grupo de nucleétidos modificados en base consistente en 5-metilcitidin-5-trifosfato,
7-desazaguanosin-5'-trifosfato, 5-bromocitidin-5'-trifosfato y pseudouridin-5'-trifosfato.

El al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencion
también puede contener,ademas o alternativamente,al menos una modificaciéon de un nucledsido en un
nucleétido tal como esta presente en el al menos un ARN (molécula)que actie como inmunosupresor, esto es
que preferentemente sea adecuado prevenir o reducir la respuesta inmune cuando se administra a un
paciente que lo requiera. Esta al menos una modificacion se selecciona preferentemente de entrelas
modificaciones de nucledsido siguientes:
a) una modificacion quimica en posicion 4, 5 6 6 de la base pirimidina de los nucledsidos citidina y/o
uridina;
b) una modificacion quimica en posicién 2, 6, 7 u 8 de la base purina de los nucledsidos adenosina,
inosina y/o guanosina; y/o
c) una modificacién quimica en posicién2’del azicar de los nucledsidos adenosina, inosina, guanosina,
citidina y/o uridina.

En este contexto, un ARN(m) es una cadena de acido nucleico formada por diversos nucleétidos
seleccionados tipicamente de entre adenosin-5-monofosfato, guanosin-5’-monofosfato, inosin-5'-
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monofosfato, citidin-5’-monofosfato y/o uridin-5’-monofosfato. Estos nucleétidos se unen entre si via su
monofosfato. Los nucledtidos comprenden nucledsidos y un 5’-monofosfato como componente estructural,
estando formados los nucledsidos tipicamente por una nucleobase, es decir una pirimidina (uracilo o citosina)
0 una base purina (adenina o guanina) y un azucar. En consecuencia, una modificaciéon de un nucleésido del
al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencion
siempre se referirdaa una modificacion en la estructura de los nucledsidos del nucleétido respectivo del al
menos un ARN (molécula).

De acuerdo con una primera modificaciéon a), al menos un nucledsido del al menos un ARN (molécula) del
ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencién puede modificarse por una
modificacién quimica en posicion 5 6 6 de la base pirimidina de los nucledsidos citidina y/o uridina. Sin
limitarse a, tales modificaciones quimicas en posicion 4, 5 6 6 de la base pirimidina de los nucleésidos citidina
y/o uridina puede seleccionarse de entre el grupo consistente en: 4-tio, 5-yodo-(5-1-), 5-bromo-(5-Br-), 5-
aminoalil-, 5-fluor-(5-F-), 5-hidroxi-, 5-hidro-(5-H-), 5-nitro-, 5-propinil-(5-(C=C-CHj3)-), 5-metil-, 5-metil-2-tio-, 5-
formil-, 5-hidroximetil-, 5-metoxi-, 5-oxiacetato de metilo, acido 5-oxiacético, 5-carboxihidroximetil-, metil éster
de 5-(carboxihidroximetil)piridimidin-, 5-metoxicarbonilmetil-, 5-metoxicarbonilmetil-2-tio, 5-aminometil-, 5-
aminometil-2-tio-, 5-aminometil-2-seleno-, 5-metilaminometil-, 5-carbamoilmetil-, 5-carboximetilaminometil-, 5-
carboximetilaminometil-2-tio-, 5-carboximetil-, 5-metildihidro-, 5-taurinometil-, 5-taurinometil-2-tiouridina, 5-
isopentenilaminometil, 5-isopentenilaminometil-2-tio-, 5-aminopropil-(5-(CsHsNH3)-), 5-metoxietoximetil-(5-
(CHz-O-C2H4-O-CH3)-) o0 6-aza-.

De acuerdo con la segunda modificacion b), al menos un nucledsido del al menos un ARN (molécula) del
ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencion, adecuado para suprimir y/o evitar
una respuesta inmunoestimuladora (innata) en un mamifero exhibida tipicamente cuando se administra el
almenos un ARN (molécula) no modificado correspondiente, puede modificarse alternativamente con una
modificacién quimica en posiciéon 2, 6, 7 u 8 de la base purina de los nucledsidos adenosina, inosina y/o
guanosina. Sin limitarse a, tales modificaciones quimicas en posicion 2, 6, 7 u 8 de la base purina de los
nucledsidos adenosina, inosina y/o guanosina se puede seleccionar de entre el grupo consistente en 2-
amino-, 7-desaza-, 8-aza- u 8-azido-.

De acuerdo con la tercera modificacion c), al menos un nucledsido del al menos un ARN (molécula) del ARN
monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencién, adecuado para suprimir y/o evitar una
respuesta inmune estimuladora (innata) en un mamifero exhibida tipicamente cuando se administra el al
menos un ARN (molécula) no modificado correspondiente, puede ser modificado por al menos una
modificacién quimica en posicion 2’ del azdcar de los nucledsidos adenosina, inosina, guanosina, citidina y/o
uridina cuando se incorporan en la secuencia de ARN. Sin limitarse a, tales modificaciones quimicas en
posicion 2’ del azicar de los nucledsidos adenosina, inosina, guanosina, citidina y/o uridina puede
seleccionarse de entre el grupo consistente en: 2’-desoxi-, 2’-amino-2’-desoxi-, 2’-amino-, 2’-fluor-2’-desoxi-,
2’-fluoro-, 2’-O-metil-2’-desoxi- o 2’-O-metil-.

De acuerdo con una realizacion particularmente preferente, al menos un nucledsido del al menos un ARN
(molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invenciéon ha sido modificado
en la posicion 4, 5 6 6 de la base pirimidina de los nucledsidos citidina y/o uridina y en la posicién 2’ del
azucar ribosa de acuerdo con las modificaciones a) y c) antes definidas.

De acuerdo con otra realizacion particularmente preferente, al menos un nucledsido del al menos un ARN
(molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencidon ha sido modificado
en la posicion 2, 6, 7 u 8 de la base purina de los nucleésidos adenosina, inosina y/o guanosina y en la
posicion 2’ del azucar ribosa de acuerdo con las modificaciones b) y c) definidas arriba, en particular como se
han definido.

De acuerdo con una realizacién muy particularmente preferente, al menos un nucleésido del al menos un
ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencién ha sido
modificado para portar nucledsidos quimicamente modificados (del ARN(m)) seleccionados del siguiente
grupo: 4-tiouridin-5’-(mono)fosfato, 2-aminopurinribésido-5’-(mono)fosfato, 5-aminoalilcitidin-5’-(mono)fosfato,
5-aminoaliluridin-5’-(mono)fosfato, 5-bromocitidin-5’-(mono)fosfato, 5-bromo-2’-desoxicitidin-5’-(mono)fosfato,
5-bromouridin-5’-(mono)fosfato, 5-bromo-2’-desoxiuridin-5’-(mono)fosfato, 5-yodocitidin-5’-(mono)fosfato, 5-
yodo-2’-desoxicitidin-5’-(mono)fosfato, 5-yodouridin-5’-(mono)fosfato, 5-yodo-2’-desoxiuridin-5’-(mono)fosfato,
5-propinil-2’-desoxicitidin-5-(mono)fosfato, 5-propinil-2’-desoxiuridin-5-(mono)fosfato, 5-formilcitidin-5’-
(mono)fosfato, 5,2’-O-dimetilcitidin-5’-(mono)fosfato,  5-hidroximetilcitidin-5’-(mono)fosfato,  5-formil-2’-O-
metilcitidin-5’-(mono)fosfato, 5,2’-O-dimetiluridin-5’-(mono)fosfato, 5-metil-2-tiouridin-5’-(mono)fosfato, 5-
hidroxiuridin-5’-(mono)fosfato, 5-metoxiuridin-5’-(mono)fosfato, uridina, acido 5-oxociacético-5’-(mono)fosfato,
uridina, 5-oxicacetato de metilo, 5’-(mono)fosfato, 5-(carboxihidroximetil)uridin-5’-(mono)fosfato, metil éster de
5-(carboxihidroximetil)uridina-5’-(mono)fosfato, 5-metoxicarbonilmetiluridin-5’-(mono)fosfato, 5-
metoxicarbonilmetil-2’-O-metiluridin-5’-(mono)fosfato, = metoxi-carbonilmetil-2-tiouridin-5’-(mono)fosfato,  5-
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aminometil-2-tiouridin-5’-(mono)-fosfato, 5-metilaminometiluridin-5’-(mono)fosfato, 5-metilaminometil-2-
tiouridin-5’-(mono)fosfato,  5-metilaminometil-2-selenouridin-5’-(mono)fosfato,  5-carbamoil-metiluiridin-5'-
(mono)fosfato, 5-carbamoilmetil-2’-O-metiluridin-5’-(mono)fosfato, carboximetilaminometiluridin-5’-
(mono)fosfato, 5-carboximetilaminometil-2’-O-metiluridin-5’-(mono)fosfato, 5-carboximetilaminometil-
2tiouridin-5’-(mono)fosfato, 5-carboximetiluiridin-5’-(mono)fosfato, 5-metildihidrouridin-5’-(mono)fosfato, 5-
taurinometiluridin-5’-(mono)fosfato, 5-taurinometil-2-tiouridin-5’-(mono)fosfato, 5-(isopentenilaminometil)uridin-
5’-(mono)fosfato,  5-(isopentenilaminometil)-2-tiourididin-5’-(mono)fosfato, ~ 5-(isopentenilaminometil)-2’-O-
metiluridin-5’-(mono)-fosfato, 6-azacitidin-5’-(mono)fosfato, 7-desazaadenosin-5’-(mono)fosfato, 7-
desazaguanosin-5'-(mono)fosfato, 8-azaadenosin-5’-(mono)fosfato, 8-azido-adenosin-5’-(mono)fosfato,
pseudouridin-5’-(mono)fosfato,  2’-amino-2’-desoxi-citidin-(mono)fosfato,  2’-fluorotimidin-5’-(mono)fosfato,
inosin-5’-(mono)fosfato, 2’-O-metilinosin-5’-(mono)fosfato.

Si se desea, el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la
presente invencion puede contener sustituciones, adiciones o deleciones de nucledtidos, que
preferentemente se introducen para lograr efectos funcionales. Estos diferentes tipos de modificaciones de
nucleotidos pueden introducirsecuando el ARN, por ejemplo ARNm, se deriva de una secuencia WT. Asi, se
emplea una matriz de ADN para prepararARN del ARN complejado segun la presente invencion mediante
técnicas de mutagénesis dirigida a sitio bien conocidas (véase por ejemplo Maniatis y col., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 32 edicién, Cold Spring Harbor, NY, 2001). En
este procesode preparacion del ARN, se puede transcribir una molécula de ADN correspondiente in vitro.
Esta matriz de ADN presenta un promotor adecuado, por ejemplo un promotor T7 o SP6, para la transcripcion
in vitro, el cual es seguido por la secuencia de nucleétidos deseada para el ARN a preparar y una sefial de
terminacioén para la transcripcion in vitro. De acuerdo con la invencién, la molécula de ADN que forma la
matriz de un ARN de interés puede prepararse mediante proliferacion fermentativa y aislamiento subsecuente
como parte de un plasmido que puede ser replicado en bacterias. Los plasmidos que pueden mencionarse
como adecuados para la presente invencién son, por ejemplo, plasmidos pT7Ts (GenBank numero de
registro U26404; Lai y col., Development 1995, 121:2349 a 2360), pGEM® series, por ejemplo pGEM®-1
(GenBank numero de registro X65300, de Promega) y pSP64 (GenBank nimero de registro X65327); véase
también Mezei y Storts, Purification of PCR Products, en: Griffin and Giriffin (ed.), PCR Technology: Current
Innovation, CRC Press. Boca Raton, FL, 2001.

La proporcion molar o en masa de los componentes del complejo de ARN segun la presente invencion, esto
es la relacién en masa o molar entre el ARNm (ya sea de una sola o de doble hebra) y el uno o mas
oligopéptidos noesta restringida, seleccionandose la adecuada para cada aplicacién particular. Sin embargo,
la relacién en masa o molar entre el uno o mas oligopéptidos y el ARN puede ser inferior a 1:1, 1:2, 1:3, 1:4,
1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, o inferior a 1:20. Como alternativa, la
relacion en masa o molar del uno o mas oligopéptidos y el ARN puede ser superior a 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1,
6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 11:1, 12:1, 13:1, 14:1, 15:1, 16:1, 17:1, 18:1, 19:1, 20:1. Preferentemente, la relacion
en masa o molar entre el uno o mas oligopéptidos y el ARN no puede inferior a 1:5 con respecto al contenido
del uno o mas oligopéptidos. En especial, la relacion en masa o molar del uno o mas oligopéptidos y el ARN
es de 1:5 a 20:1, en particular de 1:3 a 15:1.

De acuerdo con una realizacion preferente particular, la relacién en masa de los componentes del complejo
de ARN segun la presente invencion, particularmente la relacion en masa entre el al menos un ARN
(molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencion de ARN vy el al
menos un oligopéptidose sitla en unrango de aproximadamente 1:100 a alrededor de 1:0,5, en especial tiene
un valor de alrededor de 1:50 a aproximadamente 1:1, o incluso con mayor preferencia de alrededor de 1:90,
aproximadamente 1:80, alrededor de 1:70, aproximadamente 1:60, alrededor de 1:50, aproximadamente
1:45, alrededor de 1:40, aproximadamente 1:35, alrededor de 1:30, aproximadamente 1:25, alrededor de
1:20, aproximadamente 1:15, alrededor de 1:10, aproximadamente 1:5, alrededor de 1:4, aproximadamente
1:3, alrededor de 1:2, aproximadamente 1:1 o incluso alrededor de 1:0,5 con respecto a la relacion
ARN:péptido en el complejo, pudiendo formarse cualquier intervalo combinando dos de los valores indicados
especificamente. En particular, la relacion en masa entre el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmunoestimulador complejado y el uno o mas oligopéptidos puede estar en el intervalo de aproximadamente
1:50 a aproximadamente 1:1.

De igual forma, la relacién molar entre los componentes del complejo de ARN de acuerdo con la presente
invencion, en particular la relacion molar entre el al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra
inmunoestimulador complejado y el uno o mas oligopéptidos esta,preferentemente, de acuerdo con una
realizacion particularmente preferente, en un intervalo de alrededor de 1:20.000 a alrededor de 1:500 o
incluso 1:250, en especial en un intervalo de alrededor de 1:10.000 a aproximadamente 1:1.000, o incluso
tiene un valor de alrededor de 1:9.500, alrededor de 1:9.000, aproximadamente 1:8.500, alrededor de
1:8.000, aproximadamente 1:7.500, alrededor de 1:7.000, aproximadamente 1:6.500, alrededor de 1:6.000,
aproximadamente 1:5.500, alrededor de 1:5.000, aproximadamente 1:4.500 alrededor de 1:4.000,
aproximadamente 1:3.500, alrededor de 1:3.000, aproximadamente 1:2.500, alrededor de 1:2.000,
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aproximadamente 1:1.500, alrededor de 1:1.000, aproximadamente 1:500, alrededor de 1:450,
aproximadamente 1:400, alrededor de 1:350, aproximadamente 1:300 o alrededor de 1:250 con respecto a la
relaciéon ARN:péptido en el complejo, pudiendo formarse cualquier intervalo combinando dos de los valores
indicados especificamente. Mas preferiblemente, la relacién molar entre el al menos un ARN (molécula) del
ARN monohebra inmunoestimulador complejado y el uno o mas oligopéptidos puede estar en un intervalo de
alrededor de 1:10.000 a alrededor de 1:1.000.Para propdsitos inmunoestimulatorios, la relacion molar entre
los componentes del complejo de ARN segun la presente invencion puede estar en un intervalo de
aproximadamente 1:10.000 a alrededor de 1:100 o incluso en un intervalo de alrededor de 1:10.000 a
aproximadamente 1:500.

En el contexto de la presente invencién, la relacion molar y la relacion en masa dependen tipicamente una de
otra, estando cada una de estas relaciones influenciada por factores tales como la longitud del ARN o del
péptido. Sin embargo, para propdsitos de determinacion, la relacion en masa y la relacion molar pueden
calcularse para un tamafo del complejo promedio, donde una relacion en masa de alrededor de 1:50-1:1
corresponde a aproximadamente una relacion molar de alrededor de 1:10.000 1:1.000. Ejemplos de
relaciones molares y en masa se muestran en los Ejemplos, los cuales pueden usarse para calculos
adicionales.

Ademas, la relacién de los componentes del complejo de ARN segun la presente invencion, en particular la
relacion entreel al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimulador complejado y el uno o
mas oligopéptidos también se puede calcular en base a la relacién nitrégeno/fosfato (relacion N/P) del
complejo de ARN completo.En el contexto de la presente invencién, preferentemente la relacion N/P esta en
el intervalo de aproximadamente 0,2-50, en especial en un intervalo de alrededor de 0,5-50 y en particular de
alrededor de 0,75-25 o0 1-25 con respecto a la relacion ARN:péptido en el complejo, con mayor preferencia en
el intervalo de alrededor de 10-50 y con total preferencia en el intervalo de aproximadamente 25-50.

Otra realizacion de la presente invencién se refiere a una composicién, preferentemente a una composicion
farmacéutica, que comprende un ARN monohebra inmunoestimulador complejado de acuerdo con la
presente invencion y opcionalmente un vehiculo (farmacéuticamente) adecuado y/o sustancias y aditivos
auxiliares adicionales. La composicion (farmacéutica) empleada de acuerdo con la presente invencion
comprende tipicamente una cantidad segura y efectiva de un ARN monohebra inmunoestimulador
complejado segun la invencion. Tal como se usa aqui, una “cantidad segura y efectiva” se refiere a una
cantidad de un ARN complejado de acuerdo con la presente invencidn que proporciona un efecto sobre
células o tejidos in vitro o in vivo, por ejemploinduceuna expresion (in vitro o in vivo) significativa de una
proteina codificada tal como se ha descrito, por ejemplo una proteina terapéuticamente activa, un anticuerpo
0 un antigeno, o cualquier otra proteina o péptido como los anteriormente descritos, provocando un cambio
positivo de un estado a tratar (in vivo) en una célula, un tejido o un organismo, por ejemplo una enfermedad
tumoral o cancerosa, una enfermedad cardiovascular, una enfermedad infecciosa, autoinmune,
enfermedades (mono)genéticas, etc.tales como las aqui descritas y/o para inducir o incrementar una
respuesta inmune. Sin embargo, al mismo tiempo, la “cantidad segura y efectiva” es lo suficientemente
pequefia como para evitar efectos secundarios graves, en particular en la terapia de enfermedades como las
aqui mencionadas, esto es haciendo posible una relacién razonable ventaja-riesgo.La determinacion de estos
limites se encuentra tipicamente en la escala del juicio médico razonable. Por tanto, la concentraciéon del ARN
complejado de acuerdo con la invencién en estas composiciones (farmacéuticas) puede variar, por ejemplo,
sin limitarse a, en una escala amplia de por ejemplo 0,1 ng a 1.000 mg/ml o incluso mas. Esta “cantidad
segura y efectiva” de ARN complejado de acuerdo con la invencion puede variar en relacién con el estado
particular a tratar y con la edad y el estado fisico del paciente, la severidad del estado, la duracion del
tratamiento, la naturaleza de terapias concomitante, del vehiculo (farmacéuticamente) adecuado particular
usado y factores similares dentro del conocimiento y experiencia del médico. La composicion
(farmacéutica)aqui descrita puede emplearse en humanos y también en medicina veterinaria.

La composicion (farmacéutica) segun la invencidon aqui descrita puede comprender opcionalmente un
vehiculo adecuado, preferentemente un vehiculo farmacéuticamente adecuado. El término “vehiculo
adecuado” aqui empleado incluye preferentemente una o mas cargas soélidas o liquidas compatibles, o
diluyentes o compuestos encapsulantes adecuados para su administracion a una persona. El término
“‘compatible” tal como se usa aqui significa que los constituyentes de la composicién son susceptobles de
mezcla junto con el ARN complejado segun la invencidn y la sustancia auxiliar contenida opcionalmente en la
composicion, como tales y unos con otros, de forma que no se produzca interacciéon alguna que pueda
reducir sustancialmente la efectividad (farmacéutica) de la composicion bajo las condiciones normales de
uso, por ejemplo que se reduzca la actividad (farmacéutica) de las proteinas codificadas o incluso se suprima
o deteriore la expresién de las proteinas codificadas o que se inhiba el potencial inmunogénico del ARN
complejado. El vehiculo adecuado debe por supuesto tener una pureza suficientemente alta y una toxicidad
suficientemente baja como para su administraciéon a una persona a tratar.
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Los vehiculos se seleccionan segun la via de administracion, ya sea en forma sodlida o liquida. Asi, la
seleccion de un vehiculo (farmacéuticamente) adecuado tal como el descrito arriba se determina segun sea la
forma de administracion de la composicion (farmacéutica) segun la invencion. La composicion (farmacéutica)
segun la invencion puede administrarse, por ejemplo, de forma sistémica. Las vias de administracion
incluyen, por ejemplo, intra o transdérmica, oral, parenteral, incluyendo subcuténea, intramuscular, entre
otras, o inyecciones intravenosas, vias topicas y/o intranasales. La cantidad adecuada de composicion
(farmacéutica) segun la invencion a administrar puede determinarse mediante experimentos de rutina en
modelos de animales. Estos modelos incluyen, pero no estan limitados a, modelos en conejo, oveja, raton,
rata, perro y primates no humanos.

Si se administra en forma liquida, por ejemplo mediante inyeccion, el vehiculo puede seleccionarse de entre
agua libre de pirdgenos, solucion salina isoténica y soluciones tamponadas, por ejemplo soluciones tampoén
fosfato. Las formas de dosis Unica preferentes para la inyeccion incluyen soluciones estériles de agua,
solucion salina fisiolégica o mezclas de las mismas, por ejemplo solucién de lactato de Ringer. El pH de estas
soluciones debe ajustarse a alrededor de 7,0 a aproximadamente 7,6, de preferencia alrededor de 7,4.

Preferentemente, la composicion (farmacéutica) contiene el ARN monohebra inmunoestimulador complejado
de la invencion en agua. Alternativamente, la composicién (farmacéutica) segun la invencion puede contener
un tampon de inyeccion como vehiculo para la preparacion liquida, preferentemente que mejore la
transfeccion y, si el ARN del ARN monohebra inmunoestimuladorcomplejado de la presente invencion
codifica para una proteina también la traduccion de la proteina codificada, en células, tejidos o en un
organismo. La composicién (farmacéutica) segun la invencion puede comprender, por ejemplo, un tampén pH
para inyeccion acuoso o agua que contenga, con respecto a la composicion (farmacéutica) total, si esta en
forma liquida, una sal de sodio, preferentemente al menos 50 mM de sal de sodio, una sal de calcio,
preferentemente al menos 0,01 mM de sal de calcio y/o una sal de magnesio, y opcionalmente una sal
potasio, preferentemente al menos 3 mM de sal de potasio. De acuerdo con una realizacion preferente, las
sales de sodio, de calcio y/o de magnesio y opcionalmente de potasio contenidas en este tampon de
inyeccion estan en forma de haluros, por ejemplo cloruros, yoduros o bromuros, o en forma de hidréxidos,
carbonatos, bicarbonatos o sulfatos. Ejemplos aqui son, para la sal de sodio, NaCl, Nal, NaBr, NaxCOs3,
NaHCO; y/o Na S04, para la sal de potasio opcional KCI, Kl, KBr, K2,CO3, KHCO3 y/o K2SOy, y para la sal de
calcio y/o de magnesio CaCly, Calz, CaBrz, CaCOs, CaSO4, Ca(OH),, MgClz, Mglz, MgBr2, MgCOs, MgSO4 y/o
Mg(OH),. El tampdn de inyeccion también puede contener aniones organicos de los cationes mencionados.
En una realizacién particularmente preferente, este tampon de inyeccion contiene, como sales, cloruro de
sodio (NaCl), cloruro de calcio (CaCl;) y opcionalmente cloruro de potasio (KCI), pudiendo estar presentes
otros aniones ademas de los cloruros.

Estas sales estan presentes tipicamente en el tampdn de inyeccidon opcionalmente empleado en la
composicion (farmacéutica) segun la invencion, con respecto a la composicién (farmacéutica) total (si esta en
forma liquida), en una concentracion de al menos 50 mM de cloruro de sodio (NaCl), al menos 3 mM de
cloruro de potasio (KCI) y al menos 0,01 mM de cloruro de calcio y/o magnesio (CaCl,). El tampoén de
inyeccion puede estar en forma tampodn para inyeccion hipertonico,isotonico o hipotdnico. En relacion con la
presente invencion, en este contexto el tampon de inyeccion es hipertdnico, isotonico o hipoténico en cada
caso con respecto al medio de referencia particular, es decir, el tampén de inyeccién tiene bien un contenido
de sal mas alto, igual o inferior en comparacién con el medio de referencia particular, donde preferentemente
se emplean concentraciones de las sales mencionadas que no dafienlas células por dsmosis o por otros
efectos de la concentracion.Medios de referencia aqui son, por ejemplo, liquidos presentes en los métodos in
vivo, por ejemplo sangre, fluido linfatico, fluidos citosdlicos y otros fluidos del cuerpo, o liquidos o tampones
empleados convencionalmente en los métodos in vitro. Estos liquidos y tampones son conocidos por el
experto en la técnica.

El tampdn de inyeccidon opcionalmente presente en la composicion (farmacéutica) segun la invencion también
puede incluir componentes adicionales, por ejemplo azucares (mono-, di-, tri- o polisacaridos), en particular
glucosa o manitol. En una realizacion preferente, sin embargo, no estan presentes azucares en el tampon de
inyeccion. También es preferible que el tampdn de inyeccién no contenga ningin componente no cargado,
por ejemplo, azucares. El tampén de inyeccion contiene tipicamente exclusivamente cationes metdlicos, en
particular del grupo consistente en metales alcalinos o alcalinotérreos, y aniones, en particular los descritos
arriba. El pH del tampdn de inyeccién, con respecto a la composicion (farmacéutica) total, si esta en forma
liquida, preferentemente estaentre 1 y 8,5, en especial entre 3 y 5, con especial preferencia entre 5,5y 7,5,
en particular entre 5,5 y 6,5. Si es adecuado, el tampdn de inyeccion también puede contener un sistema
tampdn que fije el tampdn de inyeccion a un pH determinado. Este puede ser, por ejemplo, un sistema
tampon fosfato, HEPES o Na,HPO4/NaH,PQO4. Sin embargo, de forma particularmente preferente, el tampén
de inyeccion no contiene ninguno de los sistemas tampdo mencionados arriba o ningin tampén en absoluto.

El tampdn de inyeccion opcionalmente presente en la composicién (farmacéutica) segun la invencion puede
incluir, ademas de o como alternativa a los cationes monovalentes y divalentes descritos, cationes divalentes,
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en particular del grupo consistente en metales alcalinotérreos, tales como, por ejemplo, magnesio (Mg ), 0
tamblen hierro (Fe "), y cationes monovalentes, en particular del grupode los metales alcalinos, por ejemplo
litio (Li*). Preferentemente, estos cationes monovalentes estdn en forma de sales, por ejemplo de
halurostales comocloruros, yoduros o bromuros, o en forma de hidroxidos, carbonatos, bicarbonatos o
sulfatos. Ejemplos a mencionar aqui son, para la sal de litio, LiCl, Lil, LiBr, LioCOgs, LIHCO3, Li2SO4, para la sal
de magnesio, MgClz, Mglz, MgBrz, MgCO3, MgSO4 y Mg(OH)., y para la sal de hierro, FeCly, FeBrp, FeF,
Fe2Os3, FeCO3, FeSO., Fe(OH),. Todas las combinaciones de cationes di- y/o monovalentes, como los
descritos estan también incluidas. Estos tampones de inyeccidn que contienen sélo cationes divalentes, so6lo
monovalentes y/o di y monovalentes también pueden usarse entonces en la composicion (farmacéutica)
segun la invencion. Estos tampones de i |nyeCC|on que contienen solo un tipo de cationes di- o monovalentes,
en especial por ejemplo solo cationes Ca , 0 sales de los mismos, por ejemplo CaCl,, también pueden
usarse. Las molaridades citadaspara ca’ * (como catién divalente) y Na* (como catién monovalente) (es decir
tipicamente concentraciones de al menos 50 mMpara Na®, al menos 0,01 mM para ca® y opcionalmente al
menos 3 mMpara K*) en el tampon de inyeccién también se pueden tomar en consideracion si se emplea otro
cation di- o monovalente, en partlcular otros cationes del grupo de los metales alcalinotérreos y alcalinos, en
lugar de algunos o todos los Ca®* o, respectivamente, Na* en el tampon de |nyeCC|on de acuerdo con la
invencién para la preparacion de la solucion de inyeccion. Todos los Ca? o Na*, como se ha mencionado,
pueden de hecho reemplazarse en cada caso por otros cationes di- o respectivamente monovalentes en el
tamponde inyeccion, por ejemplo también empleando una combinacion de otros catlones divalentes (en lugar
de Ca® ") y/o una combinacién de otros cationes monovalentes (en lugar de Na®) (en particular una
combinacién de otros cationes divalentes del grupo de los metales alcalinotérreos o, respectivamente, de
otros cationes monovalentes del grupo de los metales alcalinos), siendo preferente reemplazar cuando
mucho algunos de los Ca®" o Na*, es decir al menos un 20%, de preferencia al menos un 40%, en especial al
menos un 60% y en particular al menos un 80% de las molaridades totales partlculares de los cationes mono
y divalentes en la inyeccién a ser ocupada por ca® y, respectivamente, Na*. Sin embargo, es particularmente
preferente que el tampoén de |nyeCC|on opmonalmente presente en la composicion (farmacéutica) segun la
invencién contenga exclusivamente Ca®* como catlon dlvalente y Na* como catién monovalente, es decir, con
respecto a la composmon (farmacéutica) total, el ca® represente un 100% de la molaridad total de cationes
divalentes, y el Na* representa un 100% de la molaridad total de cationes monovalentes. La solucién acuosa
del tampén de inyeccidn puede contener, con respecto a la composicion (farmacéutica) total, hasta un 30%
molar de las sales contenidas en la solucion, preferentemente hasta un 25% molar, en especial hasta un 20%
molar, con especial preferencia hasta un 15% molar, muy preferiblemente hasta un 10% molar, todavia mas
preferiblemente hasta un 5% molar, igualmente muy preferiblemente hasta un 2% molar de sales insolubles o
poco solubles. Las sales poco solubles en el contexto de la presente invencion son aquellas cuyo producto de
solubilidad es < 10™. Las sales facilmente solubles son aquellas cuyo producto de solubilidad es > 10
Preferentemente, el tampon de inyeccion opcionalmente presente en la composicion (farmacéutica) segun Ia
invencion es 50 mM a 800 mM, de preferencia de 60 mM a 500 mM, muy preferiblemente de 20 mM a 250
mM, de manera particularmente preferible 60 mM a 110 mM en cloruro de sodio (NaCl), de 0,01 mM a 100
mM, de preferencia de 0,5 mM a 80 mM, muy preferiblemente de 1,5 mM a 40 mM en cloruro de calcio
(CaCly) y opcionalmente de 3 mM a 500 mM, de preferencia de 4 mM a 300 mM, muy preferiblemente de 5
mM a 200 mM en cloruro de potasio (KCI). Los aniones organicos también pueden estar presentes como
aniones adicionales ademas de los aniones inorganicos mencionados arriba, por ejemplo haluros, sulfatos o
carbonatos. Entre éstos se pueden mencionar succinato, lactobionato, lactato, malato, maleato, etc., los
cuales también pueden estar presentes en combinacion.

Un tampdn de inyeccion opcionalmente presente en la composicion (farmacéutica) segun la invencién
contiene preferentemente lactato. Si contiene un anidn organico, eltampon de inyeccidon contiene en
particularexclusivamente lactato como anién organico. El lactato en el contexto de esta invencion puede ser
cualquier lactato deseado, por ejemplo L-lactato y D-lactato. Las sales lactato en relacién con la presente
invencién son tlplcamente lactato de sodio y/o lactato de calcio, especialmente si el tampdn de inyeccion
contiene sélo Na® como cation monovalente y Ca®* como cation divalente. Eltampén de inyeccion
opcionalmente empleado en la composicién (farmacéutica) segun la invencidon y como el descrito
preferentemente contiene, con respecto a la composicion farmacéutica total, de 15 mM a 500 mM, muy
preferiblemente de 15 mM a 200 mM y de manera particularmente preferente de 15 mM a 100 mM de lactato.

Si se formula en forma no liquida (por ejemplo, en forma sélida o semisolida), la composicion farmacéutica de
la invencién puede contener compuestos que pueden servir como vehiculos adecuados o constituyentes de
los mismos, por ejemplo azucarescomo lactosa, glucosa y sacarosa; almidones como almidén de maiz o
almidén de patata; celulosa y sus derivados, por ejemplo carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa, acetato
de celulosa; tragacanto pulverizado; malta; gelatina; sebo; lubricantes sélidos como acido estearico, estearato
de magnesio; sulfato de calcio; aceites vegetales como aceite de nuez moscada, aceite de semilla de
algodon, aceite de ajonjoli, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de teobroma; polioles, por ejemplo
polipropilenglicol, glicerol, sorbitol, manitol y polietilenglicol; acido alginico. Sin embargo, los compuestos
anteriores también pueden usarse para proporcionar composiciones liquidas.
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Otros componentes que pueden incluirse en la composicién farmacéutica de la invencion son, por ejemplo,
emulsionantes, por ejemplo Tween®; agentes humectantes como laurilsulfato de sodio; agentes colorantes;
agentes saborizantes; portadores de medicamentos; agentes formadores de tabletas; estabilizantes;
antioxidantes; conservantes.

Otros vehiculos adecuados para inyeccion incluyen hidrogeles, dispositivos para la liberacién controlada o
retrasada, acido polilactico y matrices de colageno. Vehiculos adecuados que pueden usarse aqui incluyen
aquellos adecuados para lociones, cremas, geles y similares. Si el compuesto se administra oralmente, las
tabletas, capsulas y similares son las forma de dosis Unica preferentes. Los vehiculos adecuados para
prepararformas de dosis Unica que pueden usarse para la administracién oral son bien conocidos en la
técnica. Su seleccion dependera de consideraciones secundarias, tales como el sabor, el coste y la
estabilidad de almacenamiento, los cuales no son criticos para los propdsitos de la presente invencion y
pueden implementarse sin dificultades por el experto en la técnica.

También se describe aquiun método de transfeccion (in vitro o in vivo) para transfectar células o tejidos con el
ARN monohebra inmunoestimuladorcomplejado de la presente invencion descrito. Preferentemente, el
método de transfeccion (in vitro o in vivo) de la invencidon comprende las siguientes etapas:

a) Opcionalmente preparar y/o proporcionar un ARN monohebra inmunoestimuladorcomplejado de
acuerdo con la presente invencion, que comprenda al menos un ARN complejado con uno o méas
oligopéptidos de forma empirica (Arg);;(LyS)m;(His)m;(Xaa)x;

b) Transfectar una célula, un tejido (vivo) o un organismo (in vitro o in vivo) usando el ARN monohebra
inmunoestimuladorcomplejado preparado y/o proporcionado en la etapa a).

El preparar y/o proporcionar un ARN monohebra inmunoestimuladorcomplejado como el definido en laetapa
a) del método de transfeccion in vitro o in vivo de la invencidn para transfectar células o tejidos con el ARN
monohebra inmunoestimuladorcomplejado de la invencion se puede llevar a cabo mediante cualquier método
conocido en la técnica. Un ARN monohebra inmunoestimuladorcomplejado como se usa aqui comprende al
menos un ARN complejado con uno o mas oligopéptidos de férmula empirica (Arg);;(LyS)m;(His)m;(Xaa)x. Asi,
preparar y/o proporcionar un ARN monohebra inmunoestimuladorcomplejado como el definido en la etapa a)
puede comprender la preparacion y/o provision del al menos un ARN y del uno o mas oligopéptidos de
férmula empirica (Arg)i;(LyS)m;(His)m;(Xaa)x.

Los métodos para la preparacion de secuencias pepetidicas cortas tales como (Arg);;(Lys)m;(His)m;(Xaa)x son
bien conocidosen la técnica, pudiendo emplearse por ejemplo sintesis en fase sélida como sintesis en fase
soélida Fmoc u otros métodos adecuados (véase, por ejemplo, R. Martin, Ed., Protein Synthesis: Methods and
protocols, Methods in Molecular Biology, vol. 77 Humana Press (1998)).

Preparar y/o proporcionar el al menos un ARN (molécula) como componente del complejo de la invencién
definido puede comprender, de acuerdo con la etapa a), una primera subetapa a1), en particular la provision
y/o preparacién de un patron de acido nucleico que comprende tipicamente una secuencia correspondiente al
ARN deseado. La secuencia delpatrén de acido nucleico puede ser cualquier acido nucleico, por ejemplo un
ADN mono o bi catenario, ADNc, ADN gendmico o fragmentos delos mismos, etc., que puede codificar para
una proteina terapéuticamente activa, un anticuerpo o un antigeno, o cualquier otra proteina o péptido como
el descrito. Tipicamente, pueden emplearse secuencias de ADN, por ejemplo plasmidos de ADN,
preferetemente en forma linealizada,para este propédsito. De preferencia, la secuencia delpatron de acido
nucleico puede ser un vector (de expresién), en especial un vector (de expresién) con un sitio de unién a ARN
polimerasa. Cualquier vector (de expresion) conocido en la técnica anterior, por ejemplo, vectores (de
expresion) comerciales (véase arriba), puede usarse para esto. Vectores (de expresion) son, por ejemplo,
aquellos que tienen un sitio de unién SP6 o T7 o T3 aguas arriba y/o aguas abajo del sitio de clonacién. El
vector puede comprender una secuencia de acido nucleico que codifique para una proteina terapéuticamente
activa, un anticuerpo o un antigeno, o cualquier otra proteina o péptido como el descrito arriba,
quetipicamente se clone en el vector (de expresion), por ejemplo mediante un sitio de clonacion multiple del
vector usado.

Antes de la transcripcién,normalmente el vector (de expresion) se segmenta con enzimas de restriccion en el
sitio dondese encontrara el extremo 3’ futuro del ARN, usando enzimas de restriccion adecuadas, y el
fragmento se purifica. Esto impide que el ARN transcrito contenga secuencias del vector, pudiendo obtenerse
un transcrito de ARN de longitud definida. En este contexto, preferentemente no se usa ninguna enzima de
restriccion que genere extremos salientes (tales como, por ejemplo, Aatll, Apal, Banll, BgA, Bsp1286, BsfXI,
Cfol, Haell, HgiAl, Hhal, Kpnl, PsA, Pvul, Sacl, Sacll, SfA, Sphl, etc.). No obstante, si se emplean estas
enzimas de restriccion, el extremo 3’ saliente podria bloquearse, por ejemplo con Klenow o ADN-polimerasa
T4.
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Comoalternativa a lo anterior, el patron de acido nucleico para preparar y/o proporcionar el al menos un ARN
(molécula) del ARN monohebra inmunoestimuladorcomplejado de la invencion se puede preparar mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Preferentemente, el patron de acido nucleico y uno de los
cebadores usados en ésta contiene tipicamente la secuencia de un sitio de union a ARN-polimerasa.
Ademas, el extremo 5’ del cebador usado preferentemente contiene una extension de aproximadamente 10-
50 nucledtidos adicionales, en especial de 15 a 30 nucledtidos adicionales y en particular alrededor de 20
nucleoétidos.

Antes de la transcripcion in vitro, el acido nucleico, por ejemploel patron de ADN o el ADNc, usado como
plantilla de transcripciéon, normalmente se purifica y se libera de RNAsa con el fin de asegurar un alto
rendimiento. En este contexto, la purificacion de estepatron puede llevarse a cabo con la ayuda de cualquier
meétodo conocido en la técnica, por ejemplo con un gradiente de cloruro de cesio, métodos de intercambio
iénico o purificacion por electroforesis en gel de agarosa.

Después de la preparacion y/o provision del patrén de acido nucleico, se puede llevar a cabo una reaccion de
transcripcion in vitro de acuerdo con una segunda subetapa a2) para preparar el al menos un ARN (molécula)
deseado del ARN monohebra inmunoestimuladorcomplejado de la invencion usando el patrén de acido
nucleico preparadoen la primera subetapa a1) definida.

La reaccion de transcripcion in vitrosegin una segunda subetapa a2) se lleva a cabo como en una reaccion
de transcripcion in vitrotipica. El medio de transcripcion in vitro adecuado comprende inicialmente la plantilla
de acido nucleico descrita, por ejemplo alrededor de 0,1-10 ug, preferentemente aproximadamente 1-5 ug, en
especial 2,5 ug y en particular alrededor de 1 pg de este acido nucleico. El medio de transcripcion in vitro
adecuado opcionalmente comprende ademas un agente reductor, por ejemplo DTT, en especial alrededor de
1-20 pl de DTT 50 mM, en particular alrededor de 5 yl de DTT 50 mM. El medio de transcripcién in vitro
comprende tipicamente nucledtidos, por ejemplo una mezcla de nucledtidos; en el caso de la presente
invencién comprende una mezcla de nucleétidos A, G, C o U, tipicamente alrededor de 0,1-10 mM por
nucleétido, preferentemente 0,1 a 1 mM por nucleétido, en particular aproximadamente 4 mM en total. El
medio de transcripcion in vitro adecuado comprende igualmente una ARN-polimerasa, por ejemplo T7 ARN-
polimerasa (por ejemplo T7-Opti mRNA kit, CureVac, Tubingen, Alemania), T3 ARN-polimerasa o SP6,
tipicamente alrededor de 10 a 500 U, de preferencia aproximadamente 25 a 250 U, en especial alrededor de
50 a 150 U y en particular alrededor de 100 U de ARN-polimerasa. Ademas, el medio de transcripcién in vitro
se mantiene preferiblemente libre de RNasa para asi evitar la degradacion del transcrito del al menos un ARN
(molécula) del ARN complejado de la invencién. Por ello, un medio de transcripcion in vitro adecuado
comprende opcionalmente ademas un inhibidor de RNasa.

La patréon de acido nucleico puede después incubarse en el medio de transcripcion in vitro y transcribirse al al
menos un ARN (molécula) del ARN complejado de la invencién, el cual puede codificar para una proteina
terapéuticamente activa, un anticuerpo o un antigeno, o cualquier otra proteina o péptido como el descrito
anteriormente. Tiempos de incubacién tipicos son de alrededor de 30 a 240 minutos, preferentemente
alrededor de 40 a 120 minutos y en especial de aproximadamente 90 minutos. Temperaturas de incubacion
tipicas son alrededor de 30-45°C, preferiblemente 37-42°C. La temperatura de incubacion depende de la
ARN-polimerasa usada; por ejemplo, para T7 ARN-polimerasa es de aproximadamente 37°C. El al menos un
ARN (molécula) del ARN complejado de la invencidon obtenido mediante transcripcion preferentemente es
ARNm. Los rendimientos obtenidos en la transcripcidon in vitro, para las cantidades iniciales indicadas
empleadas, tipicamente se situan en aproximadamente 30 ug de ARN por ug de ADN patrén usado. En el
contexto de la presente invencion, los rendimientos obtenidos en la transcripcion in vitro pueden
incrementarse mediante escalada ascendente lineal. Para ello, las cantidades de partida indicadas
empleadas se incrementan preferentemente de acuerdo con los rendimientos requeridos, por ejemploen un
factor de multiplicacion 5, 10, 50, 100, 500, 1.000, 5.000, 10.000, 50.000, 100.000, etc.

Después de la incubacion, opcionalmente se puede realizar una purificacion del transcrito del al menos un
ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimuladorcomplejado de la invencién. Para ello puede
emplearse cualquier método adecuado conocido en la técnica, por ejemplo métodos de purificacion
cromatograficos como cromatografia de afinidad, filtracion en gel, etc.Mediante la purificacion, los nucleétidos
y el ADN patron no incorporado, es decir en exceso,se eliminan del medio de transcripciéon in vitro,
obteniéndose un ARN limpio. Por ejemplo, después de la transcripcién, la mezcla de reaccién con el ARN
transcrito puede digerirse con DNAsa para asi eliminar el patron de ADN remanente en la mezcla de
reaccion. El al menos un ARN (molécula) del ARN monohebra inmunoestimuladorcomplejado de la presente
invencion transcrito puede ser subsecuente o alternativamente precipitado con LiCl. La purificacion del ARN
transcrito puede tener lugar por IP RP-HPLC. Esto hace posible en particular la separacion efectiva de los
fragmentos mas largos y mas cortos unos de otros.

Preferentemente, en este contexto, la purificacion del ARN puede realizarsepormétodosde purificacién de
ARN aescala preparativa, que se distingue ademas porque el ARN se purifica por HPLC usando una fase
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inversa porosa como fase estacionaria (mensajero PURE). Por ejemplo, para purificarse puede emplear una
fase inversa como fase secundaria para la purificacion HPLC. Para la cromatografia de fase inversa,
habitualmente un compuesto no polar sirve como fase estacionaria y un disolvente polar, tal como una
mezclaacuosa, habitualmente en forma de tampdn, de acetonitrilo y/o metanol, sirve como fase mévil para la
elucion. Preferentemente, la fase inversa porosa tiene un tamafio de particula de 8,0 + 2 um, en especial de
1 pum, en particulart 0,5 pm. El material de fase inversa puede estar en forma de esferas. De forma
particularmente ventajosa, la purificacion se puede llevar a cabo con una fase inversa porosa con este
tamaino de particula, opcionalmente en forma de esferas, con lo que se obtienen resultados de separacion
particularmente buenos. Preferentemente la fase inversa empleada es porosa, ya quecon fases inversas
estacionarias no porosas, tales como las descritas por ejemplo por Azarani A. y Hecker K.H., se acumulan
presiones demasiado altas, por lo que la purificacidon preparativa del ARN es sélo dificiimente posible, si se
logra. Preferentemente, la fase inversa tiene un tamafio de poro de 200 a 5.000, en particular un tamafo de
poro de 300 a 4.000. Tamafios de poro particularmente preferentes para las fases inversas son 200-400, 800-
1.200 y 3.500-4.500. Con una fase inversa que tiene estos tamafios de poro, se logran resultados
particularmente buenos con respecto a la purificacion del ARN transcrito. El material preferente para la fase
inversa es poliestireno-divinilbenceno, en particularpoliestireno-divinilbenceno no alquilado. Las fases
estacionarias de poliestireno-divinilbenceno se conocen per se. Para la purificacién, el poliestireno-
divinilbenceno que son conocidas y se emplean ya en métodos HPLC, pudiendo obtenerse comercialmente.
De forma particularmente preferente se emplea un poliestireno-divinilbenceno poroso no alquilado,en
particular con un tamafo de particula de 8,0 £ 0,5 ym y un tamafo de poro de 250-300, 900-1.100 6 3.500-
4.500para la purificacién. Las ventajas descritas pueden lograrse de una manera particularmente favorable
con este material para las fases inversas.

La purificacion por HPLC se puede llevar a cabo por el método de pares idnicos, un i6n de carga positiva se
afade a la fase moévil como contraiéon para el ARN cargado negativamente. Asi, se forma un par i6nicocon
caracter lipofilo, que se ralentiza por la fase estacionaria no polar del sistema de fase inversa. En la practica,
las condiciones precisas para el método de pares de iones deben obtenerse empiricamente para cada
problema de separacion especifico. El tamafio del contraion, su concentracion y el pH de la solucién
contribuyen en gran medida al resultado de la separacion. De forma ventajosa, a la fase mévil se afiaden
sales de alquilamonio, tales como acetato de trietilamonio y/o compuestos de tetraalquilamonio, tales como
tetrabutilamonio. Preferentemente, se afiade acetato de trietilamonio 0,1M y el pH se ajusta a
aproximadamente 7. La seleccion de la fase movil depende de la naturaleza de la separacion deseada. Esto
significa que la fase movil para una separacion especifica, tal como se puede conocer por ejemplode la
técnica anterior, puede no transferirse facilmente a otro problema de separaciéon con el éxito adecuado.
Deben determinarse las condiciones de elucién ideales, en particular la fase mévil usada, para cada problema
de separacion mediante experimentos empiricos. Una mezcla de un disolvente acuoso y uno orgénico puede
emplearse como fase movil para eluirel ARN en el método HPLC. En este contexto, es favorable que se
emplee como disolvente acuoso untampoén tenga en particularun pH de aproximadamente 7, por ejemplo 6,5-
7,5, por ejemplo 7,0; preferentemente, se usa untampon de acetato de trietilamonio, de manera
particularmente preferible un tampon de triacetato de trietilamonio 0,1M que, como se describié arriba, actua
también como contrarién para el ARN en el método de pares i6nicos. El disolvente organico empleado en la
fase movil puede ser acetonitrilo, metanol o una mezcla de éstos, en particular es acetonitrilo. La purificacion
del ARN por un método HPLC tal como el descrito se lleva a cabo, de manera particularmente favorable, con
estos disolventes organicos. De forma particularmente preferente, la fase mévil es una mezcla de acetato de
trietilamonio 0,1M, pH 7, y acetonitrilo. Es particularmente favorable si la fase mévil contiene un 5,0% en
volumen a un 20,0% en volumen de disolvente organico con respecto a la fase movil, siendo el resto, para
constituir el 100% en volumen,el disolvente acuoso. Es muy particularmente favorable que el método de
acuerdo con la invencién contenga, en la fase moévil,un 9,5% en volumen a un 14,5% en volumen de
disolvente organico con respecto a la fase mévil, siendo el resto, hasta el 100% en volumen,el disolvente
acuoso. Asi, la elucion del ARN puede llevarse a cabo de manera isocratica o por separacion por gradiente.
En caso de una separacion isocratica, la elucion del ARN se lleva a cabo con un solo agente de elucién o con
una mezcla de varios agentes de elucion que permanece constante, siendo posible entonces que los
disolventes descritos en detalle arriba se empleen como agente de elucion.

Alternativamente, el al menos un ARN (molécula) de acuerdo con la etapa a) del método de transfeccion se
puede preparar por sintesis quimica. Aqui pueden emplearse diversos métodos conocidos en la técnica. El
método de fosforamidita se usa ampliamente para sintetizar quimicamente oligonucleétidos, por ejemplo
fragmentos de ARN (Nucleic Acid Research, 17:7059-7071, 1989). En general, este método de fosforamidita
hace uso de una reaccidon de condensacion entre una fosforamidita nucleésido y un nucledsido como
reaccion clave usando tetrazol como acelerador. Debido a que esta reaccién normalmente es competitiva,
tanto en el grupo hidroxilo en una parte azicar como en el grupo amino en una parte base nucleésido, se
requiere la reaccidn selectiva sobre soélo el grupo hidroxilo en una parte de azucar para sintetizar un
nucleotido deseado. En consecuencia, se previene la reaccién secundaria del grupo amino normalmente
protegiendo el grupo amino. El grupo protector se elimina cuando termina la sintesis. Informacién mas
especifica acerca de como sintetizar moléculas de ARN puede recuperarse de Arnold y col., "Chloridite and
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Amidite Automated Synthesis of Oligodeoxyribonucleotides Using Amidine Protected Nucleosides," en "7th
Symposium Chem. Nucleic Acid Components," Nucleic Acids Symposium Series, 18, 181 -184 (30 de agosto,
1987); Chemical Abstracts, 108(19), pag. 692, Abstr. No. 167875z (9 de mayo, 1988); Hayakawa y col.,
"Benzimidazolium Triflate as an Efficient Promoter for Nucleotide Synthesis via the Phosphoramidite Method,"
J. Organic Chemistry, 61 (23), 7996-7997 (15 de noviembre, 1996); Pirrung y col., "Proofing of
Photolithographic DNA Synthesis with 3',5'-Dimethoxybenzoinyloxy-carbonyl-Protected Deoxynucleoside
Phosphoramidites," J. Organic Chemistry, 63(2), 241 -246 (23 de enero, 1998); Effenberger y col.,
Trifluoromethanesulfonic Imidazolide- A Convenient Reagent for Introducing the Triflate Group, Tetrahedron
Letters, 1980 (45), 3947-3948 (Sep. 1980).

La preparacion del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de acuerdo con la etapa a) de la
presente invencién ocurre tipicamente de acuerdo con la subetapa a3) afiadiendo una cantidad especifica del
al menos un ARN (molécula) a una cantidad especifica del uno o mas oligopéptidos de formula empirica
(Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x. Asi, se contemplan tipicamente relaciones molares o en masatales como las
indicadas anteriormente para el almenos un ARN (molécula) y el uno o mas oligopéptidos dela férmula
empirica aqui definida (Arg);(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x. La formacion de complejos ocurre tipicamente
después de mezclar ambos componentes. De esta manera, el componente peptidico se afiade tipicamente al
componente de ARN, en algunos casosa la viceversa.

Esta etapa de preparacion de acuerdo con la etapa de método a), sin embargo, es opcional y podria no tener
lugar si el ARN monohebra inmunoestimulador complejado segun la presente invencion ya estéd disponible.
En consecuencia, las subetapas a1), a2) y a3) definidas arriba también son opcionales y no tienen que
llevarse a cabo si el ARN usado para el ARN monohebra inmunoestimulador complejado ya esta disponible.
De forma similar, el uno o mas oligopéptidos deférmula empirica (Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x pueden ser
usados directamente y no tienen que prepararse, si ya estan disponibles, por ejemplo de un proveedor.

De acuerdo con la etapa b) del método para transfectar células o tejidos in vitro o in vivo, una célula o tejido
puede transfectarse usando el ARN monohebra inmunoestimulador complejado proporcionado y/o preparado
de acuerdo con la etapa a). En general, la transfeccion de las células o tejidos in vitro o in vivo se lleva a cabo
afnadiendo el ARN monohebra inmunoestimulador complejado proporcionado y/o preparado de acuerdo con
la etapa a) a las células o tejidos. Preferentemente, el ARN monohebra inmunoestimulador complejado entra
después en las células pormecanismos celulares, por ejemplo por endocitosis. La adiciéon del ARN
monohebra inmunoestimulador complejado de esta manera a las células o tejidos puede ocurrir, de acuerdo
con la invencion, sin la adicion de ningin componente adicional debido al potencial de transfeccion del ARN
(molécula) monohebra inmunoestimulador complejado de la invencién. Como alternativa, la adicion del ARN
monohebra inmunoestimulador complejado proporcionado y/o preparado de acuerdo con la etapa a) a las
células o tejidos puede ocurrir en forma de composicién, por ejemplo como un componente de una solucién
acuosa, de preferencia como una composicién farmacéutica tal como la definida arriba, opcionalmente
conteniendo componentes adicionales para incrementar la actividad de transfeccion.

Las células (o células huésped) en este contexto para la transfeccion del ARN monohebra inmunoestimulador
complejado (proporcionado y/o preparado de acuerdo con la etapa a)) in vitroincluyen cualquier célula,
preferentemente, sin limitarse a, células que seran transfectadas mediante cualquier molécula de ARN (como
la definida arriba) usando el ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la invencion. En particular, la
transfeccién de ARN puede permitir la expresién de una proteina codificada por el ARN del ARN complejado
de la invencion en la célula o puede permitir que el ARN (por ejemplo, ARNsi, ARN anti-sentido) del complejo
de la invencion atenue o suprima la expresion de un gen celular. Las células en este contexto incluyen
preferentemente células eucarioticas cultivadas (por ejemplo células de levadura, vegetales, animales y
humanas) o células procaridticas (por ejemplo células bacterianas, etc.) o inducen una respuesta inmune.
Preferentemente seseleccionan células de organismos multicelulares sison necesarias modificaciones post-
traduccionales, por ejemplo glicosilacién de la proteina codificada (N- y/u O-acopladas). Por el contrario, con
células procaridticas, estas células eucaridticas (superiores) hacen posibles modificaciones post-
traduccionales de la proteina sintetizada.El experto en la técnica conoce gran numero de estas células
eucarioticas superiores o lineas celulares, por ejemplo lineas de células 293T (linea celumlar renal
embrionaria), HelLa (células de carcinoma de cérvix humano), CHO (células de ovario de hamster chino) y
otras lineas celulares, incluyendo las células y lineas celulares desarrolladas para propdsitos de laboratorio,
tales como, por ejemplo, células bTERT-MSC, HEK293, Sf9 o COS. Las células eucarioticas adecuadas
incluyen ademas células o lineas celularesdeterioradas por enfermedades o infecciones, por ejemplo células
cancerosas, en particular células cancerosas de cualquiera de los tipos de canceres mencionados en la
presente descripcion, células deterioradas por VIH y/o células del sistema inmunoldgico o del sistema
nervioso central (SNC). Las células adecuadas pueden igualmente derivarse de microorganismos
eucarioticos tales como levaduras, por ejemplo deSaccharomyces cerevisiae (Stinchcomb y col., Nature,
282:39, (1997)), Schizosaccharomyces pombe, Candida, Pichia y hongos filamentosos de los géneros
Aspergillus, Penicillium, etc. Las células adecuadas igualmente incluyen células procarioticas, por ejemplo
células bacterianas comoEscherichia coli o de bacterias de los géneros Bacillus, Lactococcus, Lactobacillus,
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Pseudomonas, Streptomyces, Streptococcus, Staphylococcus, preferentementeE. coli, etc. Son
particularmente preferentes células humanas o células animales, por ejemplo de los animales aqui
mencionados, como células eucaridticas. Mas aun, para la transfeccion ex vivo del ARN complejado de
acuerdo con la presente invencién pueden emplearse células presentadoras de antigenos (APCs).
Sonparticularmente preferentes las células dendriticas, las cuales se pueden usar para la transfeccién ex vivo
del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de acuerdo con la presente invencion.

De acuerdo con una realizacion particularmente preferente, células hematicas y/o células hematopoyéticas, o
poblaciones parciales de las mismas, es decir cualquier tipo de células que pueden aislarse de sangre
(completa) y/o que pueden derivarse de lineas celulares cultivadas derivadas de éstas, pueden ser
transfectadas con un ARN monohebra inmunoestimulador complejado como el aqui definido usando el
método de transfeccion anterior, por ejemplo glébulos rojos (eritrocitos), granulocitos, células mononucleares
(células mononucleares de sangre periférica, PBMCs) y/o plaquetas sanguineas (trombocitos), APSs, DCs,
etc. Preferentemente, se usan células hematicas, especialmente poblaciones parciales de las mismas, las
cuales se caracterizan en particular por contener una proporcion pequefia de APCs especificas bien
diferenciadas tales como DCs. Las células transfectadas preferentemente pueden contener menos de un
5%, en especial no mas de un 2%, de DCs cuando se usan para transfeccion. En el contexto de la presente
invencién,como “células hematicas” se entiendepreferentementeuna mezcla o una poblacion sustancialmente
enriquecida o pura de glébulos rojos, granulocitos, células mononucleares (PBMCs) y/o plaquetas hematicas
de sangre completa, suero sanguineo u otra fuente, por ejemplo del bazo o de nddulos linfaticos, donde estan
presente solo una pequefna proporcion de APCs profesionales. Las células hematicas tal como se usan de
acuerdo con la presente invencién son preferentemente células hematicas frescas, es decir, el periodo entre
la toma de las células hematicas (especialmente de sangre) y la transfeccién es corto, por ejemploinferior a
12 horas, en especial inferior a 6 horas, en particular inferior a 2 horas y de formaparticularmente preferente
inferior a 1 hora. Ademas, las células hematicas a transfectar usando el método anterior para transfectar el
ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencién proceden del paciente real a ser
tratado con la composicién farmacéutica de la presente invenciéon. El uso de células hematicas, células
hematopoyéticas y poblaciones parciales de las mismas como las definidas arriba se basa en el sorprendente
descubrimiento de que, para vacunarun paciente a tratar contra ciertos antigenos codificados por un ARNm
como el aqui definido, no es necesario diferenciar las células hematicas, por ejemplo PBMCs, obtenidas por
ejemplo de la sangre de un individuo, especialmente del paciente real aser tratado, mediantelaboriosas
tardias y costosas técnicas de cultivo de células en una poblacion celular con una alta proporcion de células
presentadoras de antigenos (APCs) profesionales, especialmente de células dendriticas (DCs), pero que es
suficiente para una estimulaciéon inmune exitosa para transfectar células hematicas directamente con el
ARNm que codifica para uno o mas antigenos, obteniendo asi una composicion farmacéutica que lleva a
cabo una estimulacion inmune adecuada, por ejemplo en el paciente real donante de las células hematicas,
especialmente de las poblaciones parciales mencionadas arriba de las mismas, preferentemente donde la
estimulacion inmune se dirige contra uno o mas antigenos tumorales o uno o mas antigenos de un germen o
agente patégeno. La transfeccion de un ARN monohebra inmunoestimulador complejado como el aqui
definido en células hematicas o derivadas (ya sea aisladas del mismo o de lineas de células cultivadas
respectivas) no esta limitada a antigenos y, por supuesto, se refiere a cualquier ARN como el aqui definido
usado para un ARN monohebra inmunoestimulador complejado, por ejemplo cualquier ARN
inmonoestimulador adicional como el definido, cualquier ARN codificador, etc.

Aunque existe la necesidad de transfectar células cultivadas in vitro (por ejemplo células humanas o
animales) o de transfectar células explantadas (por ejemplo, células humanas o animales) in vitro (antes de
su retransplante en el organismo huésped), también se considera la administracion directa del ARN
complejado de la invencion a pacientes para la transfeccion in vivo. En consecuencia, la transfeccién del ARN
monohebra inmunoestimulador complejado (provisto y/o preparado de acuerdo con la etapa a)) también
puede ocurrir in vivo de acuerdo con la etapa b), es decir se puede administrar a tejidos vivos y/u organismos.
Por tanto, el ARN monohebra inmunoestimulador complejado proporcionadoen la etapa a) del método de
transfeccién puede administrarse a un tejido vivo 0 a un organismo, ya sea como tal o por ejemplo como
componente de una composicion (liquida), en particular una composicién acuosa, por ejemplo una
composicion farmacéutica como la definida arriba. En este contexto, un organismo (o un ser) significa
tipicamente un mamifero seleccionado de entre, sin limitarse a, el grupo que comprende humanos o
animales, incluyendo por ejemplo cerdo, cabra, ganado, vaca, perro, gato, mono, burro, simio o roedores,
incluyendo ratones, hamster y conejo. Ademas, preferentemente los tejidos vivos mencionados se derivan de
estos organismos. La administraciéon del ARN monohebra inmunoestimulador complejado a estos tejidos
vivos y/u organismos puede realizarse via cualquier via de administracion adecuada, por ejemplo sistémica,
incluyendo por ejemplolas vias intra- o transdérmicas, orales, parenterales, incluyendo inyecciones
subcutaneas, intramuscualres o intravenosas, topicas y/o intranasales como las definidas arriba.

Ademas, el método para la transfeccién, queaplicarsein vitro o ex vivo, también puede adecuarse para su
usoin vivo, por ejemplo como método de tratamiento de diversas enfermedades como las aqui mencionadas.
En una forma preferente de un método de tratamiento de acuerdo con la invencién se puede incluir una etapa
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adicional, que puede incluir la administracion de otra sustancia farmacéuticamente efectiva, por ejemplode un
anticuerpo, un antigeno (en particular un patégeno o un antigeno tumoral como el aqui descrito) o la
administracion de al menos una citoquina. Ambos pueden administrarse independientemente del ARN
monohebra inmunoestimulador complejado como ADN o ARN que codificapara, por ejemplo, la citoquina o el
antigeno o la citoquina o el antigeno pueden administrarse como tales. El método de tratamiento también
comprende la administracién de un adyuvante adicional (como los aqui descritos)capaz de activar el sistema
inmunoldgico.

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencion, el ARN monohebra inmunoestimulador complejado
tal como se ha definido, que comprende al menos un ARN complejado con uno o mas oligopéptidos, donde el
oligopéptido tiene una longitud de 8 a 15 aminoacidos y la formula empirica (Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x,
se puede usar para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades especificas tales como las aqui
mencionadas. El tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades especificas dependen tipicamente de la
seleccién de una proteina adecuada codificada por el ARN del ARN monohebra inmunoestimulador
complejado de la presente invencion. En este contexto, el tratamiento puede llevarse a cabo administrando el
ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la presente invencién (que codifique para esa proteina)
como tal o administrando la composicion (farmacéutica) de acuerdo con la presente invencién tal como se ha
definido anteriormente.

Sin limitarse a éstas, las enfermedades o estados incluyen en este contexto, por ejemplo, cancer o
enfermedades tumorales seleccionadas de melanomas, melanomas malignos, carcinomas de colon, linfomas,
sarcomas, blastomas, carcinomas renales, tumores gastrointestinales, gliomas, tumores prostaticos, cancer
de vejiga, tumores rectales, cancer de estdmago, cancer esofagico, cancer pancreatico, cancer hepatico,
carcinomas mamarios (= cancer de mama), cancer uterino, cancer cervical, leucemia mieloide aguda (AML),
leucemia linfoide aguda (ALL), leucemia mieloide crénica (CML), leucemia linfocitica cronica (CLL),
hepatomas, tumores inducidos por virus diversos, por ejemplo carcinomas inducidos por virus del papiloma
(por ejemplo, carcinoma de cérvix = cancer cervical), adenocarcinomas, tumores inducidos por el virus herpes
(por ejemplo, linfoma de Burkitt, linfoma de células B inducido por EBV), tumores inducidos por hepatitis B
(carcinomas hepatocelulares), linfomas inducidos por HTLV-1 y HTLV-2, neurinoma acustico, carcinomas de
pulmén (=cancer de pulmén = carcinoma bronquial), carcinomas pulmonares microciticos, cancer de
garganta, carcinoma anal, glioblastoma, carcinoma de recto, astrocitoma, tumores cerebrales, retinoblastoma,
basalioma, metastasis cerebrales, meduloblastomas, cancer vaginal, cancer testicular, carcinoma de tiroides,
sindrome de Hodgkin, meningeomas, enfermedad de Schneeberg, tumor pituitario, micosis fungoide,
carcinoides, neurinoma, espinalioma, linfoma de Burkitt, cancer de laringe, cancer de riiidén, timoma,
carcinoma de cuerpo, cancer de hueso, linfomas no Hodgkin, cancer uretral, sindrome CUP, tumores de
cabezal/cuello, oligodendroglioma, cancer vulvar, cancer intestinal, carcinoma de colon, carcinoma esofagico
(= cancer esofagico), condiciones verrugosas, tumores de intestino delgado, craniofaringeomas, carcinoma
ovarico, tumores de tejidos blandos, cancer ovarico (= carcinoma ovarico), carcinoma pancreatico (= cancer
pancreatico), carcinoma de endometrio, metastasis hepaticas, cancer de pene, cancer de lengua, cancer de
vesicula biliar, leucemia, plasmocitoma, tumor de tapa, cancer prostatico (= tumores de préstata), etc.

Las enfermedades o estados también pueden incluir en este contexto enfermedades infecciosas
seleccionadas entre, por ejemplo, enfermedades infecciosas virales, seleccionadas de, sin ser limitarse a,
SARS, fiebre amarilla, Lyme, antrax, SIDA, condiloma acuminata, molusco contagioso, fiebre del dengue,
fiebre de tres dias, virus Ebola, resfriados, meningoencefalitis de verano tempranas (FSME), gripe, herpes,
hepatitis, herpes simple tipo I, herpes simple tipo Il, herpes zéster, influenza, encefalitis japonesa, fiebre de
Lassa, virus de Marburg, sarampioén, fiebre aftosa, mononucleosis, paperas, infeccion por virus de Norwalk,
fiebre glandular de Pfeiffer, viruela, polio (poliomelitis), pseudocroup, eritema infeccioso, rabia, verrugas,
fiebre del Nilo Occidental, viruela aviaria, citomegalovirus (CMV), enfermedades infecciosas bacterianas, tales
como aborto (inflamacién de préstata), antrax, apendicitis (inflamacién del ciego), borreliosis, botulismo,
Campylobacter, Chlamydia trachomatis (inflamacion de la uretra, conjuntiva), célera, difteria, donavonosis,
epiglotitis, tifus ocasionado por piojos, fiebre tifoidea, gangrena gaseosa, gonorrea, plaga de la liebre,
Helicobacter pylori, tos ferina, bubén climatico, osteomielitis, enfermedad de los legionarios, lepra, listeriosis,
neumonia, meningitis, meningitis bacteriana, antrax, inflamacién del oido medio, Mycoplasma hominis, sepsis
neonatal (corioamnionitis), noma, fiebre paratifoidea, plaga, sindrome de Reiter, fiebre moteada de las
montafas rocallosas, fiebre paratifoidea por Salmonella, fiebre tifoidea por Salmonella, fiebre escarlata, sifilis,
tétanos, gonorrea, fiebre de tsutsugamushi, tuberculosis, tifus, vaginitis (colpitis), chancro suave y
enfermedades infecciosas causadas por parasitos, protozoarios u hongos, tales como disenteria amébica,
bilharziosis, enfermedad de Chagas, Equinococo, solitaria del pez, ictiotoxismo (ciguatera), solitaria del zorro,
micosis pedis, solitaria del perro, candiosis, pitiriasis, la comezén (escabies), leishmaniasis, leishmaniasis
cutanea, disenteria lambliana (giadiasis), piojos, paludismo, microscopia, oncocercosis, (ceguera del rio),
enfermedades fungicas, solitaria de las reses, esquistosomiasis, (enfermedad del suefio), solitaria del puerco,
toxoplasmosis, tricomoniasis, tripanosomiasis (enfermedad del suefio), leishmaniasis visceral, dermatitis por
pafal o solitaria enana.
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Las enfermedades en el contexto de la presente invencion incluyen también, sin limitarse a, enfermedades
virales (infecciosas) causadas por virus seleccionados de, sin limitacion, VIH, virus orthopox variola, virus
orthopox alastrim, virus parapox ovis, virus contagioso del molusco, virus del herpes simple 1, virus del
herpes simple 2, virus del herpes B, virus de la varicela zoster, virus de la pseudorrabia, virus de la
citomegalia humana, virus del herpes humano 6, virus del herpes humano 7, virus de Epstein-Barr, virus del
herpes humano 8, virus de la hepatitis B, virus de chikungunya, virus de O’'nyng’nyong, rubivirus, virus de la
hepatitis C, virus GB, C, virus del Nilo Occidental, virus del Dengue, virus de la fiebre amarilla, virus Mal de
Louping, virus de la encefalitis de San Luis, virus de la encefalitis B de Japon, virus de Powassan, virus
FSMF, virus corona asociado con SAR, virus de corona humano 229E, virus corona humano Oc43, Torovirus,
virus linfotréfico de células T humanas tipo 1, virus linfotréfico de células T humanas tipo I, virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1, virus de la inmunodeficiencia humana tipo Il, virus de Lassa, virus de la
coriomeningitis linfocitica, virus de Tacaribe, virus de Junin, virus de Machupo, virus de la enfermedad de
Borna, virus de Bunyamwera, virus de la encefalitis de California, virus de la fiebre del Valle de Rift, virus de
la fiebre de la mosca de la arena, virus de Toscana, virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo, virus de
Hazara, virus de Kasan, virus de Hantaan, virus de Seul, virus de Prospect Hill, virus de Puumala, virus de
Dobrava Belgrado, virus de Tula, virus sin nombre, virus del Lago Victoria Marburg, virus del Ebola Zaire,
virus del Ebola Sudan, virus del Ebola de Costa de Marfil, virus de la influenza A, virus de la influenza B, virus
de la influenza C, virus de la parainfluenza, virus del sarampion, virus de las paperas, virus sincitial
respiratorio, metanemovirus humano, virus Indiana de la estomatitis vesicular, virus de la rabia, virus de
Mokola, virus de Duvenhage, lisavirus del murciélago europeo 1 + 2, lisavirus del murciélago australiano,
adenovirus A-F, virus del papiloma humano, virus del condiloma 6, virus del condiloma 11, virus del polioma,
virus adeno-asociado 2, rotavirus u orbivirus, etc. Estas enfermedades también pueden por ejemplo tratarse
con una vacuna de acuerdo con la invencion.

Ademas, las enfermedades o estados pueden incluir enfermedades cardiovasculares seleccionadas de, sin
limitarse a, enfermedad cardiaca coronaria, arteriosclerosis, apoplejia e hipertensién, y enfermedades
neuronales seleccionadas de enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica, distonia, epilepsia,
esclerosis multiple y enfermedad de Parkinson, etc.

Las enfermedades o estados también pueden incluir en este contexto trastornos o enfermedades alérgicas.
La alergia es una condicién que incluye tipicamente una hipersensibilidad inmunoldgica anormal y adquirida a
ciertos antigenos o alérgenos extrafios. Las alergias normalmente resultan en una respuesta inflamatoria
local o sistémica a estos antigenos o alérgenos y lleva a una inmunidad del cuerpo contra estos alérgenos.
Los alérgenos en este contexto incluyen por ejemplo céspedes, polenes, o mohos, farmacos o numerosos
activadores ambientales, etc. Sin limitarse a una teoria, se supone que varios mecanismos de enfermedad
diferentes estan implicados en el desarrollo de las alergias. De acuerdo con un esquema de clasificacion por
P. Gell y R. Coombs, la palabra “alergia” fue restringida a hipersensibilidades tipo I, las cuales son causadas
por un mecanismo de IgE casico. La hipersensibilidad tipo | se caracteriza por una extensa activacion de
mastocitos y basdfilos por IgE, dando como resultado una respuesta inflamatoria sistémica que puede
conllevar desde sintomas benignos como nariz mocosa hasta amenazadores de la vida, choque anafilactico y
muerte. Tipos bien conocidos de alergias incluyen, sin limitarse a, asma alérgica (que lleva a hinchazon de la
mucosa nasal), conjuntivitis alérgica (que lleva a enrojecimiento y comezon de la conjuntiva), rinitis alérgica
(“fiebre del heno”), anafilaxis, angioderma, dermatitis atdpica (eczema), urticaria, eosinofilia, alergias
respiratorias a picaduras de insectos, alergias dérmicas (que llevan a e incluyen varios salpullidos, tales como
eczema, urticaria y dermatitis (por contacto)), alergias a alimentos, alergias a medicinas, etc. Con respecto a
la presente invencion, se proporciona por ejemplo una composiciéon farmacéutica que contiene por ejemplo un
ARN que codifica para un alérgeno (por ejemplo, de gato, polvo, de acaro, un antigeno vegetal por ejemplode
abedul, etc.), como un complejo de la invencion. Asi, el alérgeno codificado puede desensibilizar la respuesta
inmune del paciente.Alternativamente, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden
desplazar la respuesta inmune (excedente) a una respuesta TH1 mas fuerte, suprimiendo o atenuando asi la
respuesta IgE no deseada que sufre el paciente.

Ademas, las enfermedades o estados como los aqui definidos pueden incluir enfermedades autoinmunes.
Las enfermedades autoinmunes pueden dividirse en general en trastornos autoinmunes sistémicos y
especificos de 6rganos o localizados, dependiendo de las caracteristicas clinicopatolégicas principales de
cada enfermedad. Las enfermedades autoinmunes pueden dividirse en las categorias de sindromes
sistémicos, incluyendo LES, sindrome de Sjorgen, escleroderma, artritis reumatoide y poliomiositis o
sindromes locales que pueden ser endocrinoldgicos (DM tipo 1, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de
Addison, etc.), dermatoldgicos (pénfigo vulgar), hematolégicos (anemia hemolitica autoinmune), neurales
(esclerosis multiple) o pueden incluir virtualmente cualquier masa de tejido corporal implicada. Las
enfermedades autoinmunes a tratar pueden seleccionarse del grupo consistente en enfermedades
autoinmunes tipo | o enfermedades autoinmunes tipo Il o enfermedades autoinmunes tipo Ill o enfermedades
autoinmunes tipo IV, por ejemplo esclerosis multiple (MS), artritis reumatoide, diabetes, diabetes tipo |
(diabetes mellitus), lupus eritematoso sistémico (LES), poliartritis crénica, enfermedad de Basedow, formas
autoinmunes de hepatitis crénica, colitis ulcerosa, enfermedades alérgicas tipo I, tipo Il, tipo I, tipo 1V,
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fibromialgia, caida de cabello, enfermedad de Bechterew, enfermedad de Crohn, miastenia grave,
neurodermitis, polimialgia reumatica, esclerosis sistémica progresiva (PSS), psoriasis, sindrome de Reiter,
artritis reumaotoide, psoriasis, vasculitis, etc., o diabetes tipo II.

Aunque el modo exacto de como el sistema inmunolégico induce una reaccidon inmune contra autoantigenos
no ha sido elucidado hasta la fecha, existen varios descubrimientos con respecto a la etiologia. Asi, la
autorreaccion puede deberse a una By-pass de células T. Un sistema inmunoldgico normal requiere la
activacion de las células B por las células T antes de que las primeras puedan producir anticuerpos en
grandes cantidades. Este requerimiento de una célula T puede ser derivado en casos raros, tales como
infeccion por organismos que produzcan super-antigenos capaces de iniciar la activacion policlonal de células
B, o incluso de células T, al unirse directamente a la subunidad de los receptores de las células T de forma no
especifica. Otra explicacion deduce las enfermedades autoinmunes a partir de una imitacion molecular. Un
antigeno exdgeno puede compartir similitudes estructurales con ciertos antigenos huésped; de esta manera,
cualquier anticuerpo producido contra este antigeno (que imite los autoantigenos) también puede, en teoria,
unirse a los antigenos huéspedes y amplificar la respuesta inmunoldgica. La forma mas impresionante de
imitacion molecular se observa en estreptococos beta-hemoliticos del grupo A, los cuales comparten
antigenos con el miocardio humano, y son responsables de manifestaciones cardiacas de fiebre reumatica.
Por tanto, la presente invenciéon permite proporcionar un ARN que codifica para un autoantigeno como
componente del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la invenciéon (o una composicién liquida
que contenga este ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la invencion) o para proporcionar una
composicion farmacéutica que contenga un autoantigeno (como proteina, ARNm o ADN que codifique para
una proteina autoantigeno) y un ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la invencion, todos
tipicamente permiten que el sistema inmunoldgico se desensibilice.

Finalmente, las enfermedades a tratar en el contexto de la presente invencion incluyen también
enfermedades monogenéticas, es decir enfermedades hereditarias o enfermedades genéticas en general.
Estas enfermedades genéticas son causadas tipicamente por defectos genéticos, por ejemplomutaciones
génicas que resultan en una pérdida de actividad de proteinas o mutaciones regulatorias que no permiten la
transcripcion o traduccion de la proteina. Con frecuencia, estas enfermedades conducen a trastornos
metabdlicos u otros sintomas, por ejemplo distrofia muscular. En consecuencia, la presente invencion permite
tratar estas enfermedades proporcionando el ARN monohebra inmunoestimulador complejado aqui definido.
Hasta el momento, pueden tratarse las siguientes enfermedades: deficiencia de 3-beta-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (tipo Il); deficiencia de 3-cetotiolasa; sensibilidad a 6-mercatopurina; sindrome de Akog-
Scott; abetalipoproteinema; acatalasemia; acondrogénesis; acondrogénesis-hipocondrogénesis;
acondroplasia; acromatopsia; displasia acromesomélica (tipo Hunter-Tompson); deficiencia de ACTH,;
deficiencia de acil-CoA deshidrogenasa (cadena corta, cadena media, cadena larga); coli poliposis
adenomatosa; deficiencia de adenosina desaminasa; deficiencia de adenilosuccinasa; adalinopatia,
hiperplasia adrenal congénita (debido a deficiencia de 11-beta-hidroxilasa,a deficiencia de 17-alfa-
hidroxilasa,a deficiencia de 21-hidroxilasa); hipoplasia adrenal congénita con hipogonadismo
hipogonadrotdpico; sindrome adrenogenital; adrenoleucodistrofia, adrenomielopatia; afibrinogememia;
agamaglobulinemia; sindrome de Alagille, albinismo (marrén, ocular, oculocutaneo, rojo); intolerancia al
alcohol aguda, deficiencia de aldolasa A; aldeosteronismo remediable con glucocorticoides; enfermedad de
Alexander; alcaptonuria; alopecia universal; deficiencia de alfa-1-antiquimiotripsina; deficiencia de alfa-
metilacil-CoA racemasa; sindrome de retraso mental/alfa talasemia; sindrome de Alport; enfermedad de
Alzheimer 1 (relacionada con APP); enfermedad de Alzheimer 3; enfermedad de Alzheimer 4; amelogénesis
imperfecta; neuropatia amiloide (familiar, varios tipos alélicos); amiloidosis (tipo holandés; tipo finlandés; renal
hereditaria; renal; sistémica senil) esclerosis lateral amiotréfica; analbuminemia; insensibilidad a andrégenos;
anemia (Diamond-Blackfan); anemia (hemolitica debida a deficiencia de PK); anemia (hemolitica, Rh-nula,
tipo supresor); anemia (hemolitica neonatal, fatal y casi fatal); anemia (sideroblastica, con ataxia); anemia
(sideroblastica/hipocrémica); anemia debida a deficiencia de G6PD; aneurisma (arterial familiar); sindrome de
Angelman; angioedema; aniridia; anomalias en el segmento anterior y catarata; disgénesis mesenquimatica
del segmento anterior; disgénesis mesenquimatica de segmento anterior y catarata; deficiencia de
antitrombina 3; rasgos de personalidad relacionados con ansiedad; sindrome de Apert; apnea (post-
anestésica); deficiencia de ApoA-1 y ApoC-lll (combinada); deficiencia de apolipoproteina A-ll;
apolipoproteina B-100 (defectuosa en ligandos); exceso de minerales o corticoides aparente (hipertension
debida a); argininemia; arginonosuccinicaciduria; artropatia (pseudorrematoide progresiva, infantil);
aspartilglucosaminuria; ataxia (episddica); ataxia con deficiencia de vitamina E aislada; ataxia-telangiectasia;
atelosteogénesis Il; deficiencia de ADN ligasa dependiente de ATP I; defecto séptico atrial con defectos de
conduccién atrioventricular; atricia con lesiones papulares; autismo (succinilpurinémico); enfermedad
poligladular autoinmune tipo I; disfuncion del sistema nervioso autonémico; anomalia de Axenfeld;
azoospermia; sindrome de Bamforth-Lazarus; sindrome de Bannayan-Zonana; sindrome de Barth; sindrome
de Bartter (tipo 2 o tipo 3); carcinoma de células basales; sindrome de nevus de células basales; infeccion
BCG; sindrome de cutis girata de Beare-Stevenson; distrofia muscular de Becker; sindrome de Beckwith-
Wiedemann; sindrome de Bernard-Soulier (tipo B, C); miopatia de Bethlem; mala absorcion de acidos biliares
primaria; deficiencia de biotinidasa; cancer de vejiga; trastorno hemorragico debido a receptor de tromboxano
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A2 defectuoso; sindrome de Bloom; braquidactilia (tipo B1 o tipo C); sindrome braquiodtico; sindrome
braquiootorrenal; cancer de mama (intraductal invasivo; lobular; masculino, con sindrome de Reifenstein;
esporadico); cancer de mama-1 (precoz); cancer de mama-2 (precoz); miopatia de Brody; sindrome de
Brugada; sindrome de Brunner; linfoma de Burkitt; distrofia de mariposa (retinal); deficiencia de C1q (tipo A;
tipo B; tipo C); deficiencia de C1r/C1s; deficiencia de C1s; aislada; deficiencia de C2; deficiencia de C3;
deficiencia de inactivador de C3b; deficiencia de C4; deficiencia de CS8; tipo Il; deficiencia de C9; displasia
campomélica con inversion de sexo autosémica; sindrome de camptodactilia-artropatia-coxa varapericarditis;
enfermedad de Canavan; deficiencia de carbamoilfosfato sintetasa |; sindrome de glicoproteina deficiente en
carbohidratos (tipo [; tipo Ib; tipo II); tumor carcinoide de pulmén; cardioencefalomiopatia (infantil fatal, debida
a deficiencia de citocromo C oxidasa); cardiomiopatia (dilatada; dilatada X-relacionada; hipertréfica familiar;
hipertréfica); deficiencia de carinitina (primaria y sistémica); deficiencia de carnitina-acilcarnitina translocasa;
sindrome del tunel carpiano (familiar); catarata (ceruleana; congénita; cristalina aculeiforme, de inicio juvenil,
polimérfica y laminar, punteada, pulverulenta zonular); catarata tipo Coppock; deficiencia de CD59;
enfermedad del ndcleo central; ataxia cerebelar; angiopatia amiloide cerebral; arteriopatia cerebral con
infartos subcorticales y leucoencefalopatia; malformaciones cavernosas cerebrales 1; sindrome
cerebrooculofacioesquelético; xantomatosis cerebrotendinosa; enfermedad cerebrovascular; lipofuscinosis
ceroide (neuronal, de tipo juvenil variante, con depdsitos osmiofilicos granulares); lipofuscinosis ceroide
(neuronal-1, infantil); lipofuscinosis ceroide (neuronal-3, juvenil); sindrome de Char; enfermedad de Charcot-
Marie-Tooth; neuropatia de Charcot-Marie-Tooth tipo Charlevoix-Saguenay; sindrome de Chediak-Higashi;
diarrea por cloruro (tipo finlandés); colestasis (intrahepatica recurrente benigna); colestasis (intrahepatica
familiar); colestasis (intrahepatica familiar progresiva); enfermedad de almacenamiento de éster colesterilico;
condrodisplasia punteada (braquitelefalangica; rizomélica; dominante X-relacionada; recesiva X-relacionada;
tipo Grebe); condrosarcoma; coroideremia; enfermedad granulomatosa cronica (autosomica, debida a
deficiencia de CYBA); enfermedad granulomatosa crénica (X-relacionada); enfermedad granulomatosa
cronica debida a deficiencia de NCF-1; enfermedad granulomatosa crénica debida a deficiencia de NCF-2;
sindrome de quilomicronemia, familiar; citrulinemia; sindrome de Cockayne clasico 1; labio leporino,
mandibula hendida, paladar hendido; sindrome de displasia ectodérmica por labio/paladar hendido; displasia
cleidocranial; deficiencia de CMO II; enfermedad de Coats; sindrome de Cockayne 2, tipo B; sindrome de
Coffin-Lowry, resistencia a colchicina; adenocarcinoma de colon; cancer de colon; ceguera de color (deutan;
protan; tritan); cancer colorrectal; deficiencia de factor V y VIII combinada; hiperlipemia combinada (familiar);
inmunodeficiencia combinada (X-relacionada, moderada); deficiencia de complejo 1; trastorno neurolégico
complejo; distrofia de cono 3; distrofia de cono-barra 3; distrofia de cono-barra 6; distrofia retinal de cono-
barra 2; ausencia bilateral congénita de vasos deferentes; conjuntivitis, lineosa; aracnodactilia contractural;
coproporfiria; cornea plana congénita; turbidez corneal; distrofia corneal (tipo Avellino; tipo gota gelatinosa;
tipo Groenouw tipo 1; tipo reticula 1; tipo Reis-Bucklers); resistencia a cortisol; resistencia a cumarina;
enfermedad de Cowden; deficiencia de CPT, hepatica (tipo 1; tipo Il); calambres (familiares, agravados por
potasio); sindrome sordera craneofacial-mano; craneosinostosis (tipo 2); cretinismo; enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob; sindrome de Crigler-Najjar; sindrome de Crouzon; sindrome de Currarino; cutis laxo;
hematopoyesis ciclica; ictiosis ciclica; cilindromatosis; fibrosis quistica; quistinosis (nefropatica); cistinuria
(tipo 1I; tipo II; daltonismo; enfermedad de Darier; deficiencia de proteina D-bifuncional; sordera dominante
autosomica |; sordera dominante autosdmica 11; sordera dominante autosdmica 12; sordera dominante
autosomica 15; sordera dominante autosémica 2; sordera dominante autosémica 3; sordera dominante
autoséomica 5; sordera dominante autosémica 8; sorderadominante autosdmica 9; sordera recesiva
autosomica 1; sordera recesiva autosdmica 2; sordera recesiva autosémica 21; sordera recesiva autosémica
3; sordera recesiva autosémica 4; sorderarecesiva autosémica 9; sordera sensorineural no sindromica 13;
sordera X-relacionada 1; sordera X-relacionada 3; sensibilidad a debrisoquina; enfermedad de Dejerine-
Sottas; demencia (danesa familiar); demencia (frontotemporal, con parkinsonismo); enfermedad de Dent;
anomalias dentales; atrofia dentatorrubro-palidolusiana; sindrome de Denys-Drash; dermatofibrosarcoma
protuberans; enfermedad desmoide; diabetes insipida (nefrogénica); diabetes insipida (neurohipofisea);
diabetes mellitus (resistente a insulina); diabetes mellitus (forma rara); diabetes mellitus (tipo Il); displasia
diastrofica; dihidropirimidiniuria; inversion de sexo sensible a dosis; degeneraciéon de retina alveolar de
Doyne; sindrome de Dubin-Johnson; distrofia muscular de Duchenne; anemia diseritropoyética con
trombocitopenia; disfibrinogenemia (tipo alfa; tipo beta; tipo gama); disqueratosis congénita 1;
disprotrombinemia; distonia (sensible a DOPA); distonia (mioclénica); distonia-1 (torsion); displasia
ectodérmica; ectopia lenta; ectopia de pupila; ectrodactilia (displasia ectodérmica, y sindrome de labio/paladar
hendido 3); sindrome de Ehlers-Danlos (forma progeroide); sindrome de Ehlers-Danlos (tipo I, tipo l; tipo IlI;
tipo 1V; tipo VI; tipo VIIl); estenosis aodrtica supravalvular por elastina; eliptocitosis-1; eliptocitosis-2;
eliptocitosis-3; sindrome de Ellis-van Creveld; distrofia muscular de Emery-Dreifuus; enfisema; encefalopatia;
fibrolastosis endocardiaca-2; carcinoma endometrial; deficiencia de acetilcolinesterasa de placa final;
sindrome de cono S incrementado; acueducto vestibular agrandado; epidermdlisis bullosa; epidermdlisis
bullosa distréfica (dominante recesiva); epidermélisis bullosa simple; hiperqueratosis epidermdlica;
queratoderma palmoplantar epidermolitico; epilepsia (generalizada; juvenil; mioclénica; de loébulo frontal
nocturna; mioclénica progresiva); epilepsia, benigna, neonatal (tipo 1 o tipo 2); displasia epifisea (multiple);
ataxia episodica (tipo 2); ataxia episddica/sindrome de mioquimia; eritremias (alfa-; displasia); eritrocitosis;
eritroqueratoderma; resistencia a estrégenos; mieloglobinuria ejercional debida a deficiencia de LDH-A;
exostoses multiple (tpo 1, tipo 2); vitreorretinopatia exudativa; X-relacionada; enfermedad de Fabry;
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deficiencia de factor H, deficiencia de factor VII; deficiencia de factor X; deficiencia de factor Xl; deficiencia de
factor Xll; deficiencia de factor XIIIA; deficiencia de factor XlIIB; fiebre del mediterraneo familiar; anemia de
Fanconi; sindrome de Fanconi-Bickel; lipogranulomatosis de Farber; higado graso (agudo); favismo;
enfermedad de ojo de pescado; hipoplasia foveal; sindrome X fragil; sindrome de Frasier; ataxia de
Friedreich; intolerancia a fructosa-bifosfatasa fructosa; fucosidosis; deficiencia de fumarasa; fondo
albipunteado; fondo flavimaculado; deficiencia de G6PD; deficiencia de GABA-transaminasa; deficiencia de
galactocinasa con cataratas; deficiencia de galactosa epimerasa; galactosemia; galactosialidosis; deficiencia
de GMT; sindrome de Gardner; cancer gastrico; enfermedad de Gaucher; epilepsia generalizada con ataques
febriles mas; tumores de células germinales; enfermedad de Gerstmann-Straussler; hepatitis de células
gigantes (neonatal); trastorno de plaquetas gigantes; fibroblastoma de células gigantes; sindrome de
Gitelman; trombastenia de Glanzmann (tipo A; tipo B); glaucoma 1A; glaucoma 3A, glioblastoma multiforme;
glomerulosclerosis (segmental focal); defecto de transporte glucosa (barrera hemoencefalica); mala absorcion
de glucosa/galactosa; deficiencia de glucosidasa I; glutaricaciduria (tipo I; tipo 1IB; tipo 1IC); deficiencia de
glutationa sintetasa; deficiencia de gicerol cinasa; receptor de glicina (polipéptido alfa-1); enfermedad de
almacenamiento de glucogeno |; enfermedad de almacenamiento de glucogeno Il; enfermedad de
almacenamiento de glucégeno lll; enfermedad de almacenamiento de glucégeno 1V; enfermedad de
almacenamiento de glucégeno VI; enfermedad de almacenamiento de glucogeno VII; glucogenosis (hepatica,
autosdmica); glucogenosis (hepatica, X-relacionada); gangliosidosis GM1; gangliosidosis GM2; Goiter
(multinodular adolescente); Goiter (congénito); Goiter (nonendémico, simple); disgénesis gonadal (tipo XY);
granulomatosis, séptica; enfermedad de Graves; sindrome de cefalopolisindactiliia de Greig; sindrome de
Griscelli; enanismo deficiente de hormona de crecimiento; retraso de crecimiento con sordera y retraso
mental; ginecomastia (familiar, debido a actividad aromatasa incrementada); atrofia girante de coroide y retina
con ornitinemia (sensible o no sensible a B6); enfermedad de Hailey-Hailey; sindrome de Haim-Munk;
sindrome de mano-pie-utero; harderoporfirinuria; deficiencia de HDL (familiar); bloque cardiaco (no progresivo
0 progresivo); anemia de cuerpo de Heinz; sindrome HELLP; hematuria (benigna familiar); deficiencia de
heme oxigenasa-1; migrafia hemiplégica; hemocromotosis; enfermedad de hemoglobina H; anemia
hemolitica debido a exceso de ADA; anemia hemolitica debida a deficiencia de adenilato cinasa; anemia
hemolitica debida a defecto de banda 3; anemia hemolitica debida a deficiencia de glucosefosfato isomerasa;
anemia hemolitica debida a deficiencia de glutationa sintetasa; anemia hemolitica debida a deficiencia de
hexocinasa; anemia hemolitica debida a deficiencia de PGK; sindrome hemolitico-urémico; linfohistiocitosis
hemafagocitica; hemofilia A; hemofilia B; diatesis hemorragica debida a deficiencia de factor V; hemosiderosis
(sistémica, debida a aceruloplasminemia); deficiencia de lipasa hepatica; hepatoblastoma; carcinoma
hepatocelular; telangiectasia hemorragia hereditaria 1; telangiectasia hemorragica hereditaria 2; sindrome de
Hermansky-Pudlak; heterotaxia (visceral X-relacionada); heterotopia (perinventricular); sindrome de Hippel-
Lindau; enfermedad de Hirschprung; deficiencia de HRG debida a trombofilia de gicoproteina rica en histidina;
deficiencia de HMG-CoA liasa; holoprosencefalia-2; holoprosecencefalia-3;  holprosencefalia-4;
holoprosencefalia-5; sindrome de Holt-Oram; homocistinuria; Hoyeraal-Hreidarsson; HPFH (tipo delecion o
tipo no delecion); gota relacionada con HPRT; enfermedad de Huntington; hidrocefalia debido a estenosis de
acueducto; hidrops fetal; hiperbetalipoproteinemia; hipercolesterolemia; familiar; hiperferritinemia sindrome de
cataratas; hiperglicerolemia; hiperglucinemia; hiperinmunoglobulemia D y sindrome de fiebre periddica;
hiperinsulinismo; sindrome de hiperinsulinismo-hiperamonemia; paralisis periddica hipercalcémica;
hiperlipoproteinemia; hiperlisinemia; hipermetionieia (persistente, autosémica, dominante, debida a metionina,
deficiencia de adenosiltransferasa I/lll); sindrome de iperornitinemi-hiperamononemihomocitrulinemia;
hiperoxaluria; hiperparatiroidismo; iperfenilnineamia debida a deficiencia de pterina-4-acarbinomina
deshidrasa; hiperproinsulinemia; hiperprolinemia; hipertension; hipertiroidismo (congénito);
hipertrigliceridemia; hipoalfalipoproteinemia; hipobetalipoproteinemia; hipocalcemia; hipocondroplasia; anemia
microcitica hipocrémica; hipodontia; hipofibrinogenemia; hipoglobulinemia y células B ausentes;
hipogonadismo (hipergonadrotrépico); hipogonadotrépico (hipogonadismo); paralisis perioddica hipocalcémica;
hipomagnesemia; hipomielinaciéon (congénita); hipoparatiroidismo; hipofosfatasia (adultez; nifiez; infantil;
hereditaria); hipoprotrombinemia; hipotirioidismo (congénito; congénito hereditario; no goitroso); eritroderma
ictiosiforme; ictiosis; iqutiosis bullosa de Siemens; deficiencia de 1gG2; sindrome de cilios inmoviles 1;
inmunodeficiencia (complejo receptor de células T/CD3); inmunodeficiencia (X-relacionada, con hiper-IM);
inmunodeficiencia debida a defecto en CD3-gama; sindrome de anomalias de inestabilidad facial por
inmunodeficiencia centromérica; incontinencia pigmenti; insensibilidad a dolor (congénita, con anhidrosis);
insomnio (familiar fatal); deficiencia de receptor de interleucina-2 (cadena alfa); enfermedad de discos
intervertebrales; iridogoniodisgenésis; deficiencia de hormona de crecimiento aislada (tipo llligcon tipo GH y
Kowarski ausente con GH bioinactiva); isovalericacidemia; sindrome de Jackson-Weiss; sindrome de Jensen;
sindrome de Jervell y Lange-Nielsen; sindrome de Joubert; sindrome de Juberg-Marsidi; sindrome de
Kallmann; enfermedad de Kanzaki; queratitis; queratoderma (palmoplantar); queratosis palmoplantar estriada
I; queratosis palmoplantar estriada Il; cetoacidosis debida a deficiencia de SCOT; sindrome de Keutel;
sindrome de Klippel-Trenaornay; displasia de Kniest; neutropenia de Kostmann; enfermedad de Krabbe;
sindrome de Kurzripp-polydaktylie; lacticacidemia debida a deficiencia de PDX1; displasia mesomélica de
Langer; enanismo de Laron; sindrome de Laurence-Moon-Biedl-Bardet; deficiencia de LCHAD; amaurosis
congénita de Leber; malformacion del eje izquierdo-derecho; sindrome de Leigh; leyomiomatosis (difusa, con
sindrome de Alport); lepreconismo; discondrosteosis de Leri-Weill; sindrome de Lesch-Nyhan; leucemia
(mieloide aguda, promielocitica aguda; linfoblastica de células T aguda; mieloide crénica; mielomonocitica
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juvenil; leucemia 1 (linfocitica aguda de células T); deficiencia de adhesion de leucocitos; adenoma de células
de Leydig; sindrome de Lhermitte-Duclos; sindrome de Liddle; sindrome de Li-Faumeni; deficiencia de
lipoamida deshidrogenasa; lipodistrofia; hiperplasia adrenal lipoide; deficiencia de lipasa de lipoproteina;
lisencefalia (X-relacionada); Lisencefalia-1; enfermedad de almacenamiento de glucégeno en higado (tipo 0);
sindrome QT largo 1; sindrome QT largo-2; sindrome QT largo-3; sindrome QT largo-5; sindrome QT largo-6;
sindrome de Lowe; cancer de pulmén; cancer pulmonar (no microcitico); cancer pulmonar (microcitico);
linfedema; linfoma (no Hodgkin de células B); linfoma (macrocitico difuso); linfoma (folicular); linfoma (MALT);
linfoma (células de manto); sindrome linfoproliferativo (ligado a X); intolerancia a proteina lisindrica;
enfermedad de Machado-Joseph; anemia macrocitica refractaria (de sindrome 5q); distrofia macular;
mesotelioma maligno; deficiencia en Malonil-CoA descarboxilasa; manosidosis (alfa o beta); enfermedad de
orina de jarabe de arce (tipo la; tipo Ib; tipo Il); sindrome de Marfan; sindrome de Maroteaux-Lamy; sindrome
de Marshall; sindrome MASA; leucemia de células cebadas; mastocitosis con trastorno hematoldgico
asociado; enfermedad de McArdle; displasia fibrosa poliostética de McCune-Albright; sindrome de McKusick-
Kaufman; fenotipo de MclLeod; carcinoma de tiroides medular; meduloblastoma; distrofia corneal de
Meesmann; anemia megaloblastica 1; melanoma; glomerulonefritis membroproliferativa; enfermedad de
Meniere; meningioma (relacionado a NF2; relacionado con SIS); enfermedad de Menkes; retraso mental
(ligado a X); metabolizador deficiente de mefentoina; mesotelioma; leucodistrofia metacromatica;
condrodisplasia metafisica (tipo Murk Jansen; tipo Schmid); metemoglobinemia; deficiencia en metionina
adenosiltransferasa (autosémica recesiva); deficiencia en metilcobalamina (tipo cbl G); metilmalonicaciduria
(tipo deficiencia en mutasa); melanociaciduria; deficiencia de MHC clase Il; microftalmia (cataratas y
anormalidades del iris); miopatia de Miyoshi; MODY; sindrome de Mohr-Tranebjaerg; deficiencia en cofactor
de molibdeno (tipo A o tipo B); moniletrix; Enfermedad de Fabry; enfermedad de Gaucher;
mucopolisacaridosis; mucoviscidosis; sindrome de Muencke; sindrome de Muir-Torre; nanismo de Mulibrey;
deficiencia en carboxilasa multiple (sensible a biotina); neoplasia endocrina multiple; glucogenosis muscular;
distrofia muscular (merosindeficiente congénita); distrofia muscular (congénita de Fukuyama); distrofia
muscular (extremidad-cintura); distrofia muscular (tipo Duchenne); distrofia muscular con epidermdlisis
bullosa simple; sindrome miasténico (congénito de canal lento); infeccion micobacteriana (atipica, familiar
diseminada); sindrome mielodisplasico; leucemia mielégena; malignidad mieloide; deficiencia de
mieloperoxidasa; deficiencia de mioadenilato desaminasa; mioglobinuria’hemdlisis debida a deficiencia en
PGK; sindrome de encefalomiopatia mioneurogastrointestinal; miopatia (actina; congénita; relacionada con
desmina; cardioesquelética; distal; nemalina); miopatia debida a deficiencia en CPT Il; miopatia debida a
deficiencia en fosfoglicerato mutasa; miotonia congénita; miotonia levior; distrofia miotdnica; liposarcoma
mixoide; deficiencia en NAGA; sindrome de Nailpatella; hiperparatiroidismo neonatal; nefrolitiasis;
nefronoftisis (juvenil); nefropatia (hipocomplementémica crénica); nefrosis-1; sindrome nefrético; sindrome de
Netherton; neuroblastoma; neurofibromatosis (tipo 1 o tipo 2); neurolemomatosis; lipofuscinosis ceroide
neuronal 5; neuropatia; neuotropenia (neonatal aloinmune); enfermedad de Niemann-Pick (tipo A; tipo B; tipo
C1; tipo D); ceguera de Night (estacionaria congénita); sindrome de ruptura de Nijmegen; neocompactacion
de miocardio ventricular izquierdo; queratoderma palmoplantar nonepidermolitico;enfermedad de Norrie;
enfermedad de Norum; deficiencia en nucledsido fosforilasa; obesidad; sindrome de occipital; albinismo
ocular (tipo Nettleship-Falls); distrofia muscular oculofaringea; enfermedad de Oguchi; oligodontia; sindrome
de Omenn; sindrome de Opitz G; coloboma de nervio éptico con enfermedad renal; deficiencia en ornitina
transcarbamilasa; oroticaciduria; intolerancia ortostatica; sindrome de OSMED; osificacion de ligamento
longitudinal posterior de espina; osteoartrosis; osteogénesis imperfecta; osteolisis; osteopetrosis (recesiva o
idiopatica); osteosarcoma; carcinoma ovarico; disgénesis ovarica; paquinoncia congénita (tipo Jackson-
Lawler o tipo Jadassohn-Lewandowsky); enfermedad de Paget dsea; sindrome de Pallister-Hall; agenesis
pancreatica; cancer pancreatico, pancreatitis; sindrome de Papillon-Lefevre; paragangliomas; paramiotonia
congénita; foramina parietal; enfermedad de Parkinson (familiar o juvenil); hemoglobinuria nocturna
paroxismal; enfermedad de Palizaeus-Merzbacher; sindrome de Pendred; hipospadias perineales; fiebre
periédica; trastorno de biogénesis peroxisomal; hipoclucemia hiperinsulinémica persistente de infancia;
sindrome de ducto Mulleriano persistente (tipo Il); anomalia de Peters; sindrome de Peutz-jeghers; sindrome
de Pfeiffer; fenilcetonuria; gota relacionada con fosforribosil pirofosfato sintetasa; deficiencia en fosforilasa
cinasa de higado y musculo; piebaldismo; pilomatricoma; pinealoma con retinoblastoma bilateral; adenoma
de secrecion de ACTH pituitario; deficiencia de hormona pituitaria; tumor pituitario; deficiencia en sulfatasa
esteroide placental; deficiencia de inhibidor de plasmina; deficiencia de plasminégeno (tipos | y II);
enfermedad de plasmindégeno de Tochigi; trastorno plaquetario; deficiencia en glicoproteina IV plaquetaria;
deficiencia en factor activador de plaquetas de acetil hidrolasa; enfermedad renalpoliquistica; osteodisplasia
lipomembranosa poliquistica con leuquenencefalopatia esclerosante; polidactilia, postaxial; poliposis;
sindrome de pterigio popliteal; porfiria (hepatica aguda o intermitente aguda o eritropoyética congénita);
porfiria cutanea tardia; porfiria hepatoeritropoyética; porfiria variegata; sindrome de Prader-Willi; pubertad
precoz; insuficiencia ovarica prematura; progeria tipo l;progeria tipo Il; oftalmoplegia externa progresiva;
colestasis intrahepatica progresiva Il; prolactinoma (hiperparatiroidismo, sindrome carcinoide); deficiencia en
prolidasa; propionicacidemia; cancer de prostata; deficiencia a proteina S; proteinuria; protoporfiria
(eritropoyética); pseudoacocondrodisplasia; pseudohermafroditismo; pseudohipoaldosteronismo;
pseudohipoparatoiridismo; hipospadias perinoescrotales pseudovaginales; raquitismo por deficiencia en
pseudovitamina D; pseudoxantoma elastico (dominante autosémico; recesivo autosémico); proteinosis
alveolar pulmonar; hipertension pulmonar; purpura fulminante; icnodisostosis; piropoiquilocitosis; deficiencia

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2539 188 T3

de piruvato carboxilasa; deficiencia de piruvato deshidrogenasa; sindrome de Rabson-Mendenhall;
enfermedad de Refsum; carcinoma de células renales; acidosis tubular renal; acidosis tubular renal con
sordera; sindrome de osteoporosis-acidosis tubular renal; reticulosis (histiocitica familiar); degeneracion
retinal; distrofia retinal; retinitis pigmentosa; retinitis moteada albiscia; retinoblastoma; deficiencia de proteina
de union a retinol; retinosquiscis; sindrome de Rett; sindrome de Rh(mod); sindrome de predisposicion
rabdoide; tumores rabdoides; rabdomiosarcoma; rabdomiosarcoma (alveolar); condrodisplasia rizomélica
punteada; sindrome de Ribbing; raquitismo (resistente a vitamina D); anomalia de Rieger; sindrome de
Robinow; sindrome de Rothmund-Thomson; sindrome de Rubenstein-Taybi; sacaropinuria; sindrome de
Saethre-Chotzen; enfermedad de Salla; enfermedad de Sandhoff (formas infantil, juvenil y adulta); sindrome
de Sanfilippo (tipo A o tipo B); enfermedad de Schindler; Schizencefalia; esquizofrenia (crénica);
Schwannoma (esporadico); SCID (recesivo autosémico, tipo T-negativo/Bpositivo); via secretora W/TMD;
SED congénita; sindrome de Segawa; defecto en células T selectivas; SEMD (tipo Pakistani); SEMD (tipo
Strudwick); displasia septodptica; inmunodeficiencia combinada severa (negativa a células B);
inmunodeficiencia combinada severa (negativa a células T, tipo positivo a células B/células asesinas
naturales); inmunodeficiencia combinada severa (X-relacionada); inmunodeficiencia combinada severa
debido a deficiencia en ADA; inversion de sexo (XY, con insuficiencia adrenal); sindrome de Sezary;
sindrome de Shah-Waardenburg; estatura corta; sindrome de Shprintzen-Goldberg; trastorno de
almacenamiento de acido sialico; sialidosis (tipo | o tipo Il); Sialuria; anemia de células falsiformes; sindrome
de Simpson-Golabi-Behmel; situs ambiguus; sindrome de Sjogren-Larsson; sindrome de Smith-Fineman-
Myers; sindrome de Smith-Lemli-Opitz (tipo | o tipo Il); somatotrofinoma; distrofia de fondo de Sorsby;
paraplejia espastica; esferocitosis; esferocitosis-1; esferocitosis-2; atrofia muscular espinal y bulbar de
Kennedy; atrofia muscular espinal; ataxia espinocerebelar; disostosis espondilocostal; displasia
espondiloepifisea tardia; displasia espondilometafisea (tipo japonés); enfermedad de Stargardt-1;
steatocistoma mudltiple; sindrome de Stickler; sindrome de Sturge-Weber; heteropia laminar subcortical;
heterotopia laminar subcortical; deficiencia en semialdehido deshidrogenasa succinica; intolerancia a
sacarosa; sindrome de Sutherland-Haan; elevacion de cloruro en sudor CF; sinfalangismo; sindrome de
sinostosis; sinpolidactilia; enfermedad de Tangier; enfermedad de Tay-Sachs; leucemia linfoblastica aguda de
células T; inmunodeficiencia de células T; leucemia prolinfocitica de células T; talasemia (alfa o delta);
talasemia debida a Hb Lepore; displasia tanatoférica (tipo | o 1l); sindrome de anemia megaloblastica sensible
a tiamina; trombocitemia; trombofilia (displasminogenémica); trombofilia debida a deficiencia en cofactor de
heparina IlI; trombofilia debida a deficiencia en proteina C; trombofilia debida a defectos en trombomodulina;
adenoma de tiroides; resistencia a hormona tiroides; deficiencia de yodo peroxidasa tiroide; sindrome de
Tietz; metabolizador deficiente de tolbutamida; sindrome de Townes-Brocks; deficiencia en transcobalamina
II; disostésis mandibulofacial de Collins Treacher; sindrome de tricondontdseo; sindrome tricorinofalangeo;
tricotiodistrofia; deficiencia en proteina trifuncional (tipo | o tipo Il); deficiencia en tripsindgeno; esclerosis
tuberosa |; esclerosis tuberosa 2; sindrome de Turcot; tirosina fosfatasa; tirosinemia; sindrome de Ulnar-
mamario; urolitiasis (2,8-dihidroxiadenina); sindrome de Usher (tipo 1B o tipo 2A); malformaciones venosas;
taquicardia ventricular; virilizacion; defecto de coagulacion dependiente de vitamina K; deficiencia en VLCAD;
sindrome de Vohwinkel; sindrome de von Hippel-Lindau; enfermedad de von Willebrand; sindrome de
Waardenburg; sindrome de Waandenburg-albinismo ocular; variante neurolégica de Waardenburg-Shah;
sindrome de Waardenburg-Shah; sindrome de Wagner; sensibilidad a Warfarina; sindrome de Watson;
sindrome de Weissenbacher-Zweymuller; sindrome de Werner; disostosis acrodental de Weyers; esponja
blanca; sindrome de Williams-Beuren; tumor de Wilms (tipo 1); enfermedad de Wilson; sindrome de Wiskott-
Aldirch; sindrome de Wolcott-Rallison; sindrome de Wolfram; enfermedad de Wolman; xantinuria (tipo 1);
xeroderma pigmentoso; X-SCID; sindrome de hipopigmentacion de sordera-ceguera yemenita; hipercalcemia
ipocalciurica (tipo 1); sindrome de Zellweger; sindrome de Zlotogora-Ogur.

Las enfermedades a tratarpreferentes que tienen un antecedente hereditario genético y que son causadas
tipicamente por un defecto en un solo gen y se heredan de acuerdo con las leyes de Mendel se seleccionan
de entre el grupo consistente en enfermedades heredadas recesivas autosémicas, por ejemplo deficiencia en
adenosina desaminasa, hipercolesterolemia familiar, sindrome de Canavan, enfermedad de Gaucher, anemia
de Fanconi, lipofuscinosis ceroide neuronal, mucoviscidosis (fibrosis quistica), anemia de células falsiformes;
fenilcetonuria, alcaptonuria, albinismo, hipotiredsis, galactosemia, deficiencia en alfa-1-anti-tripsina,
xeroderma pigmentosos, sindrome de Ribbing, mucopolisacaridos, labio hedido, mandibula y paladar
hendidos, sindrome de Laurence Moon Biedl Bardet, sindrome de polidactilia de costillas cortas, cretinismo,
sindrome de Joubert, progeria tipo I, braquidactilia, sindrome adrenogenital y enfermedades heredadas por
cromosoma X, por ejemplo ceguera al color, como ceguera a rojo/verde, sindrome X fragil, distrofia muscular
(tipo Duchenne y Becker-Kiener), hemofiia A y B, deficiencia G6PD, enfermedad de Fabry,
mucopolisacaridosis, sindrome de Norrie, retinitis pigmentosa, granulomatosis séptica, X-SCID, deficiencia en
ornitina transcarbamilasa, sindrome de Lesch-Nyhan, o entre enfermedades heredadas autosdmicas
dominantes,por ejemplo angioedema hereditario, sindrome de Marfan, neurofibromatosis, progeria tipo I,
osteogénesis imperfecta, sindrome de Klippel-Trenaurnay, sindrome de Sturge-Weber, sindrome de Hippel-
Lindau y esclerosis tuberosa.

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2539 188 T3

La presente invencion permite también el tratamiento de enfermedades que aun no han sido heredadas o las
cuales no pueden resumirse en las categorias anteriores. Estas enfermedades pueden incluir por ejemplo el
tratamiento de pacientes que requieran de un factor de proteina especifico, por ejemplo una proteina
terapéuticamente activa especifica como la mencionada anteriormente. Esto puede incluir, por ejemplo,
pacientes de dialisis, que sufran dialisis renal regular y que puedan necesitarproteinas terapéuticamente
activas especificas como las definidas arriba, por ejemplo eritropoyetina (EPO), etc.

De acuerdo con otra realizacién, la presente invencion comprende el uso de al menos un ARN monohebra
inmunoestimulador complejado de acuerdo con la presente invencidon para transfectar una célula o un
organismo. La transfeccion de la célula o el organismo se puede llevar a cabo de preferencia usando el
método de transfeccion (in vitroo in vivo) anterior para transfectar células a un tejido con el ARN monohebra
inmunoestimulador complejado de la presente invencion.

De acuerdo con otra realizacion, la presente invencion comprende el uso de al menos un ARN monohebra
inmunoestimulador complejado de acuerdo con la presente invencion (para la preparaciéon de un agente) para
el tratamiento de cualquiera de las enfermedades, trastornos, afecciones o estados patolégicos mencionados
arriba. En este contexto un agene puede ser, por ejemplo, una composicion farmacéutica como la definida
arriba o un tampodnde inyeccion como el aqui definido,que contengan ademas el ARN monohebra
inmunoestimulador complejado de la invencién, una vacuna, etc. Si se usa mas de un tipo de molécula de
ARN monohebra inmunoestimulador complejado, las moléculas de ARN monohebra inmunoestimulador
complejado pueden ser diferentes en sus ARN (moléculas), formando asi una mezcla de al menos dos tipos
de ARN (molécula) monohebra inmunoestimulador complejado distintos. Si se emplea mas de un ARN
monohebra inmunoestimulador complejado (en la preparacién de un agente) para el tratamiento de
cualquiera de las enfermedades mencionadas arriba, estos (o al menos dos) tipos de ARN (molécula)
diferentes pueden estar contenidos en estas mezclas de ARN monohebra inmunoestimlador complejado. En
este contexto, cualquiera delos ARN (moléculas) mencionadospuede usarse para el ARN monohebra
inmunostimulador complejado de la invencion, por ejemplo un oligonucleétido de ARN corto, un ARN
codificador, un ARNSsi, un ARN antisentido o riboswitches, ribozimas o aptameros, etc. En especialse emplea
un ARN (molécula) codificador, en particularun ARN (molécula) codificador lineal, y con total preferencia un
ARNm. Preferentemente, este ARN (molécula) codificador, en especial un ARN (molécula) codificador lineal y
en particular un ARNm se usa para el ARN monohebra ionmunoestimulador complejado, tipicamente el ARN
(molécula) codifica para una proteina o péptido adecuado para la terapia de la enfermedad especifica, por
ejemplo un anticuerpocapaz de unirse a un antigeno de cancer especifico, a un antigeno tumoral, cuando se
trata un cancer especifico, etc. Las combinaciones de ARN (moléculas) adecuadas son conocidas por el
experto en la técnica y a parti de la descripcion de la presente invencion.

De acuerdo con otra realizacionde la presente invencion, puede ser preferible desarrollar (ademas), por
ejemplo inducir o incrementar, una respuesta inmune durante la terapia. En este contexto, la respuesta
inmune puede ocurrir de varias maneras. Un factor sustancial para la respuesta inmune adecuada es la
estimulacion de diferentes sub-poblaciones de células T. Los linfocitos T se dividen tipicamente en dos sub-
poblaciones, células T auxiliares 1 (Th1) y células T auxiliares 2 (th2), con las cuales el sistema inmunoldgico
es capaz de destruir patégenos intracelulares (Th1) y extracelulares (Th2) (por ejemplo antigenos). Las dos
poblaciones de células Th difieren en el patrén de las proteinas efectoras (citoquinas) producidas por ellas.
Asi, las células Th1 ayudan en la respuesta inmune celular mediante la activacion de macréfagos y células T
citotoxicas. Las células Th2, por otro lado, promueven la respuesta inmune humoral mediante la estimulacion
de las células B para su conversién en células de plasma y mediante la formacién de anticuerpos (por
ejemplo, contra antigenos). Por tanto, la relacion Th1/Th2 es de gran importancia para la respuesta inmune.
En varias enfermedades que se tratan con la presente invencion, la relacién Th1/Th2 de la respuesta inmune
se desplaza preferentemente en direccion a la respuesta celular (respuesta Th1), induciendo asi una
respuesta inmune celular. En consecuencia, la presente invencidén también se puede usar para revertir este
desplazamiento de la respuesta inmune. Asi, la presente invencion incluye también el uso de al menos un
ARN monohebra inmunoestimulador complejado de acuerdo con la presente invencion (para la preparacion
de un agente) para el tratamiento de cualquiera de las enfermedades mencionadas, donde el agente (y/o el
ARN monohebra inmunoestimulador complejado) puede ser capaz de desarrollar, por ejemplo inducir o
incrementar, una respuesta inmune en un tejido o en un organismo como se ha definido. De nuevo, un agente
en este contexto puede ser por ejemplo una composiciéon farmacéutica tal como la definida arriba o un
tampodn de inyeccion como el aqui definido que contenga el ARN monohebra inmunoestimulador complejado
de la invencion, etc. Si se usa mas de un tipo de ARN monohebra inmunoestimulador complejado en este
contexto (para la preparacion de un agente) para el tratamiento de cualquiera de las enfermedades
mencionadas, los tipos de ARN monohebra inmunoestimulador complejado pueden ser diferentes con
respecto a sus ARN (moléculas) y pueden formar una mezcla de tipos de ARN distintos.

Sin embargo, para la presente realizacion, es preferible que al menos una de estas moléculas de ARN
monohebra inmunoestimulador complejado induzca o potencie la respuesta inmune durante la terapia. En
este contexto, cualquiera del ARN (moléculas) mencionado arriba se puede usar para el ARN monohebra

58



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2539 188 T3

inmunoestimulador complejado de la invencién, por ejemplo un oligonucleétido de ARN corto, un ARN
codificador, un ARNSsi, un ARN antisentido o riboswitches, ribozimas o aptameros, etc. En especial, se puede
usar para el ARN monohebra inmunoestimulador complejado un ARN (molécula) codificador, en particular un
ARN (molécula) codificador lineal, y con total preferencia un ARNm. Si el ARN (molécula) es un ARN
(molécula) codificador, en especial un ARN (molécula) codificador lineal y en particular un ARNm, tipicamente
codifica para una proteina o péptido adecuado para la terapia de la enfermedad especifica, por ejemplo un
anticuerpo capaz de unirse a un antigeno de cancer especifico cuando se trata un cancer (especifico), etc. Si
estd contenido mas de un ARN monohebra inmunoestimulador complejado en el agente, pueden
seleccionarse diferentes combinaciones de proteinas o péptidos. Estas combinaciones de ARN (moléculas)
adecuado (y, si se usa un ARN codificador, de proteinas o péptidos codificados) son conocidas poOr el
experto en la técnica o pueden combinarse a partir de moléculas de ARN que codifiquen para proteinas
terapéuticamente efectivas, etc. como se define en la descripcién de la presente invencién. La induccién o
mejora de la respuesta inmune junto con el tratamiento de una enfermedad especifica usando una
composicion o agente farmacéutico como el definido arriba puede ser particularmente adecuada en aquellos
donde una respuesta inmune inducida o incrementada ayudeal tratamiento de una enfermedad especifica
como se mencion6 arriba.

Alternativamente, el tratamiento de la enfermedad y la induccidon o mejora de la respuesta inmune se pueden
llevar a cabo usando diferentes composiciones o agentes farmacéuticos como los definidos arriba de manera
escalonada en el tiempo. Por ejemplo, se puede inducir o incrementar la respuesta inmune administrando una
composicion farmacéutica o un agente como el aqui definido que contenga un ARN monohebra
inmunoestimulador complejado de la invencién antes de (o concurrentemente con) administrar otra
composicion farmacéutica o un agente como el aqui definido que puede contener un ARN monohebra
inmunomodulador complejado de la invencion, por ejemplo un oligonucleétido de ARN corto, un ARN
codificador, un ARN monohebra inmunoestimulador comllejado, un ARNsi, un ARN antisentido o
riboswitches, ribozimas o aptameros, etc., adecuado para la terapia de la enfermedad especifica.

De acuerdo con una realizacion, la presente invencion comprende ademas el uso de al menos un ARN
monohebra inmunoestimulador complejado de acuerdo con la presente invencion (en la preparacién de un
agente) para modular, preferentemente para inducir o incrementar, una respuesta inmune en un tejido o en
un organismo como los definidos arriba, en especial para soportar una enfermedad o estado como el aqui
mencionado. Asi, el ARN monohebra inmunoestimulador complejado de la invencidon se puede usar para
activar el sistema inmunoldgico de manera no especifica, por ejemplo desencadenando la produccién de
ciertas citoquinas. EI ARN monohebra inmunoestimulador complejado puede usarse por tanto para soportar
la respuesta inmune especifica, desarrollada por ejemplo por un antigeno derivado de patégenos o tumores.
Un agente en este contexto puede ser por ejemplo una composicion farmacéutica como la definida arriba o
un tampén de inyeccién como el aqui definido que contenga el ARN monohebra inmunoestimulador
complejado de la invencion, una vacuna, etc. La respuesta inmune puede modularse porel al menos un ARN
monohebra inmunoestimulador complejado debido a que el uno o mas oligopéptidos de longitud de 8 a 15
aminoacidos y de formula empirica (Arg);(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa), y/o por las propiedades
inmunoestimuladoras de la proteina codificada por el ARN del ARN monohebra inmunoestimulador
complejado.

Por tanto, la presente invencion puede servir, siempre que sea adecuado, para lograr varios objetivos. Un
ARN monohebra inmunoestimulador complejado como tal o como componente de una composiciéon de la
invencion puede a su vez mejorar las propiedades de transfeccion del ARN como componente del complejo
de la invenciéon. Esta propiedad subyacente del ARN monohebra imunoestimulador complejado de la
invencion es benéfica para una amplia variedad de aplicaciones. Siempre que se intente introducir un ARN en
una célula, con la presente invencidn se asegura una mejor eficacia de transfeccion. Esta propiedad como tal
puede permitir el uso de la presente invencion para el tratamiento de una amplia variedad de enfermedades,
por ejemploenfermedades monogenéticas o genéticas como las definidas arriba.

Ademas, la presente invencién se puede usar siempre que se contemple el tratamiento de trastornos
inmunes, por ejemplo alergias o enfermedades autoinmunes. Mas aun, la presente invencién puede activar el
sistema inmunoldgico del paciente al incrementar su respuesta inmune no especifica o especifica. En
consecuencia, puede desarrollar una respuesta inmune no especifica, siempre que sea adecuado, para curar
una enfermedad. Igualmente, siempre que se requiera, puede desarrollar una respuesta inmune especifica
como tal (por ejemplo codificando para un antigeno conel ARN como componente del complejo inventivo) o
mediante una combinacion del ARN monohebra imunoestimulador complejado de la invencién con un
antigeno, por ejemplo en la misma composicion. Siempre que se requiera, el ARN monohebra
inmunoestimulador complejado de la invencion puede ser un antigeno o un anticuerpo o cualquier otra
proteina o péptido como el definido arriba capaz de modular la respuesta inmune (preferentemente de inducir
0 incrementarla o, en el caso de alergias o enfermedades autoinmunes,de desensibilizar el sistema
inmunolégico del paciente a un alérgeno o autoantigeno especifico). Para modular, por ejemplo inducir o
incrementar, una respuesta inmune en un tejido o un organismo, el ARN monohebra inmunoestimulador
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complejado puede administrarse al tejido u organismo anteriormente definidio ya sea como tal o como un
agente como se ha definido arriba. Los modos de administraciona emplear pueden ser los mismos que los
descritos arriba para las composiciones farmacéuticas. La administracion del agente puede ocurrir antes,
junto con y/o después de una terapia de enfermedades o estados como los aqui mencionados, por
ejemplopor la administracién del agente antes, junto con y/o después de una terapia o de una administracion
de un terapéutico adecuado para estas enfermedades o estados.

De acuerdo con una realizacién final, la presente invencién proporciona también kits que contienen un ARN
monohebra inmunoestimulador complejado de acuerdo con la invencion y/o una composicion farmacéutica de
acuerdo con la invenciéon asi como, opcionalmente, instrucciones técnicas con informacién sobre la
administracion y dosis del ARN monohebra inmunoestimulador complejado de acuerdo con la invencién y/o la
composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién. El kit puede comprender ademas, por separado, uno
0 mas del siguiente grupo de componentes: al menos un antigeno o al menos un anticuerpo o una
composicion que contenga un antigeno o un anticuerpo, un adyuvante adicional o una composicion que
contenga al menos un adyuvante y/o al menos una citoquina o una composiciéon que contenga al menos una
citoquina. El antigeno, anticuerpo y/o la citoquina puede proporcionarse como tal (proteinas) o puede como
un ADN o ARN que codifique para el antigeno, anticuerpo o citoquina.

Estos kits pueden ser aplicados por ejemplo a cualquiera de las aplicaciones o usos mencionados arriba, de
preferencia para el uso de al menos un ARN monohebra inmunoestimulador complejado de acuerdo con la
presente invencion (en la preparacion de un agente) para el tratamiento de cualquiera de las enfermedades
mencionadas. Los kits también pueden ser aplicados para el uso de al menos un ARN monohebra
inmunoestimulador complejado de acuerdo con la presente invencién (en la preparacion de un agente) para
el tratamiento de cualquiera de las enfermedades mencionadasdonde el agente (y/o el ARN monohebra
inmunoestimulador complejado) es capaz de inducir o incrementar una respuesta inmune en un tejido o un
organismo como el definido. Estos kits pueden aplicarse ademas al uso de al menos un ARN monohebra
inmunoestimulador complejado de acuerdo con la presente invencion (en la preparacion de un agente) para
modular, de preferencia para desarrollar, por ejemplo para inducir o incrementar, una respuesta inmune en un
tejido o un organismo como el definido, y en especial para soportar una enfermedad o estado tal como se
mencionan aqui.

FIGURAS
Las siguientes figuras intentan ilustran la invencion, sin que se limiteel objeto de la invencién a las mismas.

Figura 1: muestra la secuencia de una secuencia de ARNm de luciferasa estabilizada, donde el
ARNm nativo que codifica para la luciferasa se modifica con un marcador poli-A/poli-C (A70-C30). El primer
constructo (constructo CAP-Ppluc(wt)-muag-A70-C30, SEQ ID NO: 35) contenia los siguientes elementos de
secuencia: secuencias estabilizadoras del gen de alfa-globina,70 x adenosina en el extremo 3’ terminal (cola
poli-A),30 x citosina en el extremo terminal 3’ (cola poli-C);representado por los siguientes simbolos:__ =
secuencia de codificacion; == 3’-UTR del gen de alfa globina;.... = cola poli-A;------ = cola poli-C.

Figura 2: muestra la secuencia de una secuencia de ARNm de luciferasa estabilizada, donde el
constructo de acuerdo con la SEQ ID NO: 35 (verFigura 1) se modifica ademas con una secuencia
optimizada en GC para un mejor uso de los codones. Elconstructo final (constructo CAP-Ppluc(GC)-muag-
A70-C30, SEQ ID NO: 36) contenia los siguientes elementos de secuencia:secuencia optimizada en GC para
un mejor uso de codones, secuencias estabilizadoras del gen de alfa-globina,70 x adenosina en el extremo 3’
terminal y (cola de poli-A),30 x citosina en el extremo terminal 3’ (cola poli-C);representados por los siguientes

simbolos:____ = secuencia de codificacién;== = 3’-UTR modificado del gen de alfa globina;.... = cola poli-A;---
---- = cola poli-C.
Figura 3: muestra la secuencia de codificacion de la secuencia de SEQ ID NO: 35 (SEQ ID NO:37)

(verFigura 1).

Figura 4: muestra la secuencia de codificacion optimizada en GC de la secuencia SEQ ID NO:36
(SEQ ID NO:38) (verFigura 2). Los codones optimizados en GC estan subrayados.

Figura 5: muestra el efecto inmunoestimulador del ARN complejado con nona-arginina ((Arg)s) en
células hPBMC por medida de la produccién de IL-6. Como se observa, las células hPBMC muestran una
produccion de IL-6 significativa, es decir, un efecto inmunoestimulador significativo del ARN complejado con
nona-arginina ((Arg)s).

Figura 6: muestra el efecto inmunoestimulador de ARN complejado con nona-arginina ((Arg)s) en
células hPBMC por medidade la produccion de TNF-alfa. Como se observa, las células hPBMC muestran
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una produccion significativa de TNF-alfa, es decir, un efecto inmunoestimulador significativo del ARN
complejado con nona-arginina ((Arg)g).

Figura 7: un ejemplo comparativo de los efectos inmunoestimuladores del ARN complejado bien con
nona-arginina ((Arg)e) o con poli-L-arginina, respectivamente, en hPBMCs. Adecuadamente, un efecto
inmunoestimulador significativo se puede observar para relaciones en masa inferiores a 1:5 (ARN:nona-
arginina) (1:10; 1:8; 1:5; 1:2; 1:1; 2:1). Sin embargo, cuando se usan relaciones en masa de ARN:nona-
arginina 5:1,no se observa ninguna produccion significativa de TNFalfa. Esto se aplica a experimentos de
estimulacion, usando nona-arginina ((Arg)s) o ARNm solo. Ademas, se observd que la complejacion de ARN
con poli-L-arginina lleva a una induccidn significativamente mas baja de la produccion de TNF-alfa en
comparacién con nona-arginina ((Arg)e). Aparentemente, concentraciones mas altas de poli-L-arginina
parecen ser toxicas para células transfectadas con la misma, particularmente cuando se usa una relacion en
masa 1:2 ARN:poli-L-arginina:ARN o superior, ya que las células fueron lisadas.

Figura 8: muestra la expresion de luciferasa después de la transfeccion de los complejos de ARN con
nona-arginina ((Arg)e) en células HeLa. Como se puede derivar de la Figura 8, una relacién en masa inferior
a2:1 (ARN:nona-arginina) parece ser adecuada. Por el contrario, la complejacion con poli-L-arginina de (masa
molecular mas alta) no lleva a una actividad luciferasa significativa. Asi, la poli-L-arginina de (alta masa
molecular) no parece ser adecuada para la transfeccion de ARNm.

Figura 9: un ejemplo comparativo de la expresion de luciferasa trasla transfeccion de los complejos
de ARN con hepta-arginina ((Arg);) en células HeLa. Como puede derivarse de la Figura 9, la transfeccién de
los complejos de ARN con hepta-arginina ((Arg)7) no lleva a una actividad luciferasa significativa.Asi, la
hepta-arginina ((Arg)7) tampoco parece ser adecuada para la transfeccion de ARNm.

Figura 10: muestra el efecto inmunoestimulador de ARN complejado con hepta-arginina ((Arg)7) en
células hPBMC por medida de la produccién de IL-6. Como puede verse, las células hPBMC muestran una
produccién de IL-6 significativa, es decir, un efecto inmunoestimulador significativo del ARN complejado con
hepta-arginina.

Figura 11: muestra el efecto inmunoestimulador de ARN complejado con hepta-arginina ((Arg)7) en
células hPBMC por dedida de la produccion de TNF-alfa. Como se puede ver, las células hPBMC muestran
una produccién significativa de TNF-alfa, es decir, un efecto inmunoestimulador significativo del ARN
complejado con hepta-arginina ((Arg)7).

Figura 12: muestra el efecto del ARN complejado con péptido R9 en la expresion de luciferasa en
células Hela.
Figura 13: muestra el efecto del ARN complejado con péptido R9H3 en la expresion de luciferasa en

células Hela.

Figura 14: muestra el efecto del ARN complejado con péptido H3R9H3 en la expresién de luciferasa
en células Hela.

Figura 15: muestra el efecto del ARN complejado con péptido YYYROSSY en la expresion de
luciferasa en células Hela.

Figura 16: muestra el efecto del ARN complejado con péptido H3R9SSY en la expresion de luciferasa
en células Hela.

Figura 17: muestra el efecto del ARN complejado con péptido (RKH)4 en la expresion de luciferasa en
células Hela.

Figura 18: muestra el efecto del ARN complejado con péptido Y(RKH)2R en la expresion de luciferasa
en células Hela.

Figura 19: muestra el efecto de la histidina en posiciones terminales en la eficacia de transfeccion.

Figura 20: muestra el efecto de aminoacidos neutros en posiciones terminales en la eficacia de
transfeccion.
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Figura 21: muestra el efecto inmunoestimulador de ARN complejado con R9H3 en la secrecion de
TNFalfa en hPBMCs.

Figura 22: muestra el efecto inmunoestimulador de ARN complejado con R9H3 en la secrecién de IL-6
en hPBMCs.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos ilustran la invencion, sin que su objeto se limite a los mismos.

Ejemplo 1: Preparacién de constructos de ARNm de luciferasa

En los siguientes experimentos se prepard una secuencia de ARNm de luciferasa estabilizada y se uso6 para
experimentos de transfeccion, donde el ARNm que codifica para la luciferasa nativa se modificé con un
marcador poli-A/poli-C (A70-C30) y se optimizé en GC para un mejor uso de codones y mayor estabilidad.

Un primer constructo (constructo CAP-Ppluc(wt)-muag-A70-C30, SEQ ID NO: 35) contenia los siguientes
elementos de secuencia:

secuencias de estabilizacién del gen de alfa-globina,

70 adenosina en el extremo 3’ terminal y

30 citosina en el extremo 3’ terminal.

El constructo final (constructo CAP-Ppluc(GC)-muag-A70-C30, SEQ ID NO: 36) segun se usa aqui para los
siguientes experimentos contenia los siguientes elementos de secuencia:

secuencia optimizada en GC para un mejor uso de codones,

secuencias de estabilizacién del gen de alfa-globina,

70 Adenosina en el extremo 3’ terminal y

30 Citosina en el extremo 3’-terminal.

Estas secuencias también se muestran en las Figuras 1y 2 (SEQ ID NO: 35 y 36). Las secuencias de
codificacion respectivas se muestran en las Figuras 3y 4 (SEQ ID NO: 35y 36).

Ejemplo 2: Transcripcion in vitro de ARNm de luciferasa estabilizado

El ARN de luciferasa estabilizado de SEQ ID NO: 35 o 36 (LUc-RNActive) se transcribio in vitro usando T7-
polimerasa (T7-Opti mRNA kit, CureVac, Tubingen, Alemania) siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

Todos los transcritos de ARNm contenian una cola poli-A de 70 bases y una estructura de bloqueo 5'. La
estructura de bloqueo 5’ se obtuvo al afiadir un exceso de N7-metilguanosin-5’-trifosfato-5’-guanosina.

Ejemplo 3: Formacién de un complejo de ARN con nona-arginina ((Arg)s), poli-L-arginina o
péptidos adicionales con base en (Arg), respectivamente

15 pg de ARNm de luciferasa estabilizado con ARNm de SEQ ID NO: 36 (Luc-RNActive) se mezclaron, en
diferentes relaciones en masa, con nona-arginina (Args) o poli-L-arginina (Sigma-Aldrich; P4663; 5000-15000
g/moles), formando asi un complejo. Se usaron relaciones de masa siguientes como las mostradas a modo
de ejemplo para ((Arg)s). Se us6 Poly-L-arginina para ejemplos comparativos siguiendo las mismas
instrucciones.

ARN (Arg)e (Arg)e (Arg)e ARN (Arg)e H20 Conc,(Ar (Arg)o/
g)e ARN
Mg Mg pl pl pl [uM]
1 Falso 70,0 0
2 (Arg)g solo 150 3 67,0 151,32
3 ARN solo 15 3,8 66,3 0,00
4 1 10 15 150,0 3,8 3,0 63,3 151,32 10:1
5 1 8 15 120,0 3,8 24 63,9 121,06 8:1
6 1 5 15 75,0 3,8 1,5 64,8 75,66 5:1
7 1 2 15 30,0 3,8 0,6 65,7 30,26 21
8 1 1 15 15,0 3,8 15,0 51,3 15,13 1:1
9 2 1 15 7,5 3,8 7,5 58,8 7,57 1:2
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10 5 1 15 3,0 3,8 3,0 63,3 3,03 1:5
11 8 1 15 1,9 3.8 1,9 64,4 1,89 1:8
12 10 1 15 1,5 3.8 1,5 64,8 1,51 1:10

Ademas, se prepararon ARN (moléculas) complejadas con base en (Arg)susando los siguientes péptidos para
la complejacion:

5 RO Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg
R9H3: Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-His-His-His
H3R9H3: His-His-His-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-His-His-His
YSSRISSY: Tyr-Ser-Sr-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-Ser-Tyr
H3R9SSY: His-His-His-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-Ser-Tyr
10 (RKH)4: Arg-Lys-His-Arg-Lys-His-Arg-Lys-His-Arg-Lys-His
Y(RKH)2R: Tyr-Arg-Lys-His-Arg-Lys-His-Arg

Para la complejacion, 4 uyg de ARN de luciferasa estabilizado de SEQ ID NO: 36 (Luc-RNActive) se
mezclaron en proporcions molares con el péptido respectivo (de la formula 1), formando asi un complejo.

15 Posteriormente la solucién resultante se ajusté con agua a un volumen final de 50 pl y se incubd durante 30
minutos a temperatura ambiente. Las relaciones usadas se indican en las siguientes tablas. Entonces se
sembraron células Hela (150x103/pocillo) 1 dia antes de trasfeccion en placas de microtitulacion de 24
pocillos a una confluencia del 70% cuando se llevo a cabo la transfeccion.

R9:
Formulacién —N/P | R9 |
Relacion molar Relacion en masa N/P
ARN R9 ARN ug Péptido ug
1,00 10000,00 1,00 23,72 50,00
1,00 5000,00 1,00 11,86 25,00
1,00 2500,00 1,00 5,93 12,50
1,00 1000,00 1,00 2,37 5,00
1,00 500,00 1,00 1,19 2,50
1,00 100,00 1,00 0,24 0,50
1,00 10,00 1,00 0,02 0,05
20
R9H3:
Formulaciéon — N/P | R9H3 |
Relacion molar Relacion en masa N/P
ARN R9H3 ARN pg Péptido ug
1,00 10000,00 1,00 30,58 50,00
1,00 5000,00 1,00 15,29 25,00
1,00 2500,00 1,00 7,65 12,50
1,00 1000,00 1,00 3,06 5,00
1,00 500,00 1,00 1,53 2,50
1,00 100,00 1,00 0,31 0,50
1,00 10,00 1,00 0,03 0,05
H3R9H3:
Formulacién —N/P | H3R9H3 |
Relacion molar Relacion en masa N/P
ARN H3R9H3 ARN pg Péptido pg
1,00 10000,00 1,00 37,43 50,00
1,00 5000,00 1,00 18,72 25,00
1,00 2500,00 1,00 9,36 12,50
1,00 1000,00 1,00 3,74 5,00
1,00 500,00 1,00 1,87 2,50
1,00 100,00 1,00 0,37 0,50
1,00 10,00 1,00 0,04 0,05
25
YSSRISSY:
Formulacién —N/P | YSSR9SSY |
Relacion molar Relaciéon en masa N/P
ARN YSSR9SSY ARN ug Péptido ug
1,00 10000,00 1,00 34,95 50,00
1,00 5000,00 1,00 17,48 25,00
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1,00 2500,00 1,00 8,74 12,50
1,00 1000,00 1,00 3,50 5,00
1,00 500,00 1,00 1,75 2,50
1,00 100,00 1,00 0,35 0,50
1,00 10,00 1,00 0,03 0,05
H3R9SSY:
Formulacion —>N/P | H3R9SSY |
Relacion molar Relacién en masa N/P
ARN H3R9SSY ARN ug Péptido ug
1,00 10000,00 1,00 36,18 50,00
1,00 5000,00 1,00 18,09 25,00
1,00 2500,00 1,00 9,05 12,50
1,00 1000,00 1,00 3,62 5,00
1,00 500,00 1,00 1,81 2,50
1,00 100,00 1,00 0,36 0,50
1,00 10,00 1,00 0,04 0,05
(RKH)4:
Formulacion —N/P | (RKH)4 |
Relacion molar Relacion en masa N/P
ARN (RKH)4 ARN ug Péptido ug
1,00 10000,00 1,00 28,38 50,00
1,00 5000,00 1,00 14,19 25,00
1,00 2500,00 1,00 7,10 12,50
1,00 1000,00 1,00 2,84 5,00
1,00 500,00 1,00 1,42 2,50
1,00 100,00 1,00 0,28 0,50
1,00 10,00 1,00 0,03 0,05
Y(RKH)2R:
Formulacién —N/P | R9 |
Relacion molar Relacion en masa N/P
ARN Y(RKH)2R ARN ug Péptido ug
1,00 10000,00 1,00 19,67 50,00
1,00 5000,00 1,00 9,83 25,00
1,00 2500,00 1,00 4,92 12,50
1,00 1000,00 1,00 1,97 5,00
1,00 500,00 1,00 0,98 2,50
1,00 100,00 1,00 0,20 0,50
1,00 10,00 1,00 0,02 0,05
Ejemplo 4: Tranfeccion mediada por nona-arginina ((Arg)e) y expresion de ARNm de luciferasa

estabilizado de SEQ ID NO: 35 0 36 (Luc-RNActive) en células HeLa

Se sembraron células HelLa (150x103/pocillo) 1 dia antes de la transfeccidn en placas de microtitulacién de 24
pocillos a una confluencia del 70% cuando se llevé a cabo la transfeccién. Para la transfeccion (40 pl), 50 pl
de la solucion ARN/(péptido) descrita en el Ejemplo 3 se mezclaron con 250 pl de medio libre de suero y se
afiadio a las células (concentracion de ARN final: 13 pg/ml). Antes de la adicion de la solucién de trasfeccion,
las células Hela se lavaron suave y cuidadosamente dos veces con 1 ml de Optimen (Invitrogen) por pocillo.
Luego, la solucion de transfeccion (300 pl por pocillo) se afiadié a las células y las células fueron incubadas
durante 4 horas a 37°C. Entoncesse afiadieron300 pl de medio RPMI (Camprex) que contenia 10% de FCS
por pocillo y las células se incubaron durante 20 horas mas a 37°C. La solucién de transfeccion fue
succionada 24 horas después de la transfeccion y las células fueron lisadas en 300 pl de tampodn de lisis (25
mM de Tris-PO4, 2 mM de EDTA, 10% de glicerol, 1% de Triton-X 100, 2 mM de DTT). Los sobrenadantes se
mezclaron después con tampoén de luciferina (25 mM de glicilglicina, 15 mM de MgSO4, 5 mM de ATP, 62,5
UM de luciferina) y se detecté la luminiscencia usando un lumindmetro (Lumat LB 9507 (Berthold

Technologies, Bad Wildbad, Alemania). Los resultados de estos experimentos se muestran en las Figuras 8 y
12 a 18.

Ejemplo 5: Estimulacion inmune después de la transfeccién de complejos de ARN con nona-
arginina ((Arg)e)) o poli-L-arginina (ejemplo comparativo)

a) Experimentos de transfeccion:
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Se aislaron células HPBMC de sangre periférica de donadores sanos usando un gradiente Ficoll y se lavaron
con 1xPBS (solucion salina tampdnfosfato). Las células se sembraron después en placas de microtitulacion
de 96 pocillos (200 x 103/pocillo). Las células hPBMC fueron incubadas durante 24 horas, como se describié
en el Ejemplo 4, con 10 pl del complejo ARN/péptido (concentracion final de ARN: 6 pg/ml; se usaron las
mismas cantidades de ARN ) en medio X-VIVO 15 (BioWhittaker) (concentracion de ARN final: 10 pg/ml). El
efecto inmunoestimulador en las células hPBMC se midi6 detectando la produccién de citoquina (interleucina-
6 y factor de necrosis tumoral alfa). Para ello, se incubaron placas de microtitulacion de ELIA (Nunc Maxisorb)
durante una noche (o/n) con tampén de unién (0,02% de NaNs, 15 mM de Na;COs, 15 mM de NaHCOs3, pH
9,7), que contenia ademas un anticuerpo de citoquina especifico. Las células se bloquearon después con
1xPBS, que contenia 1% de BSA (seroalbumina bovina). Se afiadié el sobrenadante celular y se incubd
durante 4 horas a 37°C. Entonces, la placa de microtitulacion se lavd con 1xPBS, 0,05% de Tween 20 y se
incubo con un anticuerpo secundario marcado con biotina (BD Pharmingen, Heidelberg, Alemania). Se afiadio
peroxidasa de rabano acoplada a estreptavidina a la placa. Después, la placa se lavé de nuevo con 1xPBS,
que contenia 0,05% de Tween-20 y se anadié ABTS (&cido2,2’-azido-bis(3-etilbenzotriazolin-6-sulfonico)
como sustrato. La cantidad de citoquina se determind midiendo la absorcion a 405 nm (OD405) usando una
curva estandar con citoquinas recombinantes (BD Pharmingen, Heidelberg, Alemania) un con lector ELIS
Sunrise de Tecan (Crailsheim, Alemania).

b) Resultados

i) Efecto inmunoestimulador de ARN complejado con nona-arginina ((Arg)o)

i1) Se incubaron células hPBMC con ARN complejado con nona-arginina ((Arg)e) durante 24 horas como se
ha descritoen una relaciéon en masa ARN:(Arg)g) de1:1. Se midié la produccién de IL-6 en los sobrenadates
de células usando ELISA. Como resultado, las células HPBMC mostraron una produccion significativa de IL-
6, es decir, un efecto inmunoestimulador significativo de ARN complejado con nona-arginina ((Arg)s) (véase
Figura 5).

i2) Se incubaron células HPBMC con ARN complejado con nona-arginina ((Arg)s) durante 24 horas como se
ha descritoa una relacion en masa ARN:((Arg)s) de 1:1. Se midi6 la produccion de THF-alfa en los
sobrenadantes de células usando ELISA. Como resultado, las células HPBMC mostraron una produccion de
TNF-alfa significativa, es decir, un efecto inmunoestimulador significativo de ARN complejado con nona-
arginina ((Arg)e) (véase Figura 6).

ii) Comparacién del efecto inmunoestimulador de ARN complejado con nona-arginina ((Arg)g) o con poli-L-
arginina, respectivamente (ejemplo comparativo)

Se incubaron hPBMCs a diferentes relaciones en masa (ARN:nona-arginina 1:10; 1:8; 1:5; 1:2; 1:1; 2:1, 5:1;
8:1y 10:1) con un complejo de ARN y nona-arginina ((Arg)e) o poli-L-arginina, etc., respectivamente, durante
24 horas. Posteriormente se midié la produccion de TNF-alfa usando ELISA. Ventajosamente, se observa un
efecto inmunoestimulador significativo para relaciones en masa inferiores a5:1 (ARN:nona-arginina) (1:10;
1:8; 1:5; 1:2; 1:1; 2:1) (véase Figura 7). Con relaciones en masa ARN:nona-arginina 5:1 no se observa
produccién significativa de TNFalfa. Lo mismo se aplica para experimentos de estimulacién, usando nona-
arginina ((Arg)s) o ARNm solo (véase Figura 7, izquierda). Ademas, la complejacion del ARNm con poli-L-
arginina lleva a una induccon significativamente mas baja de produccion de TNF-alfa en comparacion con
nona-arginina ((Arg)s) (véase Figura 7, derecha). Ademas, se observé que concentraciones mas altas de poli-
L-arginina parecen ser toxicas para células transfectadas, particularmente cuando se usa una relaciéon en
masa 1:2 ARN:poli-L-arginina o inferior, ya que las células fueron lisadas.

Ejemplo 6: Expresion de luciferasa después de transfeccién de complejos de ARN con nona-
arginina ((Arg)e) o poli-L-arginina, respectivamente, en células HeLa (ejemplo comparativo)

a) Expresion de luciferasa después de la transfeccion de complejos de ARN con nona-arginina ((Arg)s) en
células HelLa. Células Hela fueron transfectadas con RNActive que codificaba para luciferasa, que habia sido
complejado con diferentes proporciones de nona-arginina o poli-L-arginina, respectivamente. Se midi6 24
horas mas tarde la actividad luciferasa. Aparentemente, una relacion en masa inferior a 2:1 (ARN:nona-
arginina) parece ser adecuada (véase Figura 8).

b) En comparacion, la complejacion con poli-L-arginina de alta masa molecular no incrementa la actividad
luciferasa a un nivel significativo. Asi, la poli-L-arginina de (alta masa molecular) no parece ser adecuada
para la transfeccion de ARNm (véase Figura 8).

Ejemplo 7: Expresion de luciferasa bajo transfeccion de complejos de ARN con hepta-arginina
((Arg)7) en células HelLa (ejemplo comparativo)

Células Hela fueron transfectadas con luciferasa de codificacion RNActive complejada con diferentes
proporciones de hepta-arginina ((Arg)7). Veinticuatro horas mas tarde se midi6 la actividad luciferasa.
Aparentemente, la complejacién con hepta-arginina ((Arg)z) no incrementa la actividad luciferasa a un nivel
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significativo. Asi, la hepta-arginina ((Arg)7) no parece ser adecuada para la transfeccion de ARNm (véase
Figura 9).

Ejemplo 8: Estimulacion inmune después de transfeccion de complejos de ARN con hepta-
arginina ((Arg)7) (ejemplo comparativo)

a) Experimentos de transfeccion: Se llevaron a cabo experimentos de transfeccion para hepta-arginina
((Arg)7) analogos a los experimentos del Ejemplo 5 anterior.

b) Resultados del efecto inmunoestimulador de ARN complejado con hepta-arginina ((Arg)z):

i) Se incubaron células HPBMC con ARN complejado con hepta-arginina ((Arg);) durante 24 horas como se
ha descritoa una relacion en masa ARN:(Arg)rde 1:1. Se midié la produccién de IL-6 en los sobrenadantes de
células usando ELISA. Como resultado, las células HPBMC mostraron una produccion de IL-6 significativa,
es decir, un efecto inmunoestimulador significativo de ARN complejado con hepta-arginina ((Arg)7) (véase
Figura 10).

ii) Las células HPBMC fueron ademas incubadas con ARN complejado con hepta-arginina ((Arg)7) durante 24
horas como se ha descrito auna relaciéon en masa ARN:(Arg)zde 1:1. Se midi6 la produccion de THF-alfa en
los sobrenadantes de células usando ELISA. Como resultado, las células HPBMC mostraron también una
produccion significativa de TNF-alfa, es decir, un efecto inmune estimulador significativo de ARN complejado
con hepta-arginina ((Arg)7) (véase Figura 11).

Ejemplo 9: Determinacion del efecto de la histidina en la eficiencia de transfeccion

Para determinar el efecto de la histidina en la eficiencia de transfeccién se llevo a cabo una transfeccion de
manera analoga a los experimentos de transfeccion mostrados usando péptidos con diferente contenido en
histidina. Asi, 4 ug de ARNm de luciferasa estabilizado de SEQ ID NO: 36 (Luc-RNActive) fueron mezclados
en relaciones molares con el péptido respectivamente (de acuerdo con la formula ), particularmente R9,
R9H3 o H3R9H3, formando un complejo. Posteriormente la solucidn resultante se ajustd con agua hasta un
volumen final de 50 pl y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las relaciones usadas en
cada experimento son 1:10.000, 1:5.000 y 1:1.000. Se sembraron células HeLa (150x10%pocillo) sembradas
1 dia antes de la transfeccion en placas de microtitulacion de 24 pocillos a una confluencia del 70% cuando la
transfeccion se llevé a cabo. Para la transfeccion, 50 pl de la solucién de ARN/péptido se mezclo con 250 pl
de medio libre de suero y se afadio a las células (concentracion final de ARN: 13 pg/ml). Antes de la adicion
de la solucién de transfeccion, las células HelLa se lavaron cuidadosa y suavemente dos veces con 1 ml de
Optimen (Invitrogen) por pocillo. Después, la solucion de transfeccion (300 ul por pocillo) se anadié a las
células y las células se incubaron durante 4 horas a 37°C. Posteriormente se afiadieron 300 ul de medio
RPMI (Camprex) que contenia 10% de FCS por pocillo y las células se incubaron durante 20 horas mas a
37°C. La solucion de transfeccion se succiond 24 horas después de la transfeccion y las células fueron
lisadas en 300 pl de tampon de lisis (25 mM de Tris-PO4, 2 mM de EDTA, 10% de glicerol, 1% de Tritén-X
100, 2 mM de DTT). Los sobrenadantes se mezclaron después con tampdn de luciferina (25 mM de
glicilglicina, 15 mM de MgSOQO4, 5 mM de ATP, 62,5 uM de luciferina) y se detectd la luminiscencia usando un
luminémetro (Lumat LB 9507 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Alemania).

Los resultados se muestran en la Figura 19. Como puede verse, un tramo de 3 histidinas en un extremo
terminal si incrementa la eficiencia de transfeccion del ARN complejado, donde un tramo de 3 histidinas en
ambos extremos terminales incrementa significativamente la eficacia de transfeccion del ARN complejado.

Ejemplo 10: Determinacion del efecto de aminoacidos neutros en la eficiencia de transfeccién

Para determinar el efecto de aminoacidos neutros en la eficiencia de transfeccion se llevd a cabo un
experimento de transfeccion adicional de manera analoga a los experimentos de transfeccion anteriores del
Ejemplo 9 usando el péptido H3R9CCS. Los resultados de este experimento adicional se muestran en la
Figura 20.

Ejemplo 11: Inmunoestimulacién usando R9H3 en hPBMCs

El efecto de ROH3 en la inmunoestimulacién se ensayé en hPBMCs. Asi, se prepard un complejo de ROH3 y
ARN como el delEjemplo 3. Mas aun, células HPBMC de sangre periférica de donadores sanos se aislaron
usando un gradiente Ficoll y se lavaron con 1xPBS (solucién salina tampén fosfato). Las células se
sembraron después en placas de microtitulacion de 96 pocillos (200x103/pocillo). Las células HPBMC fueron
incubadas durante 24 horascomo se describe en el Ejemplo 4 con 10 pl del complejo de ARN/péptido
(concentracion final de ARN: 6 ug/ml; se uesaron las mismas cantidades de ARN) en medio X-VIVO 15
(BioWhittaker). El efecto inmunoestimulador en las céllas hPBMC se midié detectando la producciéon de
citoquina (interleucina-6 y factor de necrosis tumoral alfa). Asi, placas de microtitulacion de ELISA (Nunc
Maxisorb) fueron incubadas durante una noche (o/n) con tampénde unidn (0,02% de NaNsz, 15 mM de
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NazCO3, 15 mM de NaHCO3, pH 9,7) que contenia ademas un anticuerpo de citoquina especifico. Las células
se bloquearon después con 1xPBS que contenia 1% de BSA (seroalbumina bovina).Se afadio el
sobrenadante y se incubd durante 4 horas a 37°C. Posteriormente, la placa de microtitulacion se lavo con
1xPBS, 0,05% de Tween 20, y luego se incubd con un anticuerpo secundario marcado con biotina (BD
Pharmingen, Heidelberg, Alemania). Se afiadio a la placa peroxidasa de rabano acoplada a estreptavidina. La
placa se lavé de nuevo con 1xPBS que contenia 0,05% de Tween-20, y se afiadi6 ABTS (acido 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) como sustrato. La cantidad de citoquina se determind midiendo la
absorciéon a 405 nm (OD405) usando una curva estandar con citoquinas recombinantes (BD Pharmingen,
Heidelberg, Alemania) con un lector ELISA Sunrise de Tecan (Crailsheim, Alemania). Los resultados se
muestran en las Figuras 21 y 22. Como se puede observar, aparecié una inmunoestimulacion significativa a
una relacion 1:5.000 de ARN:R9H3.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110 Curevac GmbH

<1 20> Transfection of complaxed RMNA
<1 30= cul1 PO52weod

=180= PCT/EP2007 07702
=1&1= 2007-03-04

<160= 44

<170= Patentln version 3.5
<290= 1

<21= &

=212= PRET

=213= Anificial

=220=
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=222 lrwertive oligopeptide having the general formula: (ArgliLy=s(miHisIn(CmloXaal: accoerding to formula |

<4 00= 1

.:rg Arg Arg Arg ?rg Arg Arg Arg

=210= 2
=211= 9
<212 PRT
=213= Artificial

<220
=222 lrwertive oligopeptide having the general formula: (ArgliLy=s(miHisIn(CmloXaal: accoerding to formula |

<400 2

T‘g Arg Arg Arg .;.r'g Arg Arg Arg Arg

=210= 3
=211=-10
=212= PRT
=213= Artificial

<220=
<223 Irwentive oligopeptide having the general formula (Arg)l{Lys{m)(HisIn(COmloXaEaix according to formula |

<400= 3

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1999959999910

=210 4
=211= 11
=212= PRT
=213= Artificial

<220
<223 Irwentive oligopeptide having the general formula (Arg)l{Lys{m)(HisIn(Omo(xaax according to formula |

<400= 4

?rg Arg Arg Arg Jgrg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
10

=210= §
«<211= 12

<211= PRT
<214 Artificial

=220
=223= lrventve oligopeptide having the general formular (Arg)l{Lys(m){His niOrm)o(Xaa)x according to formula |;

=400 &
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Arg Arg Arg Arg .;.rg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 . 10

<210= §
<291= 13
<212= PRT
<213 Artificial

<220
<2237 Irvertive oligopeptide having the general formula: (Argil{Lys(m)Hisin(Omloe(aa)x according to formula |

=400 G

.;rg Arg Arg Arg ?rg Arg Arg Arg Arg .;Eg Arg Arg Arg

=210= 7
=211= 14
=212= PRT
=213= Artificial

=220
<223 [rvertive oligopeptide having the general fomula: (Argl(Lys(miHisIn(Omle(Xaa)x according te formula |,

=400= 7

?rg Arg Arg Arg grg Arg Arg Arg Arg ;59 Arg Arg Arg Arg

=210= &
=211= 14
=212= PRT
=213= Arificial

<220
<2237 Irvertive oligopeptide having the general formula: (Argil{Lys(m)Hisin(Omloe(aa)x according to formula |

=400 G

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5 10 . 15

=210= 9
=211= &
=212= PRET
=213 Artificial

=220
<223 [rvertive oligopeptide having the general fomula: (Argl(Lys(miHisIn(Omle(Xaa)x according te formula |,

=400 9

liys Lys Lys Lys Igys LYs Lys Lys

<210> 10
<211 9
<212» PRT
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=212= Artificial

<220
<223 Irvertive oligopeptide having the general formula (Arg){Lys{m){HisIn(Gmloe(Xaa)x according to formula |

<400z 10

ll.-)'S LYS LyS LYS 1.5,)"5 LYS LyS LYS LYyS

<210% 11
<211 10
<213> PRT
<213> Artificial

<220
<223 Irvertive oligopeptide having the general formula (Arg){Lys{mi(Hisin(Omloe(Xaa)x according to formula |

=400= 11

i}"ﬁ LYS LYS LYS l§)"5 LYS LysS LYS LyS l]_-as

<2102 12
<211 11
<212 PRT
<212> Artificial

<220
<223 Irvertive oligopeptide having the general formula (Arg)l{Lys(m(Hisin(Gmloe(Xaa)x according to formula |

<400 12

livs LyS Lys Lys ls.vs Lys Lys Lys Lys ligs Lys

=210= 13
=211=12
=212= PRT
=212= Artificial

<220
<223 Irvertive oligopeptide having the general formula (Arg){Lys{mi(Hisin(Omloe(Xaa)x according to formula |

<400= 13

kys LYs Lys LysS ;ys Lys Lys Lys Lys igs Lys LyS

=210= 14
=211=13
=212= PRT
=212= Artificial

<220
<223 Irvertive oligopeptide having the general formula (Arg)l{Lys(m(Hisin(Gmloe(Xaa)x according to formula |

<400> 14
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&ys LYS Lys Lys gys Lys Lys LYyS Lys kss LyS Lys Lys

=210= 15
=211= 14
=212= PRET
=212= Artificial

<220
<223 rvertive oligopeptide having the general formula: (Arg)l{Lys(rmi(Hisin(Omloe(Xaa)x according to formula |

=400= 15

iys LyS Lys Lys kys Lys LYyS Lys Lys iss Lys Lys Lys Lys

=210= 16
=211= 15
=212= PRET
=213 Artificial

<220
<223> Irvertive oligopeptide having the general formula (Arg)l{Lys(mi(Hisin(Omjoe(Xaa)x according to formula |,

=400= 16

Lys Lys Lys Lys Igys LYS LyS LyS LyS Lys Lys LyS Lys Lys Iigs
1 10

=210= 17
=211= &
=212= PRT
=213 Artificial

<220
<2237 Irvertive oligopeptide having the general formula (Argll{Lys(m)(HisIn(Omlo(Xaa)x according to formula |,

<400z 17
His His His His I;'is His His Mis
1

=210= 15
=211= 9
=212= PRT
=212= Artificial

=220
<2237 Irvertive oligopeptide having the general formula (Argll{Lys(m)(HisIn(Omle(Xaa)x according to formulal;

<400 18
His His His His ?is His His His His
1

=210= 19
=211= 10
=212= PRT
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=213= Artificial

<220=
<223= Irvertive cligopeptide having the general formula (Argll{Lys(m){HiginiOm)olXaa)x according to formula |,

=400> 19
Hi5 Hi5 Hi5s His His His His His His His
1 b 10

=210= 20
=211 11
«212= PRT
<212 Artificial

<220=
<2237 Irvertive cligopeptide having the general formula (Arg)l{Ly=s(m){HiginiOmolXaa)x according to formula |,

=400 20
His His His His l;'is His His His His uas His
1 1

<210> 21
<211 12
<213> PRT
<213> Artificial

220>
“22%= Irvertive oligopeptide having the general formula (Arg)l{Lys(rm)(HisiniOmolXaalx according to formula |

=400= 2
His His His His Eris His His His His Hg'ls His His
1 1

<210= 22
<211=13
<212= PRT
<213= Artificial

<220
€22%= [rvertive oligopeptide having the general formula (Arg)l{Lys(rm)(HisiniOmolXaalx according to formula |

400> 22
His His His His His His His His His His His His His
1 5 10

=210> 22

<211> 14

<213 PRT

<213= Artificial

<220=
<223= Irvertive cligopeptide having the general formula (Argll{Lys(m){HiginiOm)olXaa)x according to formula |,

=400= 23
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His His His His bsn's His His His His Tas His His His His
1

=210= 24
=211= 15
=212= PRT
=212= Artificial

=220
<2237 Irvertive oligopeptide having the general formular (Argli{Lysim)HisIn(Omo(Xaa)x according 1o formula |

400> 24
His His His His His His His His His His His His His His His
1 5

<210= 25
=211= &
=212= PRT
=212= Artificial

=220
2223 Irvertive oligopeptide having the general formula (Argl{Lysim)Hisin(Omo(¥aax acscording to formula |

220>
=221= misc_feature
<223% Xaa = omithine

=220

<221= misc_feature

<223= (1).(8)

<223» ¥aa can be any naturally occuring amino acid

=400= 25

{aa Xaa Xaa Xaa J;aa Xaa Xaa Xaa

=210= 25
=211= 9
<212= PRT
=212= Artificial

=220
<2237 Irvertive oligopeptide having the general formular (Argli{Lysim)HisIn(Omo(Xaa)x according 1o formula |

220>
=221= misc_feature
<223 ¥aa = omithine

220>
=221= misc_feature
<222= (1).(9)

<223> ¥aa can be any naturally occuring amine acid

=400 25

73



ES 2539 188 T3

Xaa Xaa Xaa Xaa )scaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1

=210= 27
<211= 10
=212= PRT
<213= Artificial

220>
<223 lnventive oligopeptide having the general formula (Arg{Lys(m)iHisIn{Omlo(Xaax according to formula |

<220=
<23 > misc_feature
<2237 Xaa = Omithine

220>

<221 misc_featurs

<222= (131.010%

«22%% Xaa can be any naturally cocuring amine acid

=400= 27

{aa Xaa Xaa Xaa ?aﬂ. Xaa Xaa Xaa Xaa ;3&

<210= 25
<211= 11
<212= PRT
=213 Antificial

<2 20=
<2237 lwventive oligopeptide having the general fornula: (Argll{Ly={m)(Hisin(Omlo(Xaax according to formula |;

“220>
<221 misc_featurs
«233%> Xaa = Omithine

<220=

<221 misc_featurs

“22Z= (13011

<223 Xaa can be any naturally coournng amine acid

=400= 25

{aa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
5 10

=210= 29
<241= 12
=212= PRT
<213= Artificial

<20
<2237 [rwertive oligopeptide having the general formula (Argl(Ly={m)(Hisln(Omle(aax according to formula |

220>

<221 misc_feature
<223 Xaa = Omithine
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€220

<221 misc_feature

<222= (11.012)

«22%> Xaa can be any naturally ocurnng aming acid

<400= 29

{aa Xaa Xaa Xaa ;caa Xaa Xaa Xaa Xaa );ga Xaa Xaa

<210= 30
<211=13
=212= PRET
=21%= Arificial

220>
<2237 Inventive oligopeptide having the general fomula: (Argl(Lys{mi(Hisin(Om)o{Xaalx according to formula |

=220=
<221= misc_feature
<223= Xaa = Omithine

<220=

<221= misc_feature

“222= (11.013)

«22%> Xaa can be any naturally ocurnng aming acid

<400= 30
{aa Xaa Xaa Xaa Jsiaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
<2103
<211= 14
«212= PRT

<21%3= Arificial

220>
<2237 Inventive oligopeptide having the general fomula: (Argl(Lys{mi(Hisin(Om)o{Xaalx according to formula |

“220=

<221 misc_feature

“222= (11.014)

«22%> Xaa can be any naturally ocurnng aming acid

400> 31
{aﬂ Xaa Xdaa Xaa Jscaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
10
<210= 32
<211= 14
=212= PRET

<21%3= Arificial

<220=
<2237 Iventive oligopeptide having the general fomula: (Argl{Lys{mi(HisiniOm)o{Xaalx according to formula |
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< 220=
=221 = misc_feature
<223 ¥aa = Omithing

<220=

<22 = misc_featurs

<222= (1)..018)

<2237 Xaa can be any naturally ooouring aming acid

=400= 32

Xaa Xaa Xaa Xaa ;caa Xaa Xaa Xaa Xaa {Ea Xaa Xaa xXaa Xaa igﬂ.
1

<210 33
<211= 13
212> RMNA
<213= Artificial

<220=
«223= Beschreibung der sequerz: Koszak-sequenz (5. Beschraibung 5. 31)

=400= 33
QU CCACTE UG 13

210> 34
=211=15
212> RMNA
<213= Artificial

220>
«223= Beschreibung der sequerz: generische Sequerz einer Stabilisierungssequenz (5. Beschraibung 3. 32)

<2a20=

<221 = misc_feature
=222 (1.1
€223=n=Coderu

<220=

<22 = misc_featurs

<227 (5).05)

<2237 n = Jedes natuerlich auftretends MNukleotid eder ein Analog daven

< 220>

<2217 repeat_unit
=222= (5)..(5)
<2237 x = beliebig

<220

<221= misc_feature
w222 (9.9
=223= n= U oder A

220>

<2217 repeat_unit
=222 (10).(10)
“223= x = belicbig
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<220=

222> modified_base
«222= (107..(10)
€223= n = pynmidine

“220=

<221 > misc_featura
«222= (107..(10)
“223rnis a, o g oru

220

<22 = misc_featurs
“222= (131013
2223 n=C oder Ll

=400> 34
NGCANCEENN UGNGE 15

=210> 34
=211= 1662
=212= RMNA
=213 Artificial

<220=

<223> descnption of sequence: construct CAP-Ppludwt)-muag-A70-C30

<400 36

gggagaaagc
uaaagaaagg
auaaggcuau
ucgaggugga
ugaaacgaua
adauucuuuau
acauuuauaa
ucguuuccaa
aaaaaauuvau
ucgucacauc
auvagggacaa
gugucgcucu
uuggcaauca
uuggaauguu
gauuugaaga
uggugccaac

cuaauuuaca

uuggcauucc
cccggegeca
gaagagauac
caucacuuac
ugggcugaau
gccgguguug
ugaacgugaa
aaagggguug
uaucauggau
ucaucuaccy
gacaauugca
gccucauaga
aaucauuccg
uacuacacuc
agagcuguuu
ccuauucucc

cgaaauugcu

gguacuguug
uucuauccgc
gcccugguuc
gcugaguacu
acaaaucaca
ggcgcguuau
uugcucaaca
caaaaaauuu
ucuaaaacgg
cccgguuuua
cugaucauga
acugccugeg
gauacugcga
ggauauuuga
cugaggagcc
uucuucgcca

ucugguggcg

guaaagccac
uggaagaugg
cuggaacaau
ucgaaauguc
gaaucgucgu
uuaucggagu
guaugggcau
ugaacgugca
auuaccaggg
augaauacga
acuccucugg
ugagauucuc
uuuuaagugu
uauguggauu
uucaggauua
aaagcacucu

cuccocucuc

7

cauggaagac
aaccgcugga
ugcuuuuaca
cguucgguug
augcagugaa
ugcaguugcg
uucgcagecu
aaaaaagcuc
auuucagucg
uuuugugcea
aucuacuggu
gcaugccaga
uguuccauuc
ucgagucguc
caagauucaa
gauugacaaa

uaaggaaguc

gicCddddatad
gagcaacugc
gaugcacaua
gcagaagcua
aacucucuuc
cccgegaacg
accguggugu
ccaaucaucc
auguacacgu
gaguccuucg
cugccuaaag
gauccuauuu
caucacgguu
uuaauguaua
agugcgcugce
uacgauuuau

ggggaagcgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960

1020



uugccaagag
cagcuauucu
cauuuuuuga
gaggcgaacu
cgaccaacgc
acgaagacga
aucagguggc
cagguagucgc
uggagcacgg
caaccgcgaa
ccggaaaacu
agaucgccgu
uccuccccouc
aaaaaaaaaa
cccoccucuag

<210> 36

<211= 1857

=212= RMNA
=212= Arificial

<220=

guuccaucug
gauuacaccc
agcgaagguu
gugugugaga
Cuugauugac
acacuucuuc
ucccgcugaa
aggucuucce
aaagacgaug
aaaguugcgc
€gacgcaaga
guaauucuag
cuugcaccga
dddadaaaaa

acaauuggaa

ES 2539 188 T3

ccagguauca
gagggggaug
guggaucugg
gguccuauga
aaggauggau
aucguugacc
uuggaaucca
gacgaugacg
acggaaaaag
ggaggaguug
aaaaucagag
uvauaagacu
gduuaauadd
aaaaaaaaaa

uu

ggcaaggaua
auaaaccggg
auvaccgggaa
uuauguccgg
ggcuacauuc
gccugaaguc
ucuugcucca
<cggugaacu
agaucgugga
uguuugugga
dgauccucau
gacuagcccg
dadaaaaaaa

dauauvuccccc

ugggcucacu
cgcggucggu
aacgcugggce
uuauguaaac
uggagacaua
ucugauuaag
acaccccaac
ucccgeegec
uuacgucgec
cgaaguaccg
aaaggccaag
augggccucc
aaaaaaaaaa

ccccccccec

<223> descrption of sequence: construdt CAP-Pplud GC-muag-A.70-C30

=400 55

gggagaaagc
cccgeuggag
ggugccggge
guacuucgag
ccaccggauc
ccucuucauc
gaacagcaug
gauccugaac
gaccgacuac
cuucaacgag
caugaacagc
cugcgugcgc
cgccauccug

CCucaucugc

uugaggaugg
gacgggaccg
aCgaucgccu
augagcgugc
guggugugcu
ggcquggecg
gggaucagcc
gugcagaaga
cagggcuucc
uacgacuucg
agcggcagea
uucucgcacg
agcguggugc
ggcuuccggg

aggacgccaa
ccggegagea
ucaccgacge
gccuggecga
cggagaacag
ucgceccegge
agccgaccgu
agcugeccau
agucgaugua
ucccggagag
ccggecugec
cccgggacec
cguuccacca

ugguccugau

gaacaucaag
gcuccacaag
ccacaucgag
ggccaugaag
ccugcaguuc
gaacgacauc
gguguucgug
cauccagaag
cacguucgug
cuucgaccgg
gaagggggug
caucuucgge
cggcuucggc

guaccgguuc

78

aagggcocgg
gccaugaagc
gucgacauca
cgguacggcc
uucaugccgg
uacaacgagc
agcaagaagg
aucaucauca
accagccacc
gacaagacca
geecugeege
aaccagauca
auguucacga

9aggaggagc

gagacuacau
aaaguuguuc
guuaaucaaa
aauccggaag
gcuuacuggg
uacaaaggcu
aucuucgacg
guuguuguuu
agucaaguaa
aaaggucuua
aagggcggaa
caacgggcecece
aaaaaaaaaa

ccCCcccccc

cgcccuucua
gguacgcceu
ccuacgcgga
ugaacaccaa
ugcugggegce
gggagcugcu
gccugcagaa
uggacagcaa
ucccgccggg
ucgcccugau
accggaccge
ucccggacac
cccugggcua

uguuccugcg

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1882

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



gagccugcag
cgccaagagce
gggcgcecccyg
cauccgccag
ggacgacaag
ccuggacace
gaugaucaug
cqgcuggcug
cgaccggcug
gagcauccug
cgacgcegge
gaaggagauc
Ccgugguguuc
ccgrgagauc
agacugacua
dudaaaaaaa

dddaaauauu

=210= 37
=211 > 1643
=292= RMNA
=293 Anificial

220>

<223 descrption of sequence: coding sequence of the sequence

<400= 37

auggaagacg
accgcuggag
gcuuuuacag
guucgguugg
ugcagugaaa
gcaguugege
ucgcagccua
aaaaagcucc
uuucagucga
uuugugeccag
ucuacugguc

caugccagag

gacuacaaga
acccugaucg
cugagcaagg
ggcuacggec
ccgggegecg
ggcaagaccc
agcggecuacg
cacagcggceg
aagucgcuga
cuccagcacc
gagcugccgg
gucgacuacg
guggacgagg
cugaucaagg
gcccgauggg
aaaaaaaaaa

cccccoccccec

ccaaaaacau
agcaacugca
augcacauau
cagaagcuau
acucucuuca
ccgcgaacga
ccgugguguu
caaucaucca
uguacacguu
aguccuucga
ugccuaaagg

auccuauuuu

ES 2 539

uccagagcgc
acaaguacga
aggugggcga
ugaccgagac
ugggcaaggu
ugggcgugaa
ugaacaaccc
acaucgccua
ucaaguacaa
ccaacaucuu
ccgegguggu
uggccageca
ucccgaaggg
ccaagaaggg
ccucccaacg
aaaaaaaaaa

ccccccccce

aaagaaaggc
uaaggcuaug
cgagguggac
gaaacgauau
auucuuuaug
cauuuauaau
cguuuccaaa
aaaaauuauu
cgucacaucu
uagggacaag
ugucgcucug

uggcaaucaa

79

188 T3

gcugcucgug
ccugucgaac
ggccguggec
cacgagcgceg
ggucccguuc
ccagegggge
ggaggccacc
cugggacgag
gggcuaccag
cgacgccgge
ggugcuggag
ggugaccacc
ccugaccggg
cggcaagauc
ggcccuccuc
aaaaaaaaaa

CCCCcCcCCCCC

ccggcgocau
aagagauvacg
aucacuuacg
gggcugaaua
ccgguguugg
gaacgugaau
aagggguugc
aucauggauu
caucuaccuc
acaauugcac
ccucauagaa

aucauuccgg

ccgacccugu
cugcacgaga
aagcgguucce
auccugauca
uucgaggcca
gagcugugcg
aacgcccuca
gacgagcacu
guggcgccag
guggccggac
cacggcaaga
gccaagaage
aagcucgacg
gccguguaag
cccuccuugce
aaaaaaaaaa

ucuagacaau

ucagcuucuy
ucgccagegg
accucccggg
Cccccgaggg
dgguggugga
ugcgggggcc
ucgacaagga
ucuucaucgu
ccgagcugga
ugccggacga
ccaugacgga
ugcggggcag
cccggaagau
acuaguuaua
accgagauua
aaaaaaaaaa

uggaauu

according to SEQID MNG: 34

ucuauccgeu
cccugguucc
cugaguacuu
caaaucacag
gcgcguuauu
ugcucaacag
adaaaauuuuy
Cuaaaacgga
ccgguuuuaa
Ugaucaugaa
cugccugcgu

auacugcgau

ggaagaugga
uggaacaauu
cgaaaugucc
aaucgucgua
uaucggaguu
uaugggcauu
gaacgugcaa
uuaccaggga
ugaauacgau
cuccucugga
gagauucucg

uuuaaguguu

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1857

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



guuccauucc
cgagucgucu
aagauucaaa
auugacaaau
aaggaagucg
gggcucacug
gcggucggua
acgecugggeg
vauguaaaca
ggagacauag
cugauuaagu
caccccaaca
cccgoegecg
uacgucgcea
gaaguaccga
aaggccaaga

<210 28

<211 1663

=212= RMNA
=212= Artificial

220>

aucacgguuu
uaauguauag
gugcgcugcu
acgauuuauc
gggaageggu
agacuacauc
aaguuguucc
Uuaaucaaag
auccggaagc
cuuacuggga
acaaaggcua
ucuucgacgc
UugUUgGUUUU
gucaaguaac
aaggucuuac

agggcggaaa

ES 2539 188 T3

uggaauguuu
auuugaagaa
ggugccaacc
uaauuuacac
ugccaagagg
agcuauucug
dUuuuuugaa
aggcgaacug
gaccaacgcc
cgaagacgaa
ucagguggcu
aggugucgca
ggagcacgga
aaccgcgaaa
cggaaaacuc

gaucgccgug

acuacacucg
gagcuguuuc
cuauucuccu
gaaauugcuu
uuccaucuge
auuacacccg
gcgaagguug
ugugugagag
uugauugaca
cacuucuuca
cccgcugaau
ggucuuccecg
aagacgauga
aaguugcgcg
gacgcaagaa

gauauuugau

ugaggagccu

ucuucgccaa

cugguggcgc

cagguaucag
agggggauga
uggaucugga
guccuaugau
aggauggaug
ucguugaccg
uggaauccau
acgaugacgc
cggaaaaaga
gaggaguugu

aaaucagaga

auguggauuu
ucaggauuac
aagcacucug
uccccucucy
gcaaggauau
uaaaccgggc
uaccgggaaa
uauguccggu
gcuacauucu
ccugaagucu
cuugcuccaa
cggugaacuu
gaucguggau
guuuguggac

gauccucaua

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500

1560
1620
1653

<22%3= descrption of sequence: the GC-optimized coding sequence of the sequence acwording to SEQ 1D NO:

=400= 35

auggaggacg
accgeeggeg
gccuucaccg
gugcgecugg
ugcucggaga
geeguegeee
agccagecga
aagaagcugc
uuccagucga
uucgucccgg
agcaccggec

cacgcecggg

ccaagaacau
agcagcucca
acgcccacau
ccgaggccau
acagccugca
cggcgaacga
ccgugguguu
ccaucaucca
uguacacguu
agagcuucga
ugccgaaggg
accccaucuy

caagaagggc
caaggccaug
cgaggucgac
gaagcgguac
guucuucaug
caucuacaac
cgugagcaag
gaagaucauc
cgugaccagc
ccgggacaag

gguggcecug
cggcaaccag

ccggegeocy
aagcgguacg
aucaccuacg
ggccugaaca
ccggugcugg
gagcgggagc
aagggceugc
aucauggaca
caccucccge
accaucgeec
ccgcaccgga

ducaucccgg

80

ucuacccgeu
cccuggugcc
cggaguacuu
ccaaccaccg
gcgcccucuu
ugcugaacag
agaagauccu
gcaagaccga
cgggcuucaa
ugaucaugaa
ccgecugegu

dcaccgccau

g9g9aggacggg
gggcacgauc

cgagaugagc
gaucguggug
caucggcgug
cauggggauc
gaacgugcag
cuaccagggc
cgaguacgac
cagcagcggc
gcgcuucucg

Ccugagcgug

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

26
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gUgCCQUUCC aCcCacggcuu €ggcauguuc acgacccugg gcuaccucau cugeggeuuc 780
€ggguggucc ugauguaccg guucgaggag gagcuguucc ugcggagcocu gcaggacuac 840
aagauccaga gcgecgougcu cgugecgace cuguucagou ucuucgocaa gagcacccug 900
aucgacaagu acgaccuguc gaaccugcac gagaucgeca gegggggege cccgcugage 960
aaggaggugq gcgaggccgu ggccaagegg uuccaccuct cgggcauccg ccagggeuac 1020
ggccugaccg agaccacgag cgcgauccug aucacccccg agggggacga caagocggge 1080
gccgugggca aggugguccc guucuucgag gccaaggugg uggaccugga caccggcaag 1140
acccugggcg ugaaccagcg gggcgagcug ugcgugceggg ggccgaugau caugagcggce 1200
uacgugaaca acccggaggc cacCaacgcc cucaucgaca aggacggcug gcugcacage 1260
ggcgacaucg ccuacuggga cgaggacgag cacuucuuca ucgucgaccg gcugaagucg 1320
cugaucaagu acaagggcua ccagguggcg cCcggecgagc uggagagcau ccugcuccag 1380
caccccaaca ucuucgacgc cggcguggcc gggcugecgg acgacgacgc <ggcgagcug 1440
ccggocgcgg ugguggugcu ggagcacgge aagaccauga cggagaagga gaucgucgac 1500
uacguggcca gecaggugac caccgccaag aagcugcggg geggoguggu guucguggac 1560
gaggucccga agggocugac cgggaagcuc gacgcccgga agauccgcga gauccugauc 1620
aaggccaaga agggeggcaa gaucgocgug uaa 1653

210> 28

<211> 12

«212> PRT

=213= Artificial sequence

=220
«223= Description of sequence: exemplary oligopeptide according to genericfomula (1)

=400 39

?rg Arg Arg Arg ;rg Arg Arg Arg Arg His His His
10

=210= 40

=211= 15

=212 PRT

=212= Artificial Sequence

=220
«223= Description of sequence: exemplary oligopeptide according to genericfomula (1)

<400 40

?is His His Arg ?rg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg His His qgs
10

=210= 44

=211= 15

212> PRT

<213= Artificial Sequence

81
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=220
=223> Deascription of sequence: exemplary oligopeptide according to genericformula (1)

=400 41

Tyr Ser Ser Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Ser Ser Tyr
1)’ 5 9 10 E

=210= 42

211> 15

=212 PRT

=213 Artificial sequence

<220>
=223= Description of sequence: exemplary aligopeptide according to genericformula (1)

400> 42
His His His Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Ser Ser T%r
1 5 10 1

<210 43

=311 12

=212= PRT

=213= Artificial Sequence

=220
=223> Dascription of sequence: exemplary aligopeptide according to genericformula (1)

=400= 43

grg Lys His Arg Eys His Arg Lys His ?Eg Lys His

=210= 44

211> &

=212 PRT

=213 Artificial Sequence

<220>
=223 Description of sequence: exemplary oligopeptide according to generic formula (1)

<400 44

Tyr Arg Lys His grg Lys His Arg
1
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REIVINDICACIONES

ARN monohebra inmunoestimulador complejado que comprende al menos un ARN (molécula)
complejado con uno o mas oligopéptidosno unidos al ARN de forma covalente, caracterizado porque
la proporcion nitrégeno/fosfato (ratio N/P) del al menos un ARN del ARN complejado con uno o mas
oligopéptidos esta en el intervalo de 0,5-50 y porque el oligopéptido tiene una longitud de 8 a 15
aminoacidos y tiene la siguiente formula empirica:

(Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x (formula )

donde:

e |+m+n+o0+x=8-15 yl, m, nu o, independientemente uno del otro, pueden ser
cualquier numero seleccionado entre 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 6 15, siempre
que el contenido total de Arg, Lys, His y Orn represente al menos un 50% de todos los
aminoacidos del oligopéptido; y

e Xaa puede ser cualquier aminoacido seleccionado entre aminoacidos nativos 0 no nativos
excepto de Arg, Lys, His u Orn; y

e X puede ser cualquier numero seleccionado entre 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, siempre que el
contenido total de Xaa no exceda el 50% de todos los aminoacidos del oligipéptido.

ARN complejado segun la reivindicaciéon 1, caracterizado porque el al menos un ARN (molécula) es
un ARNm.

ARN complejado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 & 2, caracterizado porque el
oligopéptido tiene una longitud de 8 a 14,8 a 13,8 a 12,6 9a 12 6 9 a 11 aminoacidos.

ARN complejado seguncualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el contenido
total de Arg, Lys, His y Orn representa al menos el 60%, 70%, 80%, 90% o 95% de todos los
aminoacidos del oligopéptido del ARN complejado.

ARN complejado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque Xaa en la
férmula empirica (Arg)i;(Lys)m;(His)m;(Orn)o;(Xaa)x se selecciona de entre aminoacidos que tienen
una cadena lateral neutra, incluyendo aminoacidos que tienen una cadena lateral hidréfoba neutra y
aminoacidos que tienen una cadena lateral polar neutra.

ARN complejado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el
oligopéptido de féormula empirica (Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x no comprende aminoacidos en
uno o en ambos extremos terminales, que comprenden una cadena lateral acida.

ARN complejado seguncualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el oligopéptido
de formula empirica (Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x comprende aminoacidos neutros o basicos en
uno o en ambos extremos terminales, o aminoacidos basicos en uno o en ambos extremos
terminales y al menos uno, preferentemente al menos dos, en especial al menos tres aminoacidos
basicos en ambos extremos terminales.

ARN complejado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el
oligopéptido de férmula empirica (Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x comprende un tramo de al menos
3 aminoécidos basicos contiguos dentro de su secuencia.

ARN complejado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el
oligopéptido de féormula empirica (Arg);(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x comprende al menos 1, 2 6 3
aminoacidos no catiénicos en uno o ambos extremos terminales, seleccionandose preferentemente
el aminoacido no catiénico de histidina.

ARN complejado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque el almenos un
ARN (molécula) del ARN complejado es un ARNm, codificando el ARNm para una proteina o un
péptido terapéuticamente activos, una proteina o péptido inmunoestimulador, un antigeno tumoral o
un anticuerpo.

ARN complejado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque el ARN es
un ARN modificado, en particular un ARN estabilizado, en comparacién con el ARN tipo salvaje.

ARN complejado seguncualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porquela relacién en
masa entre el al menos un ARN (molécula) del ARN complejado y el uno o mas oligopéptidos esta
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en un intervalo de 1:100 a 1:0,5, o tiene un valor de 1:50 a 1:1, 1:100, 1:90, 1:80, 1:70, 1:60, 1:50,
1:45, 1:40, 1:35, 1:30, 1:25, 1:20, 1:15, 1:10, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1 0 1:0,5.

ARN complejado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque la relacion
molar entre el al menos un ARN (molécula) del ARN complejado y el uno o mas oligopéptidos esta
en un intervalo de 1:20.000 a 1:500 o 1:250, o en unintervalo de 1:10.000 a 1:1.000, o tiene un valor
de 1:9.500 a 1:9.000, 1:8.500, 1:8.000, 1:7.500, 1:7.000, 1:6.500, 1:6.000, 1:5.500, 1:5.000, 1:4.500,
1:4.000, 1:3.500, 1:3.000, 1:2.500, 1:2.000, 1:1.500, 1:1.000, 1:500, 1:450, 1:400, 1:350, 1:300 o
1:250.

ARN complejado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque la proporcion
nitrégeno/fosfato (ratio N/P) esta en un intervalo de 0,75-25.

ARN complejado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque el
oligopéptido se selecciona de entre el grupo consistente en:ArggHiss, HiszArgoHiss,
TyrSerSerArgeSerSerTyr, HissArgoSerSerTyr, (ArgLysHis)s, Tyr(ArgLysHis).Arg;o deArgs, Args,
Arg1o, Argi1, Argi2, Argis, Argis, Argis (SEQ ID NOs: 1-8);Lyss, Lyse, Lys1o, Lys11, Lys12, Lys1s, Lysis,
LyS15 (SEQ ID NOs: 9—16);Hi$3, Hng, HiS1o, HiS11, HiS12, HiS13, HiS14, HiS15 (SEQ ID NOs: 17-24) Yy
Orng, Orng, Orn1g, Ornq1, Orniz, Ornqz, Ornqa, Ornys (SEQ ID NOs: 25-32).

ARN complejado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, caracterizado porque el ARN
complejado se formula como una composicion farmacéutica.
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UUGAGGAUGG

AGGACGCCAA

GAACAUCAAG

AAGGGCCCGG

CCCGCUGGAG

GACGGGACCG

CCGGCGAGCA

GCCAUGARAGC

GGUACGCCCU

GGUGCCGGGC

ACGAUCGCCU

GCUCCACAAG
UCACCGACGC

CCACAUCGAG

GUCGACAUCA

CCUACGCGGA

GUACUUCGAG
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GCCUGGCCGA

GGCCAUGRAG

CGGUACGGCC
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CCACCGGAUC

GUGGUGUGCU

CGGAGAACAG

CCUGCAGUUC

UUCAUGCCGG
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GGCGUGGCCG
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UACAARCGAGC
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GAACAGCAUG
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GCCUGCAGAA

GAUCCUGAAC

GUGCAGAAGA

AGCUGCCCAU

CAUCCAGAAG

AUCAUCAUCA

UGGACAGCAR

GACCGACUAC

CAGGGCUUCC

AGUCGAUGUA

CACGUUCGUG
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UCCCGCCGGG
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UCGCCCUGAU
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AGCGGCAGCA
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Figura 14
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Efecto de formulaciones de péptido YSSRIOSSY en la
expresion de luciferasa en células HelLa
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Efecto de formulaciones de péptido H3R9SSY en la
| expresion de luciferasa en células Hela
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" Efecto de formulaciones de péptido (RKH)4 en la expresién de
w0 luciferasa en células HelLa
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Figura 17

Efecto de formulaciones de péptido Y(RKH)2R en la ]
expresion de luciferasa en células Hela
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Figura 18
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- Efecto de la histidina en la eficacia de la

transfeccion
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Figura 19

Efecto de aminoacidos neutros en la eficacia de
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Figura 20
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Liberacion de TNFalfa en hPMBCs

|

*4:500 | 1:100
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Figura 21
Liberacion de IL-6 en hPMBCs
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