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Descripcion

Formacion de complejos de acidos nucleicos con componentes cationicos disulfuro-reticulados para
la transfeccion e inmunoestimulacion

La presente invencion se refiere a un complejo de carga portador polimérico tal como se define en las
reivindicaciones. El complejo de carga portador polimérico de la invencién permite tanto una transfeccion
eficiente de acidos nucleicos en células in vivo e in vitro y/o para la induccién de una respuesta inmune
(innata y/o adaptiva), preferentemente dependiendo del acido nucleico a ser transportado como carga. La
presente invencién también proporciona composiciones farmacéuticas, en particular vacunas, que
comprenden el complejo de carga portador polimérico de la invencion y opcionalmente un antigeno, asi como
el uso del complejo de carga portador polimérico de la invencidon y opcionalmente un antigeno para
transfectar una célula, tejido u organismo, con propdsitos terapéuticos (génicos) como los descritos aqui, y/o
como un agente inmunoestimulador o adyuvante, por ejemplo para provocar una respuesta inmune, para el
tratamiento o la profilaxis de enfermedades como las citadas. Finalmente, la invencién se refiere a kits que
contienen el complejo de carga portador polimérico de la invencién, la composicion farmacéutica de la
invencion y/o la vacuna de la invencion o cualquiera de sus componentes en una o mas partes del kit.

Muchas enfermedades actualmente requieren la administracion de adyuvantesparaproporcionar una
respuesta inmune innata y, opcionalmente, para soportar una respuesta inmune adaptiva, particularmente en
el contexto de las vacunas. Algunas, aunque no necesariamente todas de estas enfermedades alternativa o
adicionalmente requieren la administracion de farmacos basadosen péptidos, proteinas y acidos nucleicos,
por ejemplo, la transfeccion de acidos nucleicos en células otejidos. Estos requisitos normalmente
representan aspectos diferentes en el tratamiento de estas enfermedades y son tipicamente dificiles de
resolver en un unico enfoque. Como consecuencia, normalmente la técnica anterior maneja tales aspectos
con enfoques separados.

En el contexto anterior, se cree en general que la vacunacién es una de las formas mas efectivas y
econdmicas de prevenir o tratar enfermedades. No obstante,diversosproblemas en el desarrollo de vacunas
han demostrado ser dificiles de resolver: las vacunas habitualmente son ineficientes para los muy jovenes y
los muy ancianos; muchas vacunas tienen que administrarse varias vecesy la proteccion que confieren
sedesvanece con el tiempo, requiriendo administraciones de refuerzo, y, para ciertas enfermedades tales
como VIH, es urgente el desarrollo de vacunas eficientes. Como es generalmente aceptado, muchasde estas
vacunas podrian habilitarse o mejorarse si pudiera provocar una respuesta inmune mas potente y duradera.

En consecuencia, el desarrollo de nuevos adyuvantes eficientes y seguros con el objeto de la
vacunacionquesoporten inducir y mantener una respuesta inmune adaptiva al iniciar o reforzar una respuesta
inmune innata paralela representa un gran desafio.

Los adyuvantes se definen habitualmente como compuestos que pueden incrementar y/o modular la
inmunogenicidad intrinseca de un antigeno. Parareducirlos efectossecundariosnegativos, las nuevas
vacunastienen una composicién mas definida, que normalmente lleva a una menor inmunogenicidad en
comparacion con las vacunas basadas en células completaso virus previas. Por tanto, se requieren
adyuvantes para ayudar a las nuevas vacunas a inducir una respuesta inmune potente y persistente, con el
beneficio adicional de que se requieren menos antigenos y menos inyecciones. Ahora esta claro que la
respuesta inmune adaptiva depende principalmente del nivel y la especificidad de las sefiales de peligro
iniciales percibidas por las células inmunes innatas después de la infeccion y vacunacion (Guy, B. (2007), Nat
Rev Microbiol 5(7): 505-17). En particular, para las vacunas candidatas de nueva generacion, que
comprenderan cada vez mas proteinas recombinantes altamente purificadas que, aunque muy seguras son
poco inmunogénicas, cada vez son mas necesarios adyuvantes eficientes.

Desafortunadamente, soélo unos pocos adyuvantes licenciados estan disponibles hasta la fecha. El mas
importantees el alumbre, que se sabe es seguro, pero también es un adyuvante muy débil. Se han
desarrollado numerosos otros adyuvantes, por ejemplo, incluyendo laadministraciéon de patégenos,
nucleodtidos CpG, etc. Muchos de estos adyuvantes nuevos o “establecidos”, sin embargo, aun no satisfacen
los requisitos anteriores, toda vez que deben considerarse y resolverse muchos problemas nuevos y
emergentes. Estos problemas incluyen, entre otros, enfermedades infecciosas nuevas y re-emergentes,
administracionesrepetidas, amenaza de gripe pandémica, etc.

Ademas, las nuevas dianas de las vacunas normalmente son mas dificiles de desarrollar y, debido a sus
respuestas inmunes disefiadas especificamente, requieren adyuvantes mas potentes para tener éxito.
Ademas, aun sigue habiendo un numero significativo de patégenos importantes para los cuales ni siquiera se
dispone de vacunas efectivas actualmente. Esto representa un objetivo futuro muy retador. Para hacer
posible el desarrollo de vacunas contra estas dianas, seran necesarios adyuvantes mas potentes. Estos
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nuevos adyuvantes tendran que ofrecer ventajas, incluyendo respuestas de anticuerpo mas heterdlogas,
cobertura de la diversidad de patdgenos, induccion de respuestas de anticuerpo funcionales potentes,
asegurar una eliminacion o neutralizacion de patégenos y la induccion de respuestas de células T mas
efectivas, para eliminarpatdgenos directa e indirectamente, en particular la induccion de células T citotoxicas
que son parte de una respuesta inmune Th1. Ademas, podrian ser necesarios adyuvantes para lograr efectos
mas pragmaticos, incluyendo la reduccion de las dosis de antigenos y superar la competencia de antigenos
en las vacunas combinadas. Ademas, ya que elantecedente de una poblacién cada vez mas anciana, cada
vez mas sensible a enfermedades infecciosas, seran necesarios nuevos adyuvantes para superar el deterioro
natural de la respuesta inmune con la edad (O’Hagan, D. T. y E. De Gregorio (2009), Drug Discov Today
14(11-12): 541-51).

La revision de O’Hagan (2009; supra) resume algunas razones para la urgente necesidad de nuevos
adyuvantes efectivos, por ejemplo, la necesidad de una dosis de antigeno mas baja en vacunas, la necesidad
de incrementar el alcance de una respuesta inmune y la actividad heteréloga, de hacer posible vacunas de
combinacién complejas y de superar lacompetenciaantigénica,desuperarunarespuesta inmune limitada en
algunos grupos de poblacion,talescomolosmasancianos, nifios jovenes y bebés, pacientes con enfermedades
cronicas,e inmunocomprometidos, de incrementar la respuesta de células T efectoras y los titulos de
anticuerpos, para producir respuestas protectoras mas rapidamente ytambién para extender la duracion
derespuesta, incrementando la respuesta de las células B y T de memoria.

En resumen, son necesarios nuevosagenteso adyuvantes inmunoestimuladores eficientes y seguros, que
seanpreferiblemente eficientes para inducir una respuesta inmune innata, en particular para inducir la
citoquina antiviral IFN-alfa; que preferentemente también sean eficientes para soportar una respuestainmune
adaptiva;seguros,esdecirnoasociadosconningunefectoalargoplazo; que sean bien tolerados; que estén
disponibles mediante unavia sintética simple; que muestren condiciones de almacenamiento econémicas (en
particular liofilizacién eficaz); que requieran componentes simples y econémicos; que sean biodegradables;
queseancompatiblesconmuchostiposdiferentesdeantigenosdevacuna; que sean capaces del co-suministro de
antigeno y potenciador inmune, etc.

Como ya se explicé anteriormente, los adyuvantes o agentes inmunoestimuladores normalmente actian via
su capacidad para inducir una respuesta inmune innata.El sistema inmunoldgico innato formael sistema
dominante de la defensa del anfitrion en muchos organismos y comprende barreras tales como barreras
humorales y quimicas, que incluyen, por ejemplo,inflamacion,elsistemadecomplementoybarrerascelulares. El
sistema inmune innato se basa tipicamente en un pequefio nimero de receptores, llamados receptores de
reconocimiento de patrones.Reconocenpatrones moleculares conservados que distinguen a los organismos
extrafios, como virus, bacterias, hongos y parasitos, de las células del anfitrién. Estos patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP) incluyen acidos nucleicos virales, componentes de paredes bacterianas y
fungicas, proteinasflagelares, y otros. La primera familia de receptores de reconocimiento de patrones
(receptores de PAMP) estudiada en detalle fue la familia del receptor tipo Toll (TLR). Las TLRs son proteinas
transmembrana que reconocenligandosdelmedioextracelularodellimendeendosomas.Después de la union al
ligando transducen la sefial por medio de proteinas adaptadoras citoplasmicas, lo cual provocael
desencadenamiento deuna respuesta de defensa del anfitrion e implica la produccion de péptidos
antimicrobianos, quimioquinas y citoquinas proinflamatorias, citoquinas antivirales, etc. (véase, por ejemplo,
Meylan, E., J. Tschopp, y col. (2006),Nature 442(7098): 39-44). Otros componentes relevantes adicionales
del sistema inmunolégico incluyen, por ejemplo, TLR endosdmicos, receptores citoplasmicos, interferones
tipo 1 y receptores citoplasmicos. Por tanto, preferentemente los agentes inmunoestimuladores o adyuvantes
se definen aquicomoinductoresdeunarespuestainmuneinnata,que activan los receptores de reconocimiento
depatrones(receptoresdePAMP). Aqui, se provoca una cascada de sefiales que, por ejemplo, pueden dar
como resultado la liberacién de citoquinas(porejemplolFN-alfa)que soportan la
respuestainmuneinnata.Enconsecuencia,preferentemente
esunacaracteristicadeunagenteinmunoestimuladoroadyuvanteunirseay = activar  estos  receptores de
PAMP.ldealmente, tal agente o adyuvante soporta adicionalmente la respuesta inmune adaptiva por ejemplo
desplazando la respuesta inmune de manera que la clase
preferidadecélulasThseactive.Dependiendodelaenfermedadotrastorno a tratar, puede ser preferente un
desplazamiento a una respuesta inmune basada en Th1 o, enotroscasos,puede ser preferible un
desplazamiento a una respuesta inmune Th2.

Enlatécnicaanteriorexistenciertoscandidatosadyuvantes prometedores que cumplenalmenos algunas, aunque
notodas,las caracteristicas requeridas definidas arriba.

Como ejemplo, entre los nuevos adyuvantes desarrollados anteriores, algunos acidos nucleicos, tales como
oligonucleétidosdeADN CpGoARNis(ARN inmunoestimulador) resultaronsercandidatos
prometedoresparanuevosagentesoadyuvantesinmunoestimuladores, ya que permiten la induccion terapéutica
o profilactica de una respuesta inmune innata. Asi, estos adyuvantes basados en acidos nucleicos
normalmente tienen que suministrarsedeformaefectivaen el
sitiodeacciénparapermitirlainducciéndeunarespuestainmuneinnataefectiva sin una pérdida innecesaria dela
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actividadadyuvantey,enalgunos casos, sin necesidaddeincrementarelvolumenadministradoporencima de los
niveles tolerados sistémicamente.

Un enfoque para resolver este aspecto puede ser la transfeccion
decélulasqueseanpartedelsistemainmuneinnato(porejemplo,célulasdendriticas,célulasdendriticasplasmocitoid
es(pDCs))conacidos nucleicos inmunoestimuladores que son ligandos de los receptores de PAMP (por
ejemplo, receptores tipo Toll (TLR)), y asi pueden llevarala
inmunoestimulacionmedainteelligandodelacidonucleico.Otros enfoquespueden ser la transfeccion directa de
adyuvantes basados en acidos nucleicos. Sin embargo, todos estos enfoquesse veran tipicamente
incluenciados negativamente por un suministro ineficiente del acido nucleico y, en consecuencia, por una
actividadadyuvantedisminuida,enparticularcuandose administran localmente.

Sin embargo, una desventaja principal de estos enfoques de los adyuvantes basados en acido nucleico hasta
la fecha es su liomitada capacidad para atravesar la membrana plasmatica de las células de mamiferos,
dando como resultado un deficiente acceso celular y una eficacia terapéutica inadecuada.Hastala fecha, este
obstaculo representa un gran reto para las aplicaciones basadas en la transfeccion de acidos nucleicos, por
ejemplo de desarrollos biomédicos, y, en consecuencia,para el éxito comercial de muchos biofarmacos
(véase, por ejemplo, Foerg, C. & Merkle, H.P., J Pharm Sci 97, 144-62 (2008).

Hasta la fecha, la transfeccion de acidos nucleicos o genes en células o tejidosha sido investigada
enelcontextodela transfeccion in vitro y de enfoques terapéuticos génicos. Sin embargo, no existen hasta el
momento adyuvantes que se basen en estas técnicas de suministro génico y que sean eficientes y seguros,
en particular no existen adyuvantes licenciados.Esto se debe presuntamente a loscomplejos requisitos de los
adyuvantes en general junto con aspectos de estabilidad que tienen que ser resueltos enelcasode los
adyuvantes basados en acidos nucleicos.

No obstante, la transfeccion de acidos nucleicos o genes en células o tejidos para provocar una respuesta
inmune (innata y/o adaptiva) parece proporcionar un enfoque prometedor para proporcionar nuevos
adyuvantes.

Sin embargo, muchos de estos enfoques utilizan la transfeccion de acidos nucleicos o genes en células o
tejidos sin induccidon de una respuesta inmune innata.Existeninclusoalgunasterapiasgénicas que tienen que
evitar estrictamente la induccién de una respuesta inmune innata.lncluso en casos raros, donde la
vacunacion se lleva a cabo parainducir una respuesta inmune especifica de antigeno adaptiva usando la
administracion de acidos nucleicos, por ejemploenvacunacionesde tumores usando antigenos codificados
porADNoARNmM,lainducciénde una respuesta inmune adaptiva se lleva a cabo tipicamente como una
inmunizacion activa contra el antigeno codificado, pero no como una terapia adyuvante acompafiante y
requiere entonces de la administracion adicional de un adyuvante separado para inducir una respuesta
inmune innata.

Incluso augnue se conocen numerosos métodos de transfeccién en la técnica, la transferencia o insercion de
acidos nucleicos o genes en las células de un individuo representa aun un gran reto actualmente y aun no
seha resuelto de manera satisfactoria. Para resolver este aspecto complejo,en la ultima década se han
desarrolladodiversos métodos. Estos incluyen la transfeccion por fosfato de calcio, lipidoscationicos,
polimeros cationicos y liposomas. Otros métodos de transfeccion son electroporacion y transduccion viral.

Sinembargo,comoes conocido del experto,los sistemasparala
transferenciaoinserciéndeacidosnucleicosogenestienenque cumplir diversos requisitos para su aplicacionin
vivo, incluyendo un suministro eficiente del acido nucleico con alta funcionalidad enlascélulasdeunindividuo,
proteccion del acido nucleico contra las nucleasas que estan presentes ubicuamente, liberacion del acido
nucleico en la célula, ninguna preocupaciondeseguridad,fabricacionposibleenunaformacomercialmente
aceptabledisponiblea granescalayestabilidad de almacenamiento en condiciones de bajocoste(porejemplo,
liofilizacion viable). Estos requisitos tienen queafiadirsealos complejos requerimientos de un adyuvante, en
particular cuando esta en forma de un acido nucleico como se comentoé anteriormente.

Ciertas estrategias exitosas disponibles actualmente para la transferencia o insercion de acidos nucleicos o
genes se basan en el uso de vectores virales, tales como adenovirus, virus adeno-asociados, retrovirus y
virus del herpes. Los vectores virales son capaces de mediarla transferenciagénicaconuna
altaeficienciaydeposibilitarunaexpresion  génicaalargoplazo.Sinembargo,larespuestainmuneaguda(“tormenta
de citoquinas”), inmunogenicidad y mutagénesis de insercion descubierta en las pruebas clinicas de
terapiagénica han creado serias preocupaciones de seguridad acerca de algunos vectores virales
normalmente empleados.

Otra solucién alproblemadelatransferenciaoinsercion de acidos nucleicos o genes puede encontrarse en el

uso de vectores no virales. Aunque los vectores no virales no son tan eficientes como los virales,se han
desarrollado muchosvectoresnoviralesparaproporcionar unaalternativamassegura.Losmétodosdesuministrode
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acido nucleico no viral han sido explorados usando enfoques fisicos (suministro de
acidonucleicolibredeportadores)yquimicos(suministro de acido nucleico a base de vectores sintéticos). Los
enfoques  fisicos normalmente incluyen inyeccion con  aguja, electroporacion, pistola
génica,ultrasonidoysuministrohidrodinamico,empleanunafuerzafisicaque permea la membrana celular y
facilitalatransferenciagénicaintracelular. Los enfoques quimicos usan tipicamente
compuestossintéticosonaturales (por ejemplo, lipidos catidnicos, polimeros catidnicos, sistemas hibridos de
polimeros lipidos) como portadores para suministrar el acido nucleico a lascélulas. Aunque se ha progresado
significativamente en la ciencia basica y en las aplicaciones de varios sistemas de suministro de acido
nucleico no virales, la mayoria de los enfoques no virales ain son mucho menos eficientes que
losvectoresvirales,especialmente para el suministro génico in vivo (véase, por ejemplo, Gao, X., Kim, K. & Liu,
D., AAPSJ9, E92-104 (2007)).

Estos agentes de transfeccion como los definidos arriba se usan tipicamente con éxito Unicamente
enreaccionesinvitro. ~ Paralaaplicaciondeacidosnucleicosinvivo,sinembargo,setienenquecumplir  requisitos
adicionales. Por ejemplo, los complejos entre los acidos nucleicos y los agentes de transfeccion deben ser
estables en soluciones salinas fisiolégicas en cuanto a la aglomeracién. Ademas, estos complejos
tipicamente no deben interactuar con partes del sistema de complemento delanfitrién y con ello no deben ser
a su vez inmunogénicos, ya que el propio portador nodeberainducir unarespuestainmuneadaptiva en
elindividuo. Ademas, el complejo debera proteger el acido nucleico de la degradacién extracelular prematura
por las nucleasas presentes de manera ubicua.

En la técnica existen muchos reactivos de transfeccion disponibles,especialmente lipidos catidnicos
quetienen excelente actividad de transfeccion en cultivo celular. Sin embargo, la mayoria de estos reactivos
de transfeccion no funcionan bien en presencia de suero, y s6lo unos pocos son activos in vivo. Se produce
un dramatico cambio de tamafo, de carga superficial y composicion lipidica cuando loslipoplejosson
expuestosa la grandisima cantidad de proteinas cargadas negativamente y normalmente anfifaticas y
polisacaridos presentes en la sangre, moco, fluido de revestimiento epitelial o matriz tisular. Una vez
administrados in vivo, los lipoplejos tienden a interactuar con componentes sanguineos cargados
negativamente y formar grandes agregados que podrian ser absorbidos sobre la superficie de
losglébulosrojoscirculantes,atrapadosenunacapade moco espesa
oembolizadosenmicrovasculaturas,impidiéndolesalcanzar las células diana deseadas en la ubicacion
distal.Algunos incluso sufren una disoluciéndespuésdeserintroducidosenlacirculaciénsanguinea (véase, por
ejemplo, Gao, X., Kim, K. & Liu, D., AAPSJ9, E92-104 (2007)).

Unenfoquemasprometedorutilizapolimeroscatiénicos.Los
polimeroscatiénicosresultaronsereficientesenlatransfecciéndeacidos nucleicos, toda vez que pueden
acomplejarse estrechamente y condensar un acido nucleico cargado negativamente. Asi, se han explorado
numerosospolimeros catiénicos como portadores para el suministrogénicoin vitro e in vivo. Estos incluyen
polietilenimina (PEI), poliamidoamina y dendrimerosdepolipropilamina,
polialilamina,dextranocationico,quitosano, proteinas catiénicas y péptidos catidnicos.Aunque la mayoria de
los polimeros catiénicos comparten la funcion de condensarADNen particulas pequefias y facilitar la
absorcion celular por medio de endocitosis denido a la interaccidon carga-carga con sitios aniénicos sobre la
superficie celular, su actividad de transfeccion y toxicidad difiere dramaticamente.

Solo en un enfoque en la técnica, elefecto inmunoestimulador de ARN acomplejado con péptidos cationicos
cortos fue demostrado por fotin-Mleczek y col.(W02009/030481).Estasformulacionesparecen inducir
eficientemente la produccidon de citoquinas en células inmunocompetentes.Desafortunadamente,Fotin-
Mleczek y col.noevaluaron la induccién de la citoquina anti-viral IFN-a preferible por estos complejos.
Ademas, estos complejos resultaron ser inestables durante liofilizacion. En un enfoque diferente, en la WO
2009/053700 se empled ARNsi (es decir ARN de doble hebra) comlejado con agentes de condensacion.

En el contexto anterior, los polimeros catidnicos presentanuna mejor eficiencia de transfeccion con pesos
moleculares cada vez mayores. Sin embargo,un peso molecular cada vezmasaltollevatambiénauna
toxicidadcadavezmasaltadelpolimerocatiénico.Enestecontexto,el PEI de alto peso molecular
estalvezelpolimeromasactivoy mas estudiado para la transfeccion de acidos nucleicos, en particular con
propésitos de suministro génico. Desafortunadamente, tiene la misma desventaja debido a su naturaleza no
biodegradable y toxicidad. Ademas, inclusoapesardequelospoliplejosformadosporpolimerosdealtopeso
molecular tienen una estabilidad mejoradabajocondicionesfisiolégicas,los datos han indicado que estos
polimeros pueden impedir el desempaque de vectores. Para superar este impacto negativo, Read y col.
(véase Read, M.L. y col, J Gene Med 5,232-245(2003);yRead,M.L.y col.,NucleicAcids
Res33,e86(2005))desarrollaronunnuevotipodevectorsintéticobasado en
unpolicatiénreduciblelineal(RPC)preparadopor policondensacion oxidante del péptido Cys-Lys10-Cys. Este
péptidoCys-Lys10-Cys puede ser segmentado por el ambiente intracelular parafacilitar la liberacion de acidos
nucleicos. En este contexto, Read y col. (2003,
supra)pudierondemostrarquelospoliplejosformadosporestosRPCsondesestabilizados al reducir las
condiciones que hacen posible una liberacion eficiente de ADN y ARNm. Sin embargo, al examinar la
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eficiencia de transmisién in vitro, Read y col. (2003,supra)tambiénobservaron queno fueron satisfactorias
proporcionesN/P(atomosdenitrogeno:fosforo)de2, siendo necesarias proporciones N/Pmas altas para mejorar
la eficiencia de transfeccion. Ademas, Ready col.(2003, supra) observaron que ademas era necesaria
cloroquina o el lipido catiénico DOTAP paraincrementar la eficiencia de transfeccidonanivelesadecuados.
Como consecuencia, Read y col. (2005, supra) incluyeron residuos de histidina en los RPCcon capacidad de
regulacion endosomica conocida y demostraron que estos RPC ricos en histidina podian ser cortados por el
ambiente reductor intracelular. Este enfoquehizoposibleunsuministrocitoplasmicoeficientedeunaamplia
variedad deacidosnucleicos,incluyendoADNplasmidico,ARNmy moléculas de ARNsi sin necesidad del agente
endosomolitico cloroquina.

Desafortunadamente, ni Read y col. (2003, supra)ni Read y col. (2005, supra) evaluaron en cuanto a si los
RPC pueden usarsedirectamenteparaaplicacionesinvivo.Ensuestudioen2005sellevaron a cabo transfecciones
en ausencia de suero para evitar enmascarar la capacidad de los residuos de histidina para incrementar la
transferencia génica que pudiera haberse originado a partir de launidndeproteinasde suero a poliplejos que
restringen la absorcién celular. No obstante, los experimentos preliminares indicaron que las propiedades de
transfeccion  delospoliplejosdeRPCricosenhistidinapuedenverseafectadasporla presencia de proteinas
séricas, con unareducciondel50%encélulas positivas para GFP observada en 10% de FCS.Para la aplicacion
in vivo Read y col.(2005,supra)propusieronmodificacionesconelpolimerohidréfilopoli-[N-(2-hidroxipropil -
metacrilamida].Desafortunadamente, no pudieron impedir la agregacion de poliplejos y la unién de complejos
policationicos a  proteinas séricas. Ademas, fuertes se formaron complejos cargados
catidnicos(potencialzetapositivo)cuandosecrebanlos complejos del acido nucleico debido al gran exceso de
polimero catidnico, el cual se caracteriza por la alta proporcion N/P. En consecuencia, estos complejos soélo
son de uso limitado in vivo debido a su fuerte tendencia a la aglomeracion inducida por sal e su interaccion
con contenidos de suero (opsonizacion).
Ademas,estoscomplejos(cargadospositivamente)puedenexcitarunaactivacion de complemento cuando se
usan para propositosdeterapia génica. También ha resultado que estos complejos basados en RPC cargados
positivamente mostraron una reduccion deficiente de la carga de acido nucleico después de la administracion
local en la dermis.

EnunenfoquesimilaraldeReady col.,McKenziey col. (McKenzie, D.L., K.Y. Kwok, y col. (2000), J Biol Chem
275(14): 9970-7 y McKenzie, D. L., E. Smiley y col. (2000), Bioconjug Chem 11(6): 901-9) desarrollaron
péptidos de reticulacioncomoagentesdesuministro génico insertando varias cisteinas en péptidos sintéticos
cortos. En sus estudiosexaminaronladptima
formaciondecomplejosconADNy,comoresultado,pudierondemostrarquees necesaria
unaproporciénN/Pdealmenos2para condensados de ADNdepéptidoscompletamenteformados. Por tanto, sélo
los complejoscargadospositivamenteparecieron demostrar unacondensaciondeADNOptima.Encontraste
conestosdatospropusieron el desarrollo de complejos cargados negativamente para el suministro génico in
vivo, ya que se demostré en estudios anteriores que la aplicaciéon intravenosa de condensados de ADN
electropositivos lleva aunarapidaopsonizacionybiodistribucionnoespecificaalpulmoénehigado (Collard, W. T.,
Evers, D. L., McKenzie,D.L.,yRice,K.G. (2000), Carbohydr. Res. 323, 176-184). Por tanto, McKenzie y col.
(2000; supra) propusieronladerivaciondelosportadorescon polietilenglicol y ligandos dirigidos. Cabe mencionar
que el enfoque de McKenziey col.(2000;supra)esademasobjetodeunapatente (US 6.770.740 B1) que describe
particularmente la transfeccion de acidos nucleicos de codificacion, acidos nucleicos antisentido y ribozimas.

Asi, la aplicacion in vivo deacidosnucleicospareceserain uno de los retos debido a que las proteinas
plasmaticas concargaanionica puedenunirsenoespecificamenteacomplejoscargadospositivamenteyeliminarlos
rapidamente,porejemplo,via el sistema reticuloendotelial. La opsonizacion y activacion del sistema de
complemento por complejos catidénicos son fendmenos fisioldégicos adicionales que pueden participar en
reducir la eficacia delos complejos catidnicosadministradosinvivo.Estose aplicaen particular ala administracion
defarmacosbasados en acidos nucleicos,porejemplo,a la transfeccion de acidos nucleicos en células o
tejidos, particularmente si se pretende la expresion de una proteina o péptido codificado o la transcripcion de
un ARN del acido nucleico transfectado.

En resumen, la técnicaanteriornoproporciona medios o métodos viables que, por un lado, permitan establecer
adyuvantes eficientes y seguros con propésitos de vacunacion, y que, por otro lado, sean ademas adecuados
para el suministro in vivo de acidos nucleicos, enparticular para compactar y estabilizar un acido nucleico con
el objeto de la transfeccion del acido nucleico in vivo sin presentar los efectos secundarios descritos arriba.
En particular, no se conocen medios o0 métodos en la técnica anterior en el contexto anterior, que sean, por
un lado, lo suficientemente estables para llevar una carga de acidonucleico aladiana antes de que sean
cortadosmetabolicamente,yque, por otro lado, puedan ser depurados del tejido antes deque puedan
acumularse y alcanzar niveles téxicos. Ademas, no seconocen medios o métodos que, ademas de los
requisitos anteriores, induzcan un patrén deseable de citoquinas, particularmente citoquina antiviral IFN-a.

En consecuencia, el objetivo de la presente invencion es proporcionar estos medios o métodos que resuelven
estos problemas.
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El objetivo subyacentea la presente invencidon se resuelve mediante el objeto de la presente invencion,
preferentemente de las reivindicaciones anexas.

De acuerdo con la invencién, el objeto subyacente de la presente invencidon es
resueltoporuncomplejodecargaportador polimérico que comprende:

a) comoportador,unportadorpoliméricoformadopor componentes catidnicos  disulfuro-reticulados,
donde los péptidos catidnicos disulfuro-reticulados son péptidos catiénicos, teniendo los péptidos
catiénicos una longitud de 10-100 residuos aminoacidos, estando formados los enlaces disulfuro
por residuos de cisteina contenidos en los péptidos cationicos, situados proximales a los extremos
terminales de los péptidos catidnicos y

b) como una carga, al menos una molécula de ARN monohebra,

para su uso en un método para inmuno-estimular la respuesta inmunede un paciente que lo necesite o para
su uso en un método para un tratamiento adyuvante de un paciente que lo necesite.

Aqui, el complejop de carga polimérico comprende al menos un vehiculo polimérico como se define en a) y al
menos una molécula de ARN monohebra como se define en b). Ademas, el complejo de carga polimérico
puede comprender también un componente catidénico o una molécula de acido nucleico como se define aqui.

El término “agente inmunoestimulador” se entiende tipicamente como sin incluir agentes tales como por
ejemplo antigenos (de cualquier estructura quimica)queprovoquenunarespuestainmuneadaptiva/citotdxica,por
ejemplo, una respuesta inmune “humoral” o “celular”, en otras palabras que provoque respuestas inmunes (y
confieran inmunidad por ellos mismos) que se caracterizan
porunarespuestaespecificaapropiedadesestructuralesde un antigeno reconocido como extrafio por las células
competentes inmunes.Mas bien, por “agente inmunoestimulador’, se entiende tipicamente que significa
agentes/compuestos/complejos que no desencadenan una respuesta inmune adaptiva/citotoxica por ellos
mismos, sino que exclusivamente puedenincrementarestarespuestainmuneadaptiva/citotdxica de forma no
especifica, por ejemplo activando receptores “PAMP” y asi desencadenando la liberacion de citoquinas que
soportan la respuesta inmune adaptiva/citotéxica real. En consecuencia, cualquier inmunoestimulaciéon por
agentes (por ejemplo, antigenos)queevoquenunarespuestainmuneadaptivay/ocitotoxicaporellos mismos (que
confieren inmunidad porellosmismosdirectao indirectamente) no esta tipicamente contemplada en el contexto
“agente inmunoestimulador”.

El término “adyuvante” también se entiende que no comprende
agentesqueconfiereninmunidadporellosmismos. Enconsecuencia,los adyuvantes no confieren por ellos
mismos inmunidad, sinoqueayudanal sistema inmunoldgico de variasmanerasaincrementarlarespuesta
inmune especifica deantigenosal,porejemplo,promoverlapresentacion de un antigeno al sistema
inmunolégico. De estamanera,preferentemente unadyuvante puede por ejemplo modular la respuesta inmune
especifica deantigeno, por ejemplo desplazando la respuesta especifica de antigeno basada en Th1
dominante a una respuesta especifica de antigeno mas basada en Th2 o viceversa. Asi, los términos “agente
inmunoestimulador” y “adyuvante” en el contexto de la presente invencion se refieren tipicamente a agentes,
compuestos o complejos que no confieren inmunidad por ellos mismos, sino que exclusivamente soportan la
respuesta inmune de una manera no especifica (en contraste con una respuesta inmune especifica
deantigeno)porefectosquemodulanlarespuestaespecificadeantigeno(respuestainmunecelulary/
ohumoraladaptiva)pormedidasno especificas, por ejemplo, expresion/secrecion decitoquinas, presentacion de
antigenos mejorada, desplazamiento de la naturaleza de los brazos de la respuesta inmune, etc. En
consecuencia, cualquier agentequeevoquepor si mismo inmunidad esta tipicamente excluido por los
términos“adyuvante” o “agente inmunoestimulador”.

El complejo de carga portadorpoliméricodelainvencion permite la provision de adyuvantes eficientesy seguros
parapropositos de vacunacion y portadores para transfeccion, ya sea en el campo de vacunacion,la
terapiaadyuvanteoaplicacionesterapéuticasgénicas,etc.
Ventajosamente,elcomplejodecargaportadorpoliméricodelainvencion es adecuado para el suministro in
vivodeacidosnucleicos,enparticular para compactar y estabilizar un acido nucleico con el objeto de la
transfeccion del acido nucleico sin  mostrar los efectos secundarios negativos delos
polimerosdealtopesomoleculardescritosarriba,sinningunabiodegradabilidadoinclusoaltatoxicidad,
aglomeracion, baja actividad de transfeccion in vivo,etc.Elcomplejode carga portador polimérico de la
invencion proporciona también una transferencia de acido nucleico in vivo eficiente particularmente via
intradérmica o intramuscular, incluyendo estabilidad en suero, estabilidad en sal, absorcion eficiente, sin
activacion de complemento, liberacion de acido nucleico, etc. Este complejodecargaportador polimérico de la
invencion, cuando es provisto como adyuvante, soportademas lainduccion ymantenimiento deuna
respuestainmune adaptivaal iniciar o reforzar unarespuestainmuneinnataparalela.Ademas,el complejo de
carga portador polimérico de la invencion tieneuna excelente estabilidad de almacenamiento, en particular
durante la liofilizacion.
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El complejo de carga portador polimérico de la invencién como se define arriba comprende como un
componente un portador polimérico formado por componentes catiénicos reticulados por disulfuro. El término
“componente catiénico” se refiere tipicamente aunamoléculacargada,cargada positivamente (catiéon) a un
valor de pH de aproximadamente 1 a 9, de preferencia a un valor de pH de o por debajo de 9, o por debajo de
8, o por debajo de 7, muy preferiblemente a valores de pH fisioldgicos, por ejemplo, alrededor de 7,3 a 7,4.
En consecuencia, un péptido, proteina o polimero catiénico de acuerdo con la presente invencion se carga
positivamente bajo condiciones fisiologicas, particularmente bajo condicionessalinas
fisiolégicasdelacélulainvivo.Ladefinicionde “cationico’tambiénsepuede referir a componentes “policationicos”.

En este contexto, los componentes catiénicos que forman la base del portador polimérico del complejo de
carga portador polimérico delainvencidnpor reticulaciondedisulfuroson péptidos catidnicos tal como se definen
en la reivindicacion 1. Otros componenetes peptidicos adicionales pueden seleccionarse de entre cualquier
péptido, proteina o polimerocatiénicoo policatiénico adecuado para este propdsito, en particular cualquier
péptido, proteina o polimero catiénico o policatidonico capaz de formar un complejo con un acido nucleico
como se define de acuerdo con la presenteinvencion, y por ello preferentemente condensar el acido nucleico.
El péptido, proteina o polimero catidnico o policatidnico es preferentemente una molécula lineal, sin embargo,
también pueden emplearse péptidos, proteinas o polimeros catidnicos o policatiénicos ramificados.

Cada proteina, péptido o polimero catiénico o policatiénico del
portadorpoliméricocontienealmenosunaporcion-SH,muy preferiblemente al menos un residuo cisteina o
cualquier grupo quimico adicional que tenga una porcién-SHcapazdeformarunenlacedisulfuro después
delacondensaciénconalmenosunaproteina,
péptidoopolimerocatidnicoopolicatidnicoadicionalcomocomponentecatiénico del portador polimérico aqui
mencionado.

Cada proteina, péptido o polimero catiénico, policatiénico o cualquier componente adicional del portador
polimérico preferentemente se enlaza a sus componentes adyacentes (proteinas, péptido, polimeros
catiénicos u otros componentes) por una reticulacion disulfuro. De preferencia, la reticulacion por disulfuro es
un enlace disulfuro (reversible) (-S-S-) entre al menos una proteina,péptidoopolimero catidnico o policatidnico
y al menos una proteina, péptido o polimero catiénicoopolicatidnicoadicionaluotrocomponentedelportador
polimérico. La reticulacién por disulfuro se forma tipicamente por condensacién de porciones -SH de los
componentes del portador polimérico, particularmente de los componentes catiénicos. Esta porcion -SH
puede ser partedelaestructuradelaproteina,péptidoopolimerocatiénicoopolicatiénico o
cualquiercomponenteadicionaldelportadorpolimérico antes delareticulacién por disulfuro o se puede anadir
antes delamisma mediante una modificacion como la definida abajo. En este contexto, los azufres adyacentes
a un componente del
portadorpolimérico,necesariosparaproporcionarunenlacedisulfuro,puedenserprovistosporelpropiocomponente,
porejemplo,poruna porciéon -SH como la definida aqui o se pueden proporcionar modificando el componente
en consecuencia para tener una porcion -SH.Estas porciones-
SHsonproporcionadastipicamenteporcadaunodeloscomponentes,por

ejemplo,medainteunacisteinaocualquieraminoacido(modificado)adicional o compuesto del componente que
tenga una porcion -SH.En caso de que el componente catidnico ocualquiercomponenteadicionaldel portador
polimérico sea un péptido o proteina, se prefiere que la porciéon - SH sea provista por al menos un residuo
cisteina. Alternativamente, el componente del portador polimérico puede modificarse correspondientemente
con una porcién -SH, de preferencia mediante una reaccién quimica con un compuesto que porte una porcion
-SH, de manera que cada uno de los componentes del portador polimérico porta al menos una de estas
porciones -SH. Estecompuestoqueportaunaporcion-SHpuedeser,porejemplo,una cisteina (adicional) o
cualquier aminoacido (modificado) adicional o compuesto del componente del portador polimérico que porte
una porcion -SH. Este compuesto puede ser también cualquier compuesto o porcién no amino que contenga
o permita introducir una porcién -SH en el componentecomo el definido aqui. Estos compuestos no amino
pueden unirse al componente del portador polimérico deacuerdoconlapresenteinvencion por reacciones
quimicas o de unidbn de compuestos, por ejemplo por la unidon de un acido3-tiopropidnicoo2-
iminotiolano(reactivodeTraut), porformaciéndeamida(porejemplo,acidoscarboxilicos,acidossulfénicos, aminas,
etc.), por adicion de Michael (por ejemplo, porciones de maleinimida,carbonilosa,-
insaturados,etc.),porquimicasimplificada (por ejemplo, azidas o alquinos), por metatesis de alqueno/alquinos
(por ejemplo, alquenos o alquinos), formacién de imina o hidrazona (aldehidos o
cetonas,hidrazinas,hidroxilaminas,aminas),reaccionesdeformaciéndecomplejos (avidina, biotina, proteina G)
ocomponentesquepermitan reacciones de sustitucion tipo Sn (por ejemplo, haloalcanos, tioles, alcoholes,
aminas, hidrazinas,hidrazidas,ésteresdeacidosulfénico,sales de oxifosfonio) u otras porciones quimicas que
pueden utilizarse en la unidndecomponentesadicionales.Enalgunoscasos,laporcion—SHpuede estar
enmascarada por grupos protectores durante la unién quimica al componente. Estos
gruposprotectoresseconocenenlatécnicaypueden eliminarse después del acoplamiento quimico.En cada
caso, la porcion-SH,porejemplodeunacisteinaode cualquieraminoacidoocompuesto (modificado) adicional,
puede estar presente en los extremos terminales o internamente en cualquier posicion del componente del
portador polimérico. Como se define aqui, cada uno de los componentes del portador polimérico tiene
tipicamente al menos una porcién -SH, pero también puede contenerdos, tres, cuatro, cinco o incluso
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masporciones-SH.Ademasdelaunién de componentes catidnicos, se puede usar una porcion -SH para unir
componentes adicionales del portador polimérico como el definido aqui, particularmente un componente
aminoacido, por ejemplo epitopos de
antigeno,antigenos,anticuerpos,péptidospenetradoresdecélulas(porejemplo, TAT), ligandos, etc.

Como se definidarriba,elportadorpoliméricodelamolécula de carga portadora polimérica de la invencién esta
formado por componentes catidnicos (o policatiénicos) reticulados por disulfuro de acuerdo con la
reivindicacion 1.

De acuerdocon la invencion, el portador polimérico del complejo de carga portador comprende al menos un
portador polimérico que esta formado por componentes catidnicos reticulados por disulfuro, donde los
componentes catidnicosdel rfeticulado con disulfuro son péptidos catidnicos, teniendo estos péptidos
catidnicos una longitud de 3 a 100 aminoacidos, preferentementede 10 a 15, 16, 17, 18, 19 6 20; o de 15a 25
aminoacidos. Ademas,el portador polimérico pude incluir ademas al menos un caompinente cationico (o
policationico) seleccionado de entre péptidos o proteinas catiénicos o policationicos. Estos
péptidosoproteinascatidonicosopolicationicospreferentemente tienen una longitud de 3 a 300 aminoacidos,
preferentemente de uan longitud de aproximadamente 3 a 50 aminoacidos, en especial de una longitud de
aproximadamente 3 a 25 aminoacidos, esto es una longitud de aproximadamente 3 a 10; 5a 20; 5a 15; 8 a
15,16 017; 10 a 15, 16, 17, 18, 19, 0 20; o 15 a 25 aminoacidos. Alternativa o adcionalmente, estos péptidos
o proteinas catidnicos o policatiénicos pueden tener unpesomolecular deaproximadamente 0,01 kDa
aalrededor de100 kDa, incluyendo unpeso molecular de aproximadamente0,5 kDaa alrededorde 100 kDa, de
preferencia de aproximadamente 10 kDa a alrededor de 50 kDa,
aunmaspreferiblementedealrededorde 10kDaaaproximadamente30 kDa.

Las propiedades catiénicas del péptido o proteina catiénico o policatiénico o del portador polimérico completo,
si el portador poliméricoesta compuesto completamente por péptidos o proteinas catidnicos o policationicos,
se pueden determinar segun su contenido de aminoacidos cationicos. Preferentemente, el contenido de
aminoacidos catiénicos en el péptido o proteina catidnico o policationico y/o en el portador polimérico es
almenos un 10%,20%030%,depreferenciaalmenosun 40%,muypreferiblementealmenosun
50%,60%070%,perotambiénpreferiblemente al menos un 80%, 90%, o incluso un 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
0 100%, mas preferiblemente al menos un 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,90%,95%, 96%, 97%, 98%, 99%

o 100%, o puede estar en el intervalo de
aproximadamente10%a90%,muypreferiblementeenelintervalodealrededor de 15% a75%, mas
preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 20% a 50%, por ejemplo, 20, 30, 40 6 50%, o en un
intervalo formado por cualesquiera dos de los valores mencionados arriba,
siempreycuandoelcontenidodetodoslosaminoacidos,porejemploaminoacidos catiénicos, lipdfilos,

hidrofilos,aromaticosyotros aminoacidos,enel péptido o proteina catidnico o policatiénico, o en el portador
polimérico completo si el portador polimérico estacompuestocompletamentede péptidos o proteinas
catiénicos o policatiénicos, sea del 100%.

En este contexto, preferentemente los aminoacidos catidnicos son los aminoacidos naturales Arg (Arginina),
Lys (lisina), His (histidina) y Orn (Ornitina). Sin embargo, enunsentidomasampliocualquieraminoacido (no
natural) queporteunacargacationicasobresucadenalateraltambién
sepuedecontemplarparallevaracabolainvencion.Sin  embargo, son preferentes aquellos aminoacidos
catidnicos cuyas cadenas laterales estan cargadas positivamente encondiciones de pH fisiolégicas. Enuna
realizacion especialmente preferente, estos aminoacidos son Arg, Lys y Orn.

Preferentemente, estospéptidosoproteinascatiénicoso
policatiénicosdelportadorpolimérico,quecomprendenoestanmodificadosadicionalmente para
comprenderalmenos una porcion -SH, se seleccionan de, sin limitarse a, péptidos o proteinas cationicos tales
como protamina,nucleolina,esperminaoespermidina,oligo-opoli-L-lisina (PLL), polipéptidos basicos, oligo o
poli- arginina, péptidos penetradores de células (CPPs), CPPs quiméricos tales como Transportan, o péptidos
MPG,péptidos deunionaVIH,Tat,VIH-1Tat (VIH),péptidosderivadosde Tat, miembros de la familia de la
penetratina, por ejemplo penetratina, péptidos derivados de antenapedia (particularmente de Drosophila
antennapedia), pAntp, plsl, etc., CCPs derivados de antimicrobianos, por ejemplo Buforin-2, Bac715-24,
SynB, SynB(1), pVEC, péptidos derivados de hCT, SAP, MAP, KALA, PpTG20, Loligomere, FGF,
Lactoferrina, histonas, péptidos derivados de VP22 o analogos, HSV, VP22 (herpes simple), MAP, KALA o
dominiosdetransducciondeproteinasPTDs,PpT620,péptidosricosenprolina,péptidosricosenarginina,péptidosric
osenlisina,Pep-1,L- oligémeros, péptidos de calcitonina, etc.

Alternativa o adicionalmente,estospéptidosoproteinas catiénicos o policatiénicos del portador polimérico, que

comprenden o estan modificados adicionalmente para comprender al menos una porcién -SH, seseleccionan
de, sin limitarse a, los siguientes péptidos catidnicos con la siguiente formula suma (1):

{(Arg): ;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x};
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donde [+m+n+0+x=3-100,yl,m,nuo,independientemente unos de otros, son cualquier nimero seleccionado de
0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21-30, 31-40, 41-50, 51-60, 61- 70, 71-80,
81-90 y 91-100 siempre que el contenido total de Arg (Arginina), Lys (Lisina),His(Histidina)
yOrn(Ornitina)represente almenosel 10%de todos los aminoacidos del oligopéptido; y Xaa es cualquier
aminoacido seleccionado de aminoacidos nativos (es decir, naturales) o no nativos excepto Arg, Lys, His u
Orn; y x es cualquier nimero seleccionado de 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21-30, 31-40, 41-50, 51-60, 61-70, 71-80, 81-90, siempre que el contenido total de Xaa no exceda el 90%
de todos los aminoacidos deloligopéptido. Cualquiera de los aminoacidos Arg, Lys, His, Orn y Xaa puede
estardispuesto encualquierlugardelpéptido.Enestecontexto,seon particularmente preferentes los
péptidosoproteinas catidnicos en el intervalode 7-30 aminoacidos. Con especial preferencia, los péptidos de
esta formula son oligoargininas tales como, por ejemplo, Args, Args,Arge,Argiz,HissArge,
ArggHiss,HissArgoHiss, HissArgoHise,HissArgsHiss,HissArgsHiss, TyrSerzArgeSer, Tyr, (ArgLysHis)4,
Tyr(ArgLysHis)-Arg, etc.

De acuerdo con una realizacion preferente particular, estos péptidos o proteinas catidnicos o policatiénicos
del portador polimérico de la formula suma empirica () mostrada arriba pueden comprender, sin limitarse a, al
menos uno del siguiente subgrupo de férmulas:

Arg;. Argg, Argg, Argyq. Ardyq, ArQyp, Arg, s, Argy s, Ardys s
Lys7, Lysg, Lysg, LYSqg, LYSqq, LYSq2, LySq3, L¥Sq4, LY¥S45.30:

Hiﬁ?, Hi581 Hi591 HiSﬂ}, Hi511, Hi512, Hi513, Hi5141 Hi51 5-30
DrnT, Orna, Orng, Drnm, Drn.H, Drn12, DmH, DrnM, Drn1HD;

Deacuerdocon otra realizacién no reivindicada, los péptidos o proteinas catidénicos o policatiénicos del
portador polimérico con la formula suma empirica (I)mostrada arriba y que comprenden
oestanmodificadasadicionalmentepara comprenderalmenosunaporcion -SH sepuedenseleccionar
preferiblemente de, sin limitarse a, al menos uno del siguiente subgrupo de formulas.Las siguientes féormulas
(al igual en la férmula empirica (l)) no especifica ningun orden de aminoacido, sino que
intentanreflejarformulasempiricas  especificando  exclusivamenteel(nUmero de) aminoacidos como
componentes del péptido respectivo. En consecuencia, como ejemplo, la férmula empirica Argg-29
jLyssignifica que lospéptidosdentrodela mismacontienende 7a 29 residuos Arg y 1 residuo Lys en cualquier
orden. Si los péptidos contienen7residuosArgy1residuoLys,todaslasvariantesquetengan 7 residuos Arg y 1
residuo Lys estan incluidas.Por tanto, el residuo Lys puede estar colocado en cualquier lado en la secuencia
de por ejemplo 8 aminoacidos de largo compuesta de 7 residuos Arg y 1 Lys. El subgrupo comprende
preferentemente:

-10-



10

15

20

25

ES 2 558 106 T3

Arg(apg)LyS1, Arga 20)HiS 1, Arg(4200mMy, LYS(4.09)HiS1, LyS(4.25/0mMy, His (429,04,
Arg(328)LYSo, Arg(a.0)HiSo, Arg(s 5g/0Omy, LyS(3 2g)HiSp, LYS(3.06)0rNy, His 3 28)0rno,
Arg > o7)LyS3, Arg(p.o7)Hiss, Argn o7/0my, LyS s onHisg, LS5 570Ny, Hisz 07,0,
Arg(126)LYS4, Arg1-26)HiS4, Arg(1.26/0mMy, LYS(1.26HiS4, LYS(1.26)0MMy4, HiS(1.26)0Ny,

Arg(z og)lysqHisq,  Argasg)Lys Omy, Args sgyHisOrny,  ArgiLysizogHiss, ArgiLyss »s0rny,
Lys(3 2g)His,Orny, ArgyLysHis g 5g), Arg His(q 55/0mny4, Lys His g 5g/0mMy;

Al'gtz_anyszH iS1 y Arg (2-27) Ly51 H|32, Arg{z_z]r}LySEOrn1, Arg{z_z?}LYS1D‘rn2, Al'g(z_z'”HiSZOHH ,
Arg(z_aniS1 Ornz, ArgzLyS{z_z?}HiS1 , Arg1LyS(2_2?)Hi32, ArggLystz_z?}OHH, Al'g1 LYS(Q_Z?)Ornz, LyS(z_zj}Hi520rn1 ,
LYS(Z—ZT}HiS1 Ornz, ArgzLyS1HiS(2_2?}, Arg1 LySQHiS(Z_Z,r}, ArngiS(z_znorn1, Arg1 HiS(z_ZT)Ornz, LySQHiS(‘?_ZT}Orn1 .
LysqHisg_57,0rny;

Arg(1_26}Ly33His1, Arg“_zG}LyszHisg, Arg(1_26)Lys1His3, Arg(1_25}Lys30rn1, Arg“_zﬁ}LyszOrnz,
Arg(1.06)LYS,0My,  Arg(4 56)Hiss0My,  Argy og)His,0mMy,  Argiy o)His 0y, Argslys q og)His,, ArgoLys ogHiss,
ArgeLys qogHisy, Argglys 106 0mMy, ArgoLyS(y.060My,  ArgqLys p50mMy,  LyS(q.0HiS0My,  Lys 4 06 His, 0Ny,
LYS(1_26}HiS10rn3, ArgSLyS1HiS(1_26}, ArgzLy52HiS“_26), Arg1Ly83HiS(1_25}, ArggHiS“_z.a)DrrH, Al'ggHiS“_za}Ornz,
Arg1HiS(1_26}0rn3, LyS3HiS“_2.5)Om1, LYSQHiS“_ZB}Omz, LYS1HiS“_26)Om3;

Argo7)Lys His10Orn,, Arg4Lys; o7)His;0my, ArgLys His 5704, Arg4LysHis,0rn o7y,

Arg106)LYsyHis;Orny,  Argy pqLys His;Ormny,  Arg o6 lys His;Om,,  Arg,Lys ; o6)His Orn,,
ArgLys 1_ogHis, 0y, Arg4Lys q o6)HiS Oy, ArgoLys His; 060y, ArgiLys;His(y 560rn,, Arg Lys His 4 50rn,,
Arg,Lys His 0 4 og), ArgLys,His,Orn o, ArgLysHis,0rn ogy

Deacuerdoconotra realizacion no reivindicada,los péptidos o} proteinas catidnicos
opolicatidnicosdelportadorpolimérico, que tienen la féormula suma empirica (I) mostrada arriba y que
comprendenoestanmodificadosademasparacomprenderalmenosunaporcion -SH, pueden seleccionarse, sin
limitarse a, del grupo consistente en las formulas genéricas Argy (también llamada Ry), Argg(también llamada
Ro), Argiz2(también llamada Ri2).

De acuerdo con otra realizacion no reivindicada, el péptido o proteina cationico o policationico del portador
polimérico, cuando se define de acuerdo con la formula {(Arg) ;(Lys)m;(His)s;(Orn)e;(Xaa)y}
(férmula(l))mostradaarribayquecomprendeoestamodificada ademasparacomprenderalmenosunaporcion-
SH,puedenseleccionarse,sinlimitarse a, de la subférmula (la):

{(Arg);;(Lys)m:(His)p;(Orn)o;(Xaa’),(Cys)y}

Férmula (la)

donde(Arg);(Lys)m;(His)n;(Orn)syxsoncomosedefinen aqui, Xaa’ es cualquier aminoacidoseleccionadodeentre
aminoacidos nativos (es decir, naturales) o nonativosexceptoArg,Lys,His,Orno Cys e y es cualquier numero
seleccionado de 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21-30,31-40,41-50,51-60,61-
70,71-80 y 81-90, siempre que el contenido total de Arg (Arginina), Lys (Lisina), His (Histidina) y Orn
(Ornitina) represente al menos el 10% de todos los aminoacidos del oligopéptido.

Esta realizacion no reivindicada se puedeaplicarasituacionesenlasqueel
péptidooproteinacatiénicoopolicatidonicodelportadorpolimérico,porejemplocuandosedefinedeacuerdoconlaférm
ulaempirica (Arg) ;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x(formula (1)) como se muestra arriba, comprende o ha sido
modificado con al menos una cisteina como porcion
SHenelsignificadoanterior,demaneraqueelpéptidocationicoopolicationico como componente catidnico porte
almenosunacisteina que es capaz de formar un enlace disulfuro con otros componentes del portador
polimérico.

De acuerdo con otra realizacion preferida particular, el péptidoo proteina catidonico o policationico

delportadorpolimérico tal como se deine en la reivindicacion 1 puede seleccionarse, sin limitarse a, de la sub-
férmula (Ib):

Cys, {(Arg);: (Lys)yi(His)y(Om)y;(Xaa) Cys, (o
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donde la formula empirica {(Arg);(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} (férmula (1)) es como se define aqui y forma un
nucleo de una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la férmula (l) (semiempirica) y donde
Cys1yCyssosoncisteinasproximales a,oterminalesa (Arg);(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x. Ejemplos ilustrativos
pueden comprender cualquiera de las secuencias anteriores flanqueadas por dos Cys y las siguientes

secuencias:

Cys(Arg7)Cys, Cys(Argg)Cys, Cys(Argy)Cys, Cys(Argso)Cys, Cys(Argy;)Cys, Cys(Argy)Cys, Cys(Argyz)Cys,
Cys(Argy4)Cys, Cys(Argy5)Cys, Cys(Argsg)Cys, Cys(Argq7)Cys, Cys(Arg g)Cys, Cys(Argyg)Cys, Cys(Argag)Cys
(SEQ ID NOs:1-14):

CysArg;Cys Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (SEQ ID NO. 1)

CysArggCys Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (SEQ ID NO. 2)

CysArggCys: Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (SEQ ID NO. 3)

CysArg,oCys Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (SEQ ID NO. 4)

CysArg44Cys Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (SEQ ID NO. 5)

CysArg,Cys: Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (SEQ ID NO. 6)

CysArg,5Cys: Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (SEQ ID NO. 7)

CysArg44Cys: Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (SEQ ID NO. 8)
CysArg,5Cys: Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (SEQ ID NO. 9)
CysArg,gCys: Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (SEQ ID NO. 10)
CysArg47Cys: Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (SEQ ID NO. 11}
CysArg,gCys: Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (SEQ ID NO.
12)

CysArg,qCys: Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (SEQ ID NO.
13)

CysArgogCys: Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg Cys (SEQ ID
NO. 14)
Esta modalidad puede aplicarseasituacionesdondeel péptido o proteina catidnico o policationico del portador
polimérico, por ejemplo cuando esta definidodeacuerdoconlaférmulaempirica
(Arg)i;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x(formula(l))mostradaarribaha sido modificado con al menos dos cisteinas
como porciones -SH en elsignificado anterior,de manera queelpéptidocationico opolicatidonico del complejo
decargaportadorpoliméricodelainvencioncomo componente catiénico porta al menos dos cisteinas
(terminales) que soncapacesdeformarunenlacedisulfuroconotroscomponentesdel portador polimérico.

De acuerdo con una segunda alternativa,almenosun componente cationico (o policatiénico) del portador
polimérico se puede seleccionar de por ejemplo cualquier polimero catidnico o policationico (no
peptidico)adecuadoenestecontexto,siempreycuandoestepolimerocationicoopolicatidoniconopeptidico)tengaoe
stémodificadopara tener al menos una porcién-SHqueproporcioneunenlacede union disulfuro al polimero
catiénico o policatidnico con otro componente del portador polimérico como el definido aqui. Asi, igual que
comose ha definido aqui, el portador polimérico puede comprender los mismoso diferentes polimeros
catiénicos o policatidnicos.

En el caso especifico de queelcomponentecationicodel portador polimérico comprenda un polimero catidnico
o policatidonico (no peptidico),laspropiedadescationicasdelpolimerocatidnicoopolicatiénico (no peptidico)
pueden determinarse segun su contenido en cargas catiénicas cuando se compara con las cargas totales de
los componentesdelpolimerocationico.Preferentemente,elcontenidode
cargascationicasdelpolimerocationicoaunpHy(fisioldgico)comoel definido aqui es dealmenosel
10%,20%030%,depreferenciaalmenos el 40%, muy preferiblemente al menos el 50%, 60% o 70%, pero
también preferentemente al menos el 80%, 90% o incluso 95%, 96%, 97%, 98%,99%0 100%, muy
preferiblemente al menos el 30%, 40%, 50%, 60%,70%,80%, 90%,95%,96%,97%,98%,99%0100%,
opuedeestarenun rangodeaproximadamente el 10% al 90%, muy preferiblemente en el intervalo de
aproximadamente 30% a 100%, incluso preferiblemente en el intervalo de alrededor de 50% a 100%, por
ejemplo 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o 100%, o en un rango formado por cualesquiera dos de los valores
mencionados arriba,siemprequeelcontenidodetodaslascargas,porejemplocargas positivas y negativas, a un
pH (fisioldgico) como el definido aqui del polimero catiénico completo sea del 100%.

Preferentemente, el componente catidnico (no peptidico) del portador polimérico representa un polimero
catiénico o policatidnico, tipicamentecon unpesomoleculardealrededorde0,160,5kDaaaproximadamente 100
kDa, preferentemente de alrededor de 1 kDa a aproximadamente 75 kDa, muy preferiblemente de alrededor
de 5 kDa a aproximadamente 50 kDa, todavia mas preferiblementedealrededordeb kDa aaproximadamente30
kDa,oun pesomoleculardeaproximadamente 10 kDa
aaproximadamente50kDa,aunmaspreferiblementedealrededor de 10 kDa a aproximadamente 30 kDa.
Ademas, el polimero catidnico o policationico (no peptidico) tipicamente tiene al menos una porciéon -
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SHcapazdeformarunenlacedisulfurodespuésdesucondensacion con cualquier otro componente catiénico u
otros componentes del portador polimérico como se define aqui.

En el contexto anterior, el componente cationico (no peptidico) del portador polimérico se puede seleccionar
de acrilatos, acrilatos modificados,talescomopDMAEMA(metilacrilatode poli(dimetilaminoetilo)), quitosanos,
aziridinas o 2-etil-2-oxazolina(que forma oligo-etileniminas u oligo-etileniminas modificadas), polimeros
obtenidos por la reacciéon debisacrilatosconaminasformandooligo-beta-aminoésteres o poli amido aminas, u
otros polimeros tales como poliésteres,policarbonatos,etc.Cadamoléculadeestospolimeroscationicos o
policatiénicos (no peptidicos) tiene tipicamente al menos una porciéon -SH, donde ésta almenosunaporcion-
SHsepuede introducir en el polimero catiénico o policationico (no peptidico) por modificaciones quimicas, por
ejemplo usando inmunotiolano, acido 3-tiopropiénicoopor la introducciondeporciones-SHcontenidas en
aminoacidos, tales como cisteina o cualquier aminoacido (modificado) adicional. Estas porciones -SH son
preferentemente como las ya definidas arriba.

En el contextodel portador polimérico, los componentes catidnicos, que forman la base del portador
polimérico por reticulacion de disulfuro, pueden ser iguales o diferentes entre si. Es también particularmente
preferente que el portador polimérico de la presente invencidon comprenda mezclas de péptidos, proteinas o
polimeros catidnicos yopcionalmentecomponentesadicionalescomolosaqui definidos que estan reticulados
porenlacesdisulfurocomosedescribeaqui.

En estecontexto,elcomplejodecargaportadorpoliméricode la invencion,debido a su portador polimérico
variable,ventajosamente permite combinarlas propiedadesdeseadasdediferentespéptidos catidnicos o
policatiénicos (cortos),proteinas o polimeros uotros componentes. El portador polimérico, por ejemplo,
permite compactar eficientemente acidos nucleicos con el propdsito deunatransfeccion eficiente de acidos
nucleicos para la terapia adyuvante, parala terapiagénica,parala
supresiéngénicauotrasestrategiassinpérdidadeactividad,mostrando en particularunatransfecciéneficientedeun
acido nucleico en diferentes lineas de células in vitro, pero particularmente para la transfeccion in vivo. El
portador polimérico y asi el complejo de carga portador polimérico de la invencién es ademas no téxico para
células,proporcionalaliberaciéneficientedesucargadeacidonucleico,es estable durante la liofilizacién y puede
aplicarse como agente inmunoestabilizador o adyuvante. Preferentemente, el complejo de carga portador
polimérico puede inducir lacitoquina antiviral IFN-alfa.

En particular, el portador polimérico formado por componentes catidnicos enlazados con disulfuro permite
variar considerablemente su contenido en péptidos o polimeros y con ello modular sus
propiedadesbiofisicas/bioquimicas,en particularlaspropiedadescatiénicas del portador polimérico, de forma
bastante facil y rapida, por ejemplo incorporando comocomponentescationicoslosmismoso diferentes péptidos
de polimeros catiénicos y adicionalmente afadiendo otros componentes al portador polimérico. Incluso a
pesar de que consiste en unidades monoméricas no téxicas bastante pequefas, el portador polimérico forma
una secuencia de union catidnica larga que proporciona una fuerte condensacion de la carga de acido
nucleicoyestabilidaddelcomplejo. Bajo lascondicionesreductorasdelcitosol (por ejemplo,GSHcitosolico), el
complejo se degrada rapidamente en sus componentes (catidnicos); los cualessedegradana su
vez(porejemplo,oligopéptidos).Estosoportaladeliberacién de la carga de acido nucleico en el citosol. Debido a
la degradacion en oligopéptidos o polimeros pequefios en el citosol, no se observa toxicidad como la
conocida paralosoligopéptidosopolimerosde alto peso molecular, por ejemplo a partir de poliarginina de alto
peso molecular.

En consecuencia, el portador polimérico del complejo de carga portador polimérico de la invencion puede
comprender diferentes péptidos, proteinas o polimeros catiénicos o policationicos (cortos) seleccionados de
péptidos, proteinas o polimeros (no peptidicos) catiénicos o
policationicoscomolosdefinidosarriba,opcionalmentejuntoconcomponentes adicionales como los definidos
aqui.

Ademas, el portador polimérico del complejo de carga portador polimérico de la invenciéon como el definido
arriba, muy preferiblemente almenos uno de los diferentes péptidos o polimeros (no peptidicos) catidnicos o
policatiénicos (cortos) diferentes que forman la base del portador polimérico por reticulacion de disulfuro,
pueden estar modificados, de preferencia antes delareticulacién con disulfuro, con al menos un componente
adicional. Alternativamente, el portador poliméricopuede modificarse como tal con al menos un
componenteadicional. También puede comprender opcionalmente al menos un componente adicional, que
forme tipicamente elportadorpoliméricounidopor disulfuro con los demas péptidos catidnicos o policatiénicos
(cortos) como los definidos arriba por reticulacion de disulfuro.

Para permitir la modificacion de un péptido catibnico o policationico o un polimero
(nopeptidico)comoeldefinidoarriba,cada uno de los componentes del portador polimérico puede contener (de
preferencia justo antes delaretioculacionde disulfuro) también al menos una porcionfuncionaladicional
quepermitalafijaciondeestoscomponentes adicionales aqui definidos.Estasporciones funcionales pueden
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seleccionarse de funcionalidades quepermitanla unidbn de componentes adicionales, por ejemplo
funcionalidades como las aqui definidas, por ejemplo por formacion de amida (por ejemplo acidos
carboxilicos, acidos sulfénicos, aminas, etc.),poradicionde Michael (por ejemplo, porciones maleinimida,
carbonilosa,B-insaturados, etc.), por quimica simplificada (por ejemplo, azidas o
alquinos),pormetatesisdealquenos/alquinos( porejemplo,alquenosalquinos), formaciéon de imina o hidrazona
(aldehidos o cetonas, hidrazinas, hidroxilaminas, aminas), reacciones de formacién de complejos (avidina,
biotina, proteina G) o componentes que permitan reacciones de sustitucion tipo Sn (por ejemplo, haloalcanos,
tioles, alcoholes, aminas, hidrazinas, hidrazidas,ésteresdeacidosulfénico,salesdeoxifosfonio)uotras porciones
quimicas que puedan utilizarse en la unién de componentes adicionales.

De acuerdo con una realizaciéon particularmente preferente, el componente adicional que puede estar
contenido en el portador poliméricooquepuedeemplearseparamodificarlosdiferentespéptidoscationicos o
policatiénicos (cortos) o polimeros (no peptidicos) que forman la base del portador polimérico del complejo de
carga portador polimérico de la invencidon es un componente aminoacido (AA) que, por ejemplo, puede
modificar las propiedades biofisicas/bioquimicas del portador polimérico aqui definido.De acuerdo con la
presente invencion, elcomponente aminoacido (AA) comprende un numerode aminodacidospreferente en un
intervalo de aproximadamente 1 a 100, preferiblemente en un intervalo
dealrededorde 1a50,muypreferiblementeseleccionadode un niumero que comprende 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 6 15-20, o se puede seleccionar de un intervalo formado por cualesquiera dos de los valores
mencionados arriba. En este contexto los aminoacidos del componente aminoacido (AA) se pueden
seleccionar independientemente unos de otros.Por ejemplo, si en el portador polimérico estan presentes doso
mas componentes (AA), pueden ser iguales o pueden ser diferentes unos de otros.

El componente aminoacido (AA) puede contener o puede estar flanqueado (por ejemplo, terminalmente) por
una porcion que contenga —SH quepermitaintroducirestecomponente(AA)por enlacedisulfuro en el portador
polimérico aqui definido.En el caso especifico de que la porcién que contenga -SH sea una cisteina, el
componente aminoacido (AA) también puede ser leido como -Cys-(AA)-Cys-, donde Cys representa cisteina
y proporciona la porcién -SH necesariaparaunenlacedisulfuro.Laporciénquecontiene—SHtambién se puede
introduciren el componenteaminoacido (AA) usando cualquiera de las modificaciones o reacciones
citadasarriba para el componente catiénico o cualquiera de sus componentes.

Ademas, el componente aminoacido (AA) puede ser provisto
condosporcionesSH(oinclusomas),porejemploenunaforma representada por la féormula HS-(AA)-SH para
permitir la unién a dos funcionalidades por enlaces disulfuro, por ejemplo cuando el componente aminoacido
(AA) se usa como enlazador entre dos
componentesadicionales(porejemplo,comoenlazadorentredospolimeros  catiénicos). En  este  caso,
preferentemente se protege una porcidon -SHen una primera etapa usando un grupo protector como se
conoce en la técnica, llevando a un componente aminoacido (AA) de féormula SH-(AA)-S-
grupoprotector.Luego,elcomponenteaminoacido(AA)puede unirse a un componente
adicionaldelportadorpoliméricopara formar un primer enlace disulfuro por medio de la porciéon -SH no
protegida. La porcion -SH protegida es luegotipicamentedesprotegiday unida a una porcion -SH libre adicional
de un componente adicional del portador polimérico para formar un segundo enlace disulfuro.

Alternativamente, el componente aminoacido (AA) puede ser provisto con otras funcionalidades como ya se
describié arriba paralos demas componentes del portador polimérico,quepermitanlaunion del componente
aminoacido (AA) a cualesquieracomponentesdel portador polimérico.

Asi, de acuerdo con la presente invencion, el componente aminoacido (AA) puede unirse a componentes
adicionales del portador polimérico con o sin usar un enlace disulfuro.Launiénsinenlace disulfuro se puede
lograr mediante cualquiera de las reacciones descritas arriba, preferentemente uniendo el componente
aminoacido (AA) aotro componente del portadorpoliméricousandounaquimicadeamida como la aqui definida.
Si se desea o es necesario, el otro terminal del componente aminoacido (AA), por ejemplo el extremo NoC,se
puede usar para acoplar otro componente, por ejemplo un ligando L.Para ello, el otro extremo del
componente aminoacido (AA) prefrerentemente comprende o esta modificado
paracomprenderunafuncionalidadadicional, por ejemplo una especie alquino (véase arriba), que se puede
usar para afadir el otro componente por quimica simplificada.Si el ligando se une por un enlace
acidolabil,elenlacepreferentemente es cortado en el endosoma y el portador polimérico presenta el
componente aminoacido (AA) en su superficie.

El componente aminoacido (AA) puede estar presenta como un componente adicional del portador polimérico
como el definido arriba, porejemplo, como un enlazadorentrecomponentescationicos,porejemplo como
enlazador entre un péptido catidnicoyunpéptidocationico adicional, como enlazador entre un polimero
catiénico y un polimero catidnico adicional, como enlazador entre un péptido catidnico y un
polimerocationico,prefrerentemente todocomoseha definido aqui,ocomo un componente adicional del
portador polimérico, por ejemplo uniendo el componente aminoacido (AA) al portador polimérico o a un
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componente del mismo, por ejemplo por medio de cadenas laterales, porciones SH o por medio de porciones
adicionales como las aqui definidas, donde elcomponenteaminoacido(AA)preferentemente semodifiqueen
consecuencia.

Deacuerdoconunaalternativaadicionaly particularmente
preferida,elcomponenteaminoacido(AA)sepuedeusarparamodificarelportadorpolimérico, en particular
elcontenidodecomponentes catiénicos del portador polimérico definido arriba.

En este contexto es preferente que el contenido de componentes
catidnicosenelportadorpoliméricoseadealmenosel 10%,20%030%,preferiblemente al menos el
40%,muypreferiblementealmenosel 50%,60%0 70%, pero también preferentemente al menos el 80%, 90%, o
incluso el 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%, mas preferiblemente al menosel 30%,40%,50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o) 100%, o) puede estar en
elintervalodealrededorde30%a100%,muypreferiblementeenelintervalo de aproximadamente 50% a 100%,
todavia mas preferiblemente en el intervalo de alrededor de 70% a 100%, por ejemplo, 70, 80, 90 6 100%, o
en un intervalo formado por cualesquiera dos de los valores mencionados arriba, siempre y cuando el
contenido de todos los componentes en el portador polimérico sea del 100%.

En el contexto de la presente invencion, el componente aminoacido (AA) se puede seleccionar de las
siguientes alternativas.

De acuerdo con una primera alternativa, el componente aminoacido (AA) puede ser un componente
aminoacido (AA) aromatico. La incorporacion de aminoacidos o0 secuencias aromaticos como
componenteaminoacido (AA) aromatico en el portador polimérico de la presente invencion hace
posibleunauniéndiferente(segunda)delportador polimérico al acido nucleico debido a interacciones de los
aminoacidos aromaticos con las bases de la carga de acido nucleico, en contraste con launion de los mismos
por secuencias cargadas catidnicas de la molécula portadora polimérica al esqueleto fosfato. Esta interaccion
puede ocurrir, por ejemplo, por intercalaciones 0 por unién a ranuras menores O
mayores.Estetipodeinteracciéonnoespropensaala descompactacionpor los socios de formacion de complejos
anionicos (por ejemplo, heparina, acidos hialurénicos), los cuales se encuentranprincipalmenteenlamatriz
extracelular in vivo, y también es menos susceptible a los efectos de salificacion.

Para ello, los aminoacidos del componente aminoacido
(AA)aromaticopuedenseleccionarseyaseadelosmismosodiferentesaminoacidos aromaticos, por ejemplo
seleccionadosdeTrp,TyroPhe. Alternativamente, los aminoacidos (o el componente aminoacido aromatico
completo (AA)) se puede seleccionar de las siguientes combinaciones de péptidos Trp-Tyr, Tyr-Trp, Trp-
Trp, Tyr-Tyr, Trp-Tyr-  Trp, Tyr-Trp-Tyr, Trp-Trp-Trp, Tyr-Tyr-Tyr, Trp-Tyr-Trp-Tyr, Tyr-Trp-Tyr-Trp,  Trp-Trp-Trp-
Trp, Phe-Tyr, Tyr-Phe, Phe-Phe, Phe-Tyr-Phe, Tyr- Phe-Tyr, Phe-Phe-Phe, Phe-Tyr-Phe- Tyr,Tyr-Phe-Tyr-
Phe,Phe- Phe- Phe- Phe, Phe-Trp, Trp-Phe, Phe-Phe, Phe-Trp- Phe, Trp- Phe- Trp, Phe- Trp-Phe- Trp, Trp-
Phe- Trp- Phe, o Tyr-Tyr-Tyr-Tyr, etc. (SEQ ID NOs: 15-42). Estas combinaciones de péptidos pueden
repetirse, por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,8,9,10,12,13,14,150todaviamasveces.Estas combinaciones de
péptidos también se pueden combinar entre si como sea adecuado.

Ademas, el componente aminoacido (AA) aromatico puede contener o puede estar flanqueado por una
porcién que contenga -SH que permita introducir este componente por un enlacedisulfuro como
parteadicional delportadorpoliméricodefinidoarriba,por ejemplo como un enlazador. Esta porcidon que contiene
-SH puede ser cualquier porcidon como la definida aqui adecuada para acoplar un componente como el aqui
definido o uncomponenteadicional como el aqui definido. Como ejemplo, esta porcidon que contiene-
SHpuedeserunacisteina.Después,elcomponenteaminoacido (AA) aromatico se puede
seleccionarporejemplode combinaciones de péptidos Cys-Tyr-Cys, Cys-Trp-Cys, Cys-Trp-Tyr-Cys, Cys-Tyr-
Trp-Cys, Cys-Trp-Trp-Cys, Cys-Tyr-Tyr- Cys, Cys-Trp-Tyr-Trp- Cys, Cys-Tyr-Trp-Tyr-Cys, Cys-Trp-Trp-Trp-
Cys, Cys-Tyr-Tyr-Tyr-Cys, Cys-Trp-Tyr- Trp-Tyr- Cys,Cys-Tyr-Trp-Tyr- Trp-Cys,Cys-Trp-Trp-Trp-Trp-Cys,
Cys-Tyr-Tyr-Tyr-Tyr-Cys, Cys-Phe-Cys, Cys-Phe-Tyr-Cys, Cys-Tyr-Phe-Cys, Cys-Phe-Phe-Cys, Cys-Tyr-Tyr-
Cys, Cys-Phe-Tyr-Phe-Cys, Cys-Tyr-Phe-Tyr-Cys, Cys-Phe-Phe-Phe-Cys, Cys-Tyr-Tyr-Tyr-Cys, Cys-Phe-
Tyr-Phe-Tyr-Cys, Cys-Tyr-Phe-Tyr-Phe-Cyso Cys-Phe-Phe-Phe-Phe-Cys,Cys-Phe-Trp-Cys,Cys-Trp-Phe-
Cys,Cys-Phe-Phe-Cys,Cys-Phe-Trp-Phe-Cys,Cys-Trp-Phe-Trp-Cys,Cys-Phe-Trp-Phe- Trp-Cys,Cys-Trp-Phe-
Trp-Phe-Cys, etc. Cada Cys arriba tambiénsepuedereemplazarpor cualquier péptido o compuesto quimico
modificado que porte una porcion - SHlibrecomose defineaqui.(SEQIDNOS:43-75).Estascombinaciones de
péptidos pueden estar repetidas, por ejemplo 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 12, 13, 14, 15 o todavia mas veces.
Estas combinaciones de péptidos también se pueden combinar entre si segin sea adecuado.

Ademas,elcomponenteaminoacido(AA)aromaticopuedecontener o representar al menos una prolina, la cual

puede servir comoun rompedor de estructura de secuencias mas largas de Trp, Tyr y Phe en el componente
aminoacido (AA) aromatico, preferentemente dos, tres 0 mas prolinas.
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Deacuerdoconunasegundaalternativa,elcomponenteaminoacido (AA) puede ser un componente aminoacido
(AA) hidrofilo (y preferentemente polar no cargado). La incorporacidondeaminoacidos hidrofilos (y
preferentemente polares no cargados) o secuencias como componente aminoacido (AA) hidréfilo
(ypreferentementepolarno cargado)enelportadorpoliméricodelapresenteinvencionhaceposibleuna unién mas
flexible a la carga de acido nucleico. Esto lleva a una compactacion mas efectiva de la carga de acido
nucleico y, por consiguiente, a una mejor proteccion contra las nucleasas y la descompactacion no deseada.
Permite también la provision de un portador polimérico (largo) con una carga catiénica reducida sobre el
portador completo y, en este contexto, que se ajuste mas a las propiedades de unién si se desea o es
necesario.

Para este proposito, los aminoacidos del componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polar no
cargado) pueden seleccionarseyaseadelosmismosodiferentesaminoacidoshidrofilos(y de preferencia polares
no cargados), seleccionados por ejemplo de Thr, Ser, Asn o GIn. Alternativamente, los aminoacidos (o
elcomponenteaminoacido (AA) hidréfilo completo (y de preferencia polar no cargado) se
puedenseleccionardelassiguientescombinacionesdepéptidosSer-Thr, Thr-Ser, Ser-Ser, Thr-Thr, Ser-Thr-Ser,
Thr-Ser-Thr, Ser-Ser-Ser, Thr-Thr- Thr, Ser-Thr-Ser-Thr, Thr- Ser-Thr-Ser, Ser-Ser-Ser-Ser, Thr-Thr-Thr-Thr,
GIn-Asn, Asn-GIn, GIn-GIn, Asn-Asn, GIn-Asn-GIn, Asn-GIn-Asn, GIn-GIn-GIn, Asn-Asn-Asn, GIn-Asn-GIn-
Asn, Asn-GIn-Asn-GlIn, GIn-GIn-GIn-GIn,Asn-Asn-Asn-Asn,Ser-Asn,Asn-Ser,Ser-Ser,Asn-Asn,Ser-Asn-
Ser,Asn-Ser-Asn, Ser-Ser-Ser,Asn-Asn-Asn,Ser-Asn-Ser-Asn,Asn-Ser-Asn-Ser, Ser-Ser-Ser-Ser o Asn-Asn-
Asn-Asn, etc. (SEQ ID NOs: 76-111). Estas combinaciones de péptidos pueden repetirse, por ejemplo 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 12, 13, 14, 15 o todavia mas veces. Estas combinaciones de péptidos también se pueden
combinar entre si seguin sea adecuado.

Ademas, el componente aminoacido (AA) hidréfilo (y de preferencia polar no cargado) puede contener o
puede estar bloqueado por una porcion que contenga -SH, la cual permite introducir este componentepor un
enlace disulfuro como una parte adicional de la férmula
genérica(l)arriba,porejemplo,comounenlazador.Estaporcionquecontiene -SH puede ser cualquier porcion
como la aqui definida adecuada para acoplar un componente como el aqui definido a un componente
adicional comoeldefinido aqui. Comoejemplo, estaporciénquecontiene-
SHpuedeserunacisteina.Después,porejemplo el componente aminoacido (AA) hidréfilo (ydepreferencia polar
no cargado) puede seleccionarse de, por ejemplo, combinaciones de péptidos Cys-Thr-Cys, Cys-Ser-Cys,
Cys-Ser-Thr-Cys, Cys-Thr-Ser-Cys, Cys-Ser-Ser-Cys,Cys-Thr-Thr-Cys,Cys-Ser-Thr-Ser-Cys,Cys-Thr-Ser-
Thr-Cys, Cys-Ser- Ser-Ser-Cys, Cys-Thr-Thr-Thr-Cys, Cys-Ser-Thr-Ser-Thr-Cys, Cys-Thr-Ser-Thr-Ser-Cys,
Cys-Ser-Ser-Ser-Ser-Cys, Cys-Thr-Thr-Thr-Thr-Cys, Cys-Asn-Cys, Cys-GIn-Cys, Cys-GIn-Asn-Cys, Cys-Asn-
GIn-Cys, Cys-GIn-GIn-Cys, Cys-Asn-Asn-Cys, Cys-GIn-Asn-GIn-Cys, Cys-Asn-GIn-Asn-Cys,Cys-GIn-GIn-GIn-
Cys,Cys- Asn-Asn-Asn-Cys,Cys-GIn-Asn-GIn-Asn-Cys, Cys-Asn-GIn-Asn-GIn-Cys, Cys-GIn-GIn-GIn-GIn-Cys,
Cys-Asn-Asn-Asn-Asn-Cys, Cys-Asn-Cys, Cys-Ser-Cys, Cys-Ser-Asn-Cys, Cys-Asn-Ser-Cys, Cys-Ser-Ser-
Cys, Cys-Asn- Asn-Cys, Cys-Ser-Asn-Ser-Cys, Cys-Asn-Ser-Asn-Cys, Cys-Ser-Ser-Ser-Cys, Cys-Asn-Asn-
Asn-Cys, Cys-Ser-Asn-Ser-Asn-Cys,Cys-Asn-Ser-Asn-Ser-Cys,Cys-Ser-Ser-Ser-Ser-CysoCys-Asn-Asn-Asn-
Asn-Cys, etc.CadaCysarribatambiénsepuede reemplazar por cualquier péptido o compuesto quimico
modificadoque porte una porcion -SH libre como ladefinidaaqui(SEQIDNOs:112- 153).Estas combinaciones
de péptidos pueden repetirse, por ejemplo 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10,12,13,14,150todaviamasveces.Estascombinaciones de péptidos también se pueden
combinar entre si seguin sea adecuado.

Ademas,elcomponenteaminoacido(AA)hidrofilo(yde preferencia polar no cargado) puede contener al menos
una prolina, la cualpuede servir como un rompedor deestructuradesecuenciasmaslargasde Ser, Thry Asn en
el componente aminoacido (AA) hidrdéfilo (y de preferencia polar no cargado), de preferencia dos, tres o0 mas
prolinas.

Deacuerdoconunaterceraalternativa,elcomponenteaminoacido(AA)puedeseruncomponenteaminoacido(AA)lip
ofilo. La incorporacion deaminoacidoslipofilososecuenciascomocomponente aminoacido (AA) lipofilo en el
portador poliméricodelapresente invencion hace posible una compactacién mas fuerte de la carga de acido
nucleico y/o el portador polimérico y su carga de acido nucleico cuando seforma un complejo.Esto se debe en
particular a interacciones de una o mas hebras de polimero del portador polimérico, particularmente de
secciones lipofilas del componente aminoacido (AA) lipdfilo y la carga de acido nucleico. Esta interaccion
preferentemente afadira estabilidad adicionalalcomplejoentreelportadorpoliméricoysucargadeacidonucleico.
Esta estabilizaciéon se puede compararenciertaformaconuna especie de reticulacion no covalente entre
diferentes hebras de polimero. Especialmente en un ambiente acuoso esta interaccion es tipicamente fuerte y
proporciona un efecto significativo.

Paraello,losaminoacidosdelcomponenteaminoacido (AA) lipfilo pueden seleccionarse ya sea de los mismos
o diferentes aminoacidos lipofilos, porejemplo,seleccionadosdeleu,Val, lle, Ala, Met. Alternativamente, el
aminoacido AA (o el componente aminoacido (AA) lipéfilo completo) pueden seleccionarse de las siguientes
combinaciones de péptidos Leu-Val, Val-Leu, Leu-Leu, Val-Val,Leu- Val-Leu, Val-Leu-Val, Leu-Leu-Leu, Val-
Val-Val, Leu-Val-Leu-Val, Val-Leu-Val-Leu, Leu-Leu-Leu-Leu, Val-Val-Val-Val, lle-Ala, Ala-lle, lle-lle, Ala-Ala,
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lle-Ala-lle, Ala-lle- Ala, lle-lle-lle, Ala-Ala-Ala, lle-Ala-lle-Ala, Ala-lle-Ala-lle, lle-lle-lle-lle, Ala-Ala-Ala- Ala, Met-
Ala, Ala-Met, Met- Met, Ala-Ala, Met-Ala-Met, Ala-Met-Ala, Met-Met-Met, Ala-Ala-Ala,Met-Ala-Met-Ala, Ala-
Met-Ala-Met o Met-Met-Met-Met, etc (SEQ ID NOs:154- 188).Estas combinaciones de péptidos pueden
repetirse, por ejemplo 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10,12,13,14,15,0otodaviamasveces.Estascombinaciones de
péptidostambién se pueden combinarentresisegunsea adecuado.

Ademas, el componente aminoacido (AA) lipdfilo puede contener o puede estar flanqueado por una porcion
que contenga -SH, la cual permitaintroducirestecomponenteporunenlacedisulfurocomo una parte
adicionaldelportadorpoliméricoanterior,porejemplo como un enlazador. Esta porcién que contiene -SH puede
ser cualquier porcién como lasaqui definidas adecuada para acoplar un componente como el definido aqui a
un componente adicional como el definido. Comoejemplo,estaporciénquecontiene-
SHpuedeserunacisteina.Luego, por ejemplo, el componente aminoacido (AA) lipéfilo puede seleccionarse de
por ejemplo las combinaciones de péptidosCys-Val-Cys, Cys-Leu-Cys, Cys-Leu-Val-Cys, Cys-Val-Leu-Cys,
Cys-Leu-Leu-Cys, Cys-Val-Val-Cys,Cys-Leu-Val-Leu-Cys,Cys-Val-Leu-Val-Cys,Cys-Leu-Leu-Leu-Cys, Cys-
Val-Val-Val-Cys, Cys-Leu-Val-Leu-Val-Cys, Cys-Val-Leu-Val-Leu-Cys, Cys-Leu-Leu-Leu-Leu-Cys, Cys-Val-
Val-Val-Val-Cys, Cys-Ala-Cys, Cys-lle-Cys, Cys-lle-Ala-Cys, Cys-Ala- lle- Cys, Cys-lle-lle-Cys, Cys-Ala-Ala-
Cys,Cys-lle-Ala-lle-Cys,Cys-Ala-lle-Ala-Cys,Cys-lle-lle-lle- Cys, Cys-Ala-Ala-Ala-Cys, Cys-lle-Ala-lle-Ala-Cys,
Cys-Ala-lle-Ala-lle-Cys, Cys-lle-lle-lle-lle-Cys oCys-Ala-Ala-Ala-Ala-Cys,Cys-Met-Cys, Cys-Met-Ala-Cys, Cys-
Ala-Met-Cys, Cys-Met-Met-Cys, Cys-Ala-Ala-Cys, Cys-Met-Ala-Met-Cys, Cys-Ala-Met-Ala-Cys, Cys-Met-Met-
Met-Cys, Cys-Ala-Ala-Ala-Cys,Cys-Met-Ala-Met-Ala-Cys,Cys-  Ala-Met-Ala-Met-Cys,Cys-Met-Met-Met-Met-
CysoCys-Ala-Ala-Ala-Ala-Cys,etc.Cada Cys arriba también se puede reemplazar por cualquier péptido o
compuesto quimico modificado que porte una porcion -SH libre como la definida aqui (SEQ ID NOs: 189 -
229).Estascombinacionesdepéptidospueden repetirse, por ejemplo 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 12,13, 14, 150
todaviamas veces. Estascombinacionesdepéptidostambiénsepuedencombinar entre si segun sea adecuado.

Ademas, el componente aminoacido (AA) lipéfilo puede contener al menos una prolina, que puede servir
como un rompedor de estructuradesecuenciasmaslargasdeleu,Val,lle,AlayMetenel
componenteaminoacido(AA)lipofilo,depreferenciados,tresomas prolinas.

Finalmente,deacuerdocon una
cuartaalternativa,elcomponenteaminoacido(AA)puedeseruncomponenteaminoacido(AA) basico débil. La
incorporacion de aminoacidos basicos débiles o0 secuencias como componente aminoacido
(AA)basicodébilenel portador polimérico de la presente invencidon puede servir como una esponja
deprotonesyfacilitarelescapeendosémico(llamadotambiénliberaciéonendosémica) (efecto de esponja de
protones). La incorporacién de este componente aminoacido (AA) basico débil incrementa preferentemente la
eficiencia de transfeccion.

Paraestepropdsito,losaminoacidosdelcomponenteaminoacido (AA) basico débil pueden seleccionarse ya sea
de los mismos odiferentes aminoacidos débiles, por ejemplo seleccionados de histidina o aspartato (acido
aspartico). Alternativamente, los aminoacidos basicos débiles (o el componente aminoacido (AA) basico débil
completo) pueden seleccionarse de las siguientes combinaciones de péptidosAsp-His,His-Asp, Asp-Asp, His-
His, Asp-His-Asp, His-Asp-His, Asp-Asp-Asp, His-His-His, Asp-His-Asp-His, His-Asp-His-Asp, Asp-Asp-Asp-
Asp o His-His-His-His, etc (SEQ ID NOs: 230-241). Estas combinaciones de péptidos pueden repetirse, por
ejemplo 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 12, 13, 14, 15 o todavia mas veces. Estas combinaciones de péptidos
tambiénsepuedencombinar entre si segun sea adecuado.

Ademas, el componente aminoacido (AA) basico débil puede contener o puede estar flanqueado por una
porciébn que contenga -SH, la cual permita introducir este componente por un enlacedisulfuro
comounaparteadicionaldelaférmulagenérica(l)arriba,porejemplocomo un enlazador. Esta porcion que contiene
-SH puede ser cualquier porcién como la definida en la presente acoplada para acoplar un componente como
el definido aqui a un componente adicional como el indicado.Como ejemplo, esta porcidon que contiene— SH
puede ser unacisteina.Después,porejemplo,elcomponenteaminoacido ( AA) basico débil puede seleccionarse
de, por ejemplo, las combinaciones de péptidos Cys-His-Cys, Cys-Asp-Cys, Cys-Asp-His-Cys, Cys-His-Asp-
Cys, Cys-Asp-Asp-Cys, Cys-His-His-Cys, Cys-Asp-His-Asp- Cys,Cys-His-Asp-His-Cys,Cys-Asp-Asp-Asp-
Cys,Cys-His-His-His-Cys,Cys-Asp-His-Asp-His-Cys, Cys-His-Asp- His-Asp-Cys,Cys- Asp-Asp-Asp-Asp-Cys o
Cys- His-His-His-His-Cys, etc. Cada Cys arribatambiénse puede reemplazar por cualquier
péptidoocompuestoquimicomodificado que porte una porcién -SH libre como la aqui definida (SEQ ID
NOs:242-255).Estascombinacionesdepéptidospuedenrepetirse,porejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13,
14, 15 6 incluso aun mas veces. Estas combinaciones de péptidos también se pueden combinar entre si
segun sea adecuado.

Ademas,elcomponenteaminoacido(AA)débilpuedeconteneralmenosunaprolina,quepuedeservircomounromped

ordeestructura de secuencias maslargasdehistidinaoaspartato(acido aspartico) en el componente aminoacido
(AA) basico débil, de preferencia dos, tres 0 mas prolinas.
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De acuerdo con una quinta alternativa, el componente aminoacido (AA) puede ser un péptido de sefialouna
secuenciadesenal,una sefal o secuencia de localizacidon, una sefial de localizacién nuclear o una
secuencia(NLS),unanticuerpo,unpéptidodepenetracioncelular(porejemploTAT),etc.Depreferencia,estecompon
enteaminoacido(AA) se une al portador polimérico o a otro componente del portador polimérico por medio de
un enlace disulfuro (reversible). En estecontexto,el péptido de sefial o la secuencia de sefial, una sefial o
secuencia de ubicacion, unasefalosecuenciadeubicacionnuclear(NLS),unanticuerpo,unpéptido  de
penetracion celular (por ejemplo TAT), etc. comprende ademas al menos una porcion -SH. En este contexto,
una sefial o secuencia de ubicacion o una sefial o secuencia deubicacidonnuclear(NLS)sepuede usar para
dirigir el complejo de carga portador polimérico de la invencion a
célulasdianaespecificas(porejemplohepatocitosocélulaspresentadorasdeantigenos)ypreferentemente
permiteunatranslocalizacion del portador polimérico a unadiana especifica, por ejemplo, dentro de la célula,
dentro del nucleo, dentrodelcompartimientoendosémico, secuencias para la matriz mitocondrial, secuencias
de localizaciéon para la membranaplasmatica,secuenciasdelocalizacidnparaelaparatodeGolgi,el nucleo, el
citoplasma y el citoesqueleto, etc. Este péptido sefal, una sefial o secuencia de localizacién o una sefal de
localizaciénnuclearse puede usar para el transporte de cualquieradelosacidosnucleicos definidos aqui, de
preferencia un ARN o un ADN, muy preferiblemente unARNsh o un ADNp, por ejemplo dentro del nicleo. Sin
limitarse a, este péptido de sefial, una sefial osecuenciadeubicaciénouna sefial de ubicacién nuclear puede
comprender, por ejemplo, secuencias de
localizaciénparaelreticuloendoplasmico.Lassefialesosecuenciasdelocalizacion particulares o sefales de
localizacion nucleares pueden incluir, por ejemplo, KDEL (SEQ ID NO: 256), DDEL (SEQ IDNO:257),DEEL
(SEQ ID NO: 258), QEDL (SEQ ID NO: 259), RDEL (SEQ ID NO: 260), y GQNLSTSN (SEQ ID NO: 261),
secuencias de localizacion nuclear,
incluyendoPKKKRKV(SEQIDNO:262),PQKKIKS(SEQIDNO:263),QPKKP(SEQIDNO:264),RKKR
(SEQIDNO:265),RKKRRQRRRAHQ (SEQ ID NO: 266), RQARRNRRRRWRERQR (SEQ ID NO: 267),
MPLTRRRPAASQALAPPTP (SEQ ID NO: 268), GAALTILV (SEQ ID NO: 269) y GAALTLLG (SEQ ID NO:
270), secuencias de localizacion para el
compartimientoendosémico,incluyendoMDDQRDLISNNEQLP(SEQIDNO:271),secuenciasdelocalizacidonparal
amatrizmitocondrial, incluyendoMLFNLRXXLNNAAFRHGHNFMVRNFRCGQPLX(SEQID NO: 272),
secuencias de localizacion para la membrana plasmatica GCVCSSNP (SEQ ID NO:
273),GQTVTTPL(SEQIDNO:274),
GQELSQHE(SEQIDNO:275),GNSPSYNP(SEQIDNO:276),GVSGSKGQ(SEQIDNO:277),GQTITTPL(SEQIDN
0:278), GQTLTTPL (SEQ ID NO: 279), GQIFSRSA (SEQ ID NO: 280), GQIHGLSP (SEQ ID NO: 281),
GARASVLS (SEQ ID NO: 282) y GCTLSAEE (SEQ ID
NO:283),secuenciasdelocalizaciénparaelreticuloendoplasmicoyelnucleo, incluyendo GAQVSSQK
(SEQIDNO:284)yGAQLSRNT(SEQ ID NO: 285), secuencias de localizacion para el aparato de Golgi, el
nucleo, el citoplasma 'y el citoesqueleto, incluyendo  GNAAAAKK  (SEQ IDNO:
286),secuenciasdelocalizacionparaelcitoplasmaycitoesqueleto,incluyendo GNEASYPL (SEQ ID NO: 287),
secuencias de localizacién para la membrana plasmatica y citoesqueleto, incluyendoGSSKSKPK(SEQID NO:
288), etc. Ejemplos de secuencias de péptidos de sefial secretora como los definidos aqui incluyen, sin estar
limitarse a, secuencias de sefial de moléculas MHC clasicas o no clasicas (por ejemplo, secuencias sefial de

moléculas MHC | y Il, por ejemplo de la molécula MHC clase | HLA-A*0201), secuencias de
sefialdecitoquinasoinmunoglobulinascomo las definidas aqui, secuencias de sefial de la cadena invariante de
inmunoglobulinas 0 anticuerpos como las definidas aqui, secuencias de

sefialdeLamp1,Tapasina,Erp57,Calreticulina,Calnexina,yproteinasasociadas a membrana adicionales o de
proteinas asociadas al reticulo endoplasmico (ER) o al compartimiento endosémico-lisosémico. De manera
particularmente preferente, se pueden usar de acuerdo con la presente invencion las secuencias de sefial de
lamoléculaMHC clase | HLA-A*0201. Estecomponenteadicionalpuedeunirse,porejemplo,aunpolimerocationico
o a cualquier otro componente del portador polimérico comoel definido aqui. De preferencia este péptido de
sefial, sefial o secuencia de ubicacién o sefal osecuenciadeubicacionnuclear(NLS)seuneal portador
polimérico o a otro componente del portador polimérico por unenlacedisulfuro(reversible).
Paraello,elcomponente (AA)comprendeademasalmenosunaporcion-SH comola aqui definida. La unién a
cualquiera de los componentes del portador polimérico, también puede producirse empleando un enlace
acido labil, preferentemente via una cadena lateral de cualquiera de los componentes del portador polimérico
que permita desprender o liberar el componente adicional a valores de pH mas bajos, por ejemplo a valores
de pH fisiolégicos como los definidos aqui.

Ademas,deacuerdoconotraalternativa,elcomponenteaminoacido (AA) puede ser un péptido o proteina
funcional, quepuede modular la funcionalidad del portador polimérico en consecuencia. Estos péptidos o
proteinas funcionales como componente aminoacido (AA) comprenden preferentemente cualesquiera
péptidos o proteinas como los aqui definidos,porejemplocomolosdefinidosabajocomoproteinas
terapéuticamente activas. De acuerdo con una alternativa, estos péptidos o proteinas funcionales adicionales
pueden comprender los llamados péptidos de penetracion celular (CPPs) o péptidos catidnicos de transporte.
Se prefieren particularmente los CPPs que incluyen un
cambiodeconformacionmediadoporpHenelendosomayllevanaunaliberaciéon mejorada del portador polimérico
(en complejo con un acido nucleico) del endosoma por insercion en la capalipidicadelliposoma. Estos
péptidos de penetracion celular (CPPs) o péptidos catidnicos de transporte pueden incluir, sin limitarse a,
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protamina, nucleolina, espermina o espermidina, oligo- o poli-L-lisina (PLL), polipéptidos basicos, oligo o poli-
arginina, péptidos de penetracion celular (CPPs), CPPs quiméricos, tales como Transportan, opéptidosMPG,
péptidos de unién a VIH, Tat, VIH-1 Tat (VIH), péptidos derivados de Tat,miembros de la familia de la
penetratina, por ejemplo Penetratina, péptidos derivados de Antenapedia (particularmente de Drosophila
antennapedia), pAntp, plsl, etc., CPPs derivados de antimicrobianos, por ejemplo Buforin- 2, Bac715-24,
SynB, SynB(1), pVEC, péptidos derivados de hCT, SAP,
MAP,KALA,PpTG20,Loligomere,FGF,Lactoferrina,histonas,péptidosderivados de VP22 o analogos, HSV,
VP22 (Herpes simple), MAP, KALA o dominios de transduccion de proteinas (PTDs), PpT620, péptidos ricos
en prolina, péptidos ricos en arginina, péptidos ricos en lisina, Pep-1, L- oligdmeros, péptidos de calcitonina,
etc. Este componenteaminoacido (AA) también se puede unir a cualquier componente del portador
poliméricocomoeldefinidoaqui.Preferentemente seunealportadorpoliméricooa otro componente del portador
polimérico porunenlacedisulfuro (reversible). Para ello, el componente aminoacido (AA) comprende
preferentemente al menos una porcién -SH como
ladefinidaaqui.Launidnacualquieradeloscomponentesdelportadorpolimérico también se puede
lograrusandounaporcionSHounenlace acido labil, de preferencia via una cadena lateral de cualquiera de
loscomponentesdelportadorpoliméricoquepermitadesprenderoliberarel componente adicional a valores de pH
mas bajos, por ejemplo a valores de pH fisiolégicos como los definidos en la presente.

Deacuerdoconunaultimaalternativa,elcomponente aminoacido (AA) puede ser cualquier péptido o proteina
que pueda realizar una funcioén favorable en la célula. Son particularmente preferentes péptidos o proteinas
seleccionados de péptidos o proteinas terapéuticamente activos, de antigenos, por ejemplo antigenos de
tumor, antigenos patdgenos (antigenos animales, antigenos virales, antigenos protozoarios, antigenos
bacterianos,antigenosalérgicos),antigenosautoinmunesoantigenosadicionales, de alérgenos, de anticuerpos,
de proteinas o péptidos inmunoestimuladores, de receptores de células T especificas de antigenos o de
cualquier ofra proteina o péptido adecuado para una aplicacion (terapéutica) especifica como la definida
abajo para codificar acidos nucleicos.Son particularmente preferentes los epitopos de péptidos a partir
deantigenos como los definidos aqui.

El portador polimérico puede comprender al menos uno de los péptidos, proteinas o polimeros catidnicos o
policatidonicos mencionados arriba o componentesadicionales, porejemplo(AA),pudiendo cualquiera de las
alternativas anteriores puede combinarse entre si, y se pueden formarpolimerizando éstos
enunareacciéndecondensacion de polimerizacion por medio de sus porciones -SH.

Deacuerdoconotroaspecto,elportadorpolimérico del complejodecargaportadorpoliméricodelainvenciéonosus
componentesindividuales, por ejemplo los péptidos, proteinas o polimeros catidnicos o policatidnicos
mencionados arriba o componentes adicionales, por ejemplo  (AA),sepuedemodificarain
masconunligando,preferentemente uncarbohidrato,ern especialunazuicar,todaviamaspreferiblemente con
manosa. Preferentemente, este ligando se une al portador polimérico o a un componente del portador
polimérico por un enlace disulfuro (reversible) oporadiciondeMichael.En caso de que el ligando
seunaporunenlacedisulfuro,elligando comprendeademasalmenosunaporcion-SH.Estosligandossepuedenusar
para dirigir el complejo de carga portador polimérico de la invencion a células diana especificas
(porejemplohepatocitosocélulas presentadoras de antigeno). En este contexto,es particularmente preferente
la manosa como ligando en caso de que las células dendriticas sean la diana, especialmente para propdsitos
de vacunacion o adyuvantes.

De acuerdo con un aspecto mas de la invencion, el complejo de carga portador polimérico de la invencion
puede comprendercomponentes (AA) como los definidos arriba que no comprendan porciones -SH. Estos
componentes (AA) pueden afadirse antes o durante la reaccionde formacion de complejos de la al menos
una molécula de acido nucleico. Se estamanera,loscomponentes(AA)sonincorporados(no covalentemente) en
el complejo de carga portador poliméricodela invencion sin la inclusiéon de los componentes (AA) en el propio
portador polimérico por polimerizacion (covalente).

De acuerdo con una realizacién especifica, el complejo de carga portador polimérico de la
invencioncompletopuedeformarseapartirde una condensacion de polimerizacion (de al menos uno) de los
péptidos, proteinasopolimeroscatidénicosopolicationicosmencionadosarribaocomponentes adicionales, por
ejemplo (AA), por medio de sus porciones -SH en una primeraetapayformandocomplejodelacidonucleicocon
el portador polimérico en una segunda etapa. El portador polimérico puede contener entonces un
numerodealmenosunootodaviamasdelos
péptidos,proteinasopolimeroscationicosopolicationicosocomponentesadicionales, por ejemplo (AA) definidos
arriba, preferentemente el nimero determinado por el intervalo anterior.

De acuerdo con una realizacion especifica alternativa, el complejo de carga portador polimérico de la
invencion se forma porlacondensaciondepolimerizaciéndealmenosunodelospéptidos, proteinas o polimeros
cationicos o policatiénicos mencionados arriba o componentes adicionales, porejemplolos
(AA)mencionadosarriba,por medio de sus porciones -SH simultaneamente para formar complejosdecarga de
acido nucleico en ell portador polimérico (preparado in situ). Asimismo, el portador polimérico también puede
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entonces contener aqui unnimero de al menos uno o todavia mas de los mismos odiferentesdelos péptidos,
proteinas o polimeros cationicos o policationicos mencionados arriba ocomponentesadicionales,porejemplode
los (AA)mencionadosarriba, preferentemente el nimero determinado por el intervalo anterior.

El complejo de carga portador polimérico de la invencion comprende ademas como carga al menos un acido
nucleico (molécula). En el contexto de la presente invencion, esta molécula deacidonucleico puede ser
cualquier acido nucleico adecuado, seleccionado, por ejemplo, decualquier ADN
(deunasolahebraodedoblehebra),depreferencia,sin estar limitarse a, por ejemplo ADNgenémico,moléculasde
ADN de una sola hebra, moléculas de ADN de doble hebra, ADN de codificacién, cebadores de ADN, sondas
de ADN, ADN inmunoestimulador, oligodesoxirribonucleétidos (cortos de un oligonucleétido de ADN (corto)),o
se puede seleccionar, por ejemplo, de cualquier PNA (acidonucleico péptido) o puede seleccionarse, por
ejemplo, de cualquier ADN (hebra individual o doble hebra), preferentemente, sin limitarse a,
oligorribonucleotidos (corto) de un oligonucledtido de ARN (corto)),un
ARNdecodificacion,unARNmensajero(ARNm),unARNinmunoestimulador, un ARN de interferencia pequefio
(ARNsi), un ARN antisentido, un micro ARN, un ARN nuclear pequefio (ARNsn), un ARN de pasador
pequeno (sh) o ribointerruptores, ribozimas o aptameros, etc. La molécula de acido nucleico del complejo de
carga portador polimérico de la invencidntambiénpuedeserunARNribosdmico(ARNr),unARNdetransferencia
(ARNt), un ARN mensajero (ARNm) o un ARN viral (ARNv). De preferencia, la
moléculadeacidonucleicodelcomplejodecarga portador polimérico de la invencion es un ARN. Muy
preferiblemente, la molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de lainvencion es
un ARN de hebra individual (lineal), ain mas preferiblemente un ARNm o un ARN inmunoestimulador. En el
contexto de la presente invencién, un ARNm es tipicamente un ARN que estad compuesto de varios
elementosestructurales,porejemplo unaestructura5’-CAPopcional,unaregion 5-UTR opcional, un sitio de
union ribosémico haciael extremo 5’ seguido por una region de codificacion, una region 3’-UTR opcional, que
puede ser seguida por una cola poli-A (y/o una cola poli-C). Un ARNm puede ocurrir como un ARN mono-, di-
oincluso multicistronico, es decir, un ARN que porte las secuencias de codificacionde uno, dos o mas
proteinas o péptidos. Estas secuencias de codificacion en ARNm di- o incluso multicistrénico pueden estar
separadas por al menos una secuencia IRES, por ejemplo como la definida aqui.

Ademas,elacidonucleicodelcomplejodecargaportador
poliméricodelainvenciénpuedeserunacidonucleico(molécula)deuna sola o de doble hebra (que también se
puede considerarcomounacido nucleico (molécula) debido a asociacién no covalentededosacidos nucleicos
(moléculas) de hebra individual) o un acido nucleico parcialmente de doble hebra o parcialmente de una sola
hebra, que al menos parcialmentesonauto-complementarios(ambosdeellosparcialmentemoléculas de acido
nucleico parcialmente de doble hebra o parcialmente de una sola hebra se forman tipicamente por una
molécula de acido nucleico de hebra individual mas larga y mas corta o por dos moléculas de acido
nucleicodeunasolahebra,quetienencasilamismalongitud,donde una molécula de acido nucleico de una sola
hebra es en parte complementaria a la otra molécula de acido nucleico de unasolahebray ambas forman
entonces una molécula deacidonucleicodedoblehebraen
estaregion,esdecir,unacidonucleico(molécula)parcialmentededoblehebra o parcialmente de una sola hebra.
Preferiblemente, el acido nucleico (molécula) puede ser una molécula de acidonucleicodeunasolahebra. Mas
aun, el acido nucleico (molécula) puede ser una molécula de acido nucleico circular o lineal, de preferencia
una molécula de acido nucleico lineal.

De acuerdo con una alternativa,lamoléculadeacidonucleico del complejo de carga portador polimérico de la
invencionpuedeserun acido nucleico de codificacion, por ejemplo un ADN o ARN. Este ADN o ARN de
codificaciéon puede ser cualquier ADN oARNcomoeldefinido aqui.Preferiblemente, este ADN o ARN de
codificacion puede ser un ADNo ARN de una sola o de doble hebra, muy preferiblemente un ADN o ARN de
una sola hebra y/o ADN o ARN circular o lineal, muy preferiblemente un ADN o ARN lineal. De manera aun
mas preferible, el ADN o ARN de codificacion puede ser un ADN o ARN de una sola hebra (lineal). Mas
preferiblemente,lamoléculadeacidonucleicodeacuerdoconlapresenteinvenciénpuedeserunARNmensajero(AR
Nm)(deunasolahebra) (lineal). Este ARNm se puede presentar como un ARN mono-, di- o incluso
multicistrénico, es decir, un ARN que porte las secuencias de codificaciéon de una, dos o mas proteinas o
péptidos.Estas secuencias de codificacion enARNm di- o incluso multicistrénico pueden estar separadas por
al menos una secuencia IRES, por ejemplo, como la aqui definida.

Acidos nucleicos de codificacion:

La molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la invencion puede codificar para
una proteina o un péptido, que se puedeseleccionar,sinestarlimitarse a,porejemplo, proteinas o péptidos
terapéuticamente activos, incluyendo proteinas
adyuvantes,deantigenos,porejemplo,antigenostumorales,antigenospatégenos (por ejemplo, seleccionado de
antigenos animales, deantigenos virales, de antigenos de protozoarios, de antigenos bacterianos), antigenos
alergénicos, antigenos autoinmunesoantigenosadicionales,dealérgenos, de anticuerpos, de proteinas o
péptidos inmunoestimuladores, de receptores de células T especificas de antigenos, o de cualquier otra
proteina o péptidoadecuado para una aplicacion (terapéutica) especifica, donde el acido nucleico de
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codificaciénpuedesertransportadoenunaceélula,untejidoo un organismo y la proteina puede expresarse
subsecuentemente en esta célula, tejido u organismo.

a) Proteinas terapéuticamente activas

En el contexto de la presenteinvencion,lasproteinaso péptidos terapéuticamente activos pueden codificarse
por la molécula de acidonucleicodelcomplejodecargaportadorpoliméricodelainvenciondefinido aqui. Las
proteinas terapéuticamente activas se definen aqui como proteinas que tienen un efecto en lasanacién, de
preferencia profilacticamente o para tratar terapéuticamente una enfermedad, de
preferenciacomoladefinidaaqui,osonproteinasdelascualesunindividuo  tiene necesidad. Estas pueden
seleccionarse de cualquier proteina recombinante o aislada que se presente naturalmente o que se disefia
sintéticamente conocida por una persona experta en la técnica anterior. Sin estar restringidas a
lasmismas,lasproteinasterapéuticamenteactivas
puedencomprenderproteinascapacesdeestimularoinhibirlatransducciéon de sefiales en la célula, por
ejemplocitoquinas, linfocinas, monocinas, factores decrecimiento,receptores,moléculasdetransduccion de
sefiales, factores de transcripcion, etc.; anticoagulantes; antitrombinas; proteinas antialérgicas; factores
apoptoticos o proteinas relacionadas con la apoptosis, enzimas terapéuticas activas y cualquier proteina
relacionada concualquier enfermedad adquirida o hereditaria.

Una proteina terapéuticamente activa que se puede codificar por la molécula de acido nucleico del complejo
decargaportador polimérico de la invencion definido aqui también puede ser una proteina
adyuvante.Enestecontexto,unaproteinaadyuvantesedebeentenderprefrentemente como
cualquierproteinacapazdeprovocaruna respuesta inmune innata como la aqui definida. Preferiblemente, esta
respuesta inmune innata comprende la activacion de un receptor de reconocimiento de patrén, tal como por
ejemplo un receptor seleccionado dela familia del receptor tipo Toll (TLR), incluyendo por ejemplo un receptor
tipo Toll seleccionado de TLR1 a TLR10 humanos o de receptores tipo Toll de murino TLR1 a TLR13. Muy
preferiblemente, la proteina adyuvante se
seleccionadeproteinasadyuvanteshumanasodeproteinasadyuvantespatdégenas seleccionadas del grupo
consistente en, sin limitarse a, proteinas bacterianas, proteinas de protozoarios, proteinas virales o proteinas
fungicas, proteinas animales, en particular proteinas adyuvantes bacterianas. Ademas, pueden usarse
también acidos nucleicos que codifican para proteinas humanas implicadas en efectos adyuvantes (por
ejemplo, ligandosde receptores de reconocimiento de patrones, receptores de reconocimiento de patrones,
proteinas de las vias de transduccion de sefiales, factores de transcripcion ocitoquinas).

b) Antigenos

La molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la invenciéon definido aqui
puedealternativamentecodificar para un antigeno. De acuerdo con lapresenteinvencion,eltérmino “antigeno”
se refiere a una sustancia que es reconocida por el sistema inmunolégico yes capaz dedesencadenar una
respuesta inmune especificade antigeno, por ejemplo, por la formacién de anticuerpos o células T especificas
de antigenos como parte de una respuesta inmune adaptiva. En este contexto, la primera etapa de una
respuesta inmune adaptiva es la
activaciondelascélulasTespecificasdeantigenosnaivesporcélulaspresentadoras de antigenos. Esto se produce
en los tejidos linfoides y érganos a través de los cuales las células T naives estan pasando constantemente.
Los tres tipos de células que pueden servir como células presentadoras de antigenos son células dendriticas,
macrofagos y células B. Cada una de estascélulastieneunafunciéndistintaparaprovocar respuestas inmunes.
Lascélulasdendriticastisularesabsorbenantigenos por fagocitosis y macropinocitosis y son estimuladas por
infeccion para migrar al tejido linfoide local, donde se diferencian encélulas dendriticas maduras.Los
macrofagos ingieren antigenos en particulas talescomo bacterias y
soninducidosporagentesinfecciososaexpresar moléculas MHC clase |l. La capacidad unica de las células B
para unirse e internalizar antigenos de proteinas solubles por medio de sus receptores puede ser importante
para inducir células T. Al presentar el antigeno sobre
moléculasMHCselogralaactivaciondecélulasTqueinducesuproliferacion y diferenciacion en células T efectoras
de brazos.La funcién mas importante de las células T efectoras es la eliminacién de células infectadas por
células T citotéxicas CD8+ y la activacion de macréfagos por células TH1, que juntos constituyen la
inmunidad mediada por células, y la activaciondecélulasBporcélulastantoTH2comoTH1paraproducirdiferentes
clases deanticuerpos,conduciendoasilarespuestainmune humoral. Las células T reconocen un antigeno por
sus receptores de células T que no reconocen y se unen al antigeno directamente, pero en su lugar
reconocenfragmentosdepéptidoscortos,porejemplo,deantigenosde proteinas de patdégenos que se unen a
moléculas MHC sobre las superficies de otras células.

Lascélulas T entran dentrodedosclasesprincipalesquetienendiferentes funciones efectoras.
Lasdosclasessedistinguenporlaexpresion de las proteinas de superficie celular CD4 y CD8.Estos dos tipos de
células T difieren en la clase de molécula MHC que reconocen. Hay dos clases de moléculas MHC -
moléculas MHC clase | y MHC clase Il -que difieren ensuestructura ypatronde expresién entejidos del cuerpo.
Las <células T CD4+se wunen a wuna molécula MHC «clase Il y las «células T

-21-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 558 106 T3

CD8+aunamoléculaMHCclasel.LasmoléculasMHCclaselyMHCclaselltienen distintas distribuciones entre las
células, que reflejan lasfunciones efectoras diferentes de las células Tquelasreconocen.Lasmoléculas MHC
clase I presentan péptidos de patégenos, comunmente virus para
célulasTCD8+,quesediferencianencélulasTcitotoxicasqueestan especializadas en matar cualquier célula que
reconozcan especificamente.Casi todas las células expresan moléculas MHC clase |, aunque el nivel de
expresion constitutiva varia de un tipo de célula al otro. Sin embargo, no sélo los péptidos patégenos de virus
son presentadospormoléculas MHCclasel,tambiénauto-antigenostalescomoantigenostumoralesson
presentados por ellas. Las moléculas MHC clase | seunenapéptidosde proteinas degradadas en el citosol y
transportadas al reticulo endoplasmico. De esta manera las moléculas MHC clase | sobre la superficie de
células infectadasconvirusuotrospatdgenoscitosolicospresentanpéptidosdeeste patdégeno.Las células T
CD8+que reconocen complejos MHC clase I:
péptidoseespecializanenmatarcualquiercélulaquepresentepéptidosextrafios y asi liberan al cuerpo de células
infectadas con virus yotrospatdgenoscitosolicos.Lafunciénprincipalde las célulasT CD4+ (células T auxiliares
CD4+) que reconocen moléculas MHC clase Il es la deactivar otras células efectoras en el sistema
inmunoldégico. Asi, las moléculas MHC clase 1l se encuentran normalmente en los linfocitos B, células
dendriticas y macrofagos, células que participan enrespuestas inmunes, pero no en otras células
tisulares.Los macréfagos, por ejemplo,son activados para matar los patdgenos intravesicularesqueportan,ylas
células B para secretar inmunoglobulinas contra moléculas extrafas. Se impide que las moléculas MHC clase
Il se unan a péptidos en el reticulo endoplasmico y entonces las moléculas MHC clase Il se unen a péptidos
de proteinasquesondegradasenlos endosomas.Puedencapturarpéptidosdepatégenos que hayan entrado al
sistema vesicular de macréfagos, o de antigenos internalizados por células dendriticas inmaduras o los
receptores de inmunoglobulina de células B. Los patégenos que se acumulanen grand cantidad dentro de los
macrofagos y las vesiculas de células dendriticas
tiendenaestimularladiferenciaciondecélulasTH1,mientrasquelosantigenos extracelulares tienden a estimular la
produccion de células TH2. Las células TH1 activan las propiedades microbicidas de macréfagos e inducen a
las células B a hacer anticuerpos IgG que son muy efectivos para
opsonizarpatégenosextracelularesparasuingestionporcélulasfagociticas, mientras que las células TH2 inician
la respuesta humoral al activar células B naives para secretar IgM, e inducen la produccién de anticuerpos de
débil opsonizacion tales como IgG1 e I1gG3 (raton) e 1IgG2 e 1IgG4 (humano) asi como IgA e IgE (ratén y
humano).

En el contexto de lapresenteinvencion,losantigenos codificados por la molécula
deacidonucleicodelcomplejodecarga portador polimérico de la invencion aqui definido comprenden
tipicamente cualquier antigeno, epitopo antigénicoopéptidoantigénico que esté dentro de la definicion
anterior, muy preferiblemente antigenos de proteinas y péptidos,porejemploantigenostumorales,antigenos
alergénicos, auto- antigenos autoinmunes, antigenos patdgenos, etc. en particular los antigenos codificados
por la molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la invencion aqui definido en
la presente pueden ser antigenos generados fuera de la célula, mas tipicamenteantigenos no derivados del
propio organismo anfitrion (por ejemplo un humano) (es decir no auto-antigenos), sino derivados de las
células hospederas fuera del organismo anfitrion, por ejemplo, antigenos virales, antigenos
bacterianos,antigenos fungicos,antigenos protozooldégicos,
antigenosanimales,antigenosalergénicos,etc.Losantigenosalergénicos(antigenos de alergia) son tipicamente
antigenos que causan una alergia en un humano y pueden derivarse ya sea de humanos o de otras fuentes.
Ademas, los antigenos codificados por la molécula de acido nucleico del
complejodecargaportadorpoliméricodelainvencionaqui definidopueden ser ademas antigenos generados
dentro de lacélula,el tejido o el cuerpo. Estos antigenos incluyen antigenos derivados del propio organismo
anfitrion (por ejemplo, un humano), por ejemplo antigenos tumorales,auto-
antigenosoantigenospropios,talescomoauto-antigenosautoinmunes, etc., pero también antigenos (no
propios)como los definidos aqui, los cuales sehan derivado originalmente decélulashospederas fuera del
organismo anfitrion, pero son fragmentados o degradados dentro del cuerpo, tejido o célula, por ejemplo
mediante degradacion (proteasas), metabolismo, etc.

Una clase de antigenos codificados por la molécula de acido nucleico del complejo de carga
portadorpoliméricodelainvencion aqui definido comprende antigenos tumorales. Los “antigenos tumorales” se
localizan preferentemente sobre la superficiedelacélula
(tumoral).Losantigenostumoralestambiénpuedenseleccionarsedeproteinasquesonsobreexpresadasenlas
célulastumoralesencomparacion con una célula normal. Ademas, los antigenos tumorales también incluyen
antigenos expresados en células que no sonasuvez(uoriginalmenteno ellas mismas) generados sino
asociadosconeltumorsupuesto.Los
antigenosqueestanrelacionadosconvasosdesuministroaltumororeformacion de los mismos, en particular
aquellos antigenos que estan asociados con la neovascularizacion, por ejemplo factores decrecimiento tales
como VEGF, bFGF, etc., también estan incluidos aqui. Los antigenos relacionados con un tumor incluyen
ademas antigenos de células o tejidos que tipicamente infiltran el tumor. Ademas,algunassustancias
(normalmente proteinas o péptidos) son expresadas en pacientes que sufren (con o sin conocimiento) una
enfermedad cancerosa y se presentan en
concentracionesincrementadasenlosfluidoscorporalesdedichospacientes.Estassustanciasseconocentambiénc
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omo“antigenos tumorales”; sin embargo, no son antigenos en el estricto significado de una sustancia
inductora de una respuesta inmune. La clase de antigenos tumorales pueden dividirse mas en antigenos
especificos de tumor (TSAs) y antigenos
asociadoscontumor(TAAs).LosTSAssolopuedenserpresentadosporcélulas tumorales y nunca por células
“sanas” normales. Son tipicamente resultado de una mutacién especifica detumor.LosTAAs,mas comunes, se
presentan normalmente por células tanto tumorales como salas. Estos antigenos son reconocidos y la célula
presentadora de antigenospuedeserdestruidaporcélulasTcitotoxicas.Ademas,losantigenos tumorales también
se puedenpresentarsobrelasuperficiedel tumor en forma de, por ejemplo, un receptor mutado. En este caso,
pueden ser reconocidos por anticuerpos. Los antigenos tumorales particularmente preferentes se seleccionan
del grupo consistente en 5T4, 707-AP, 9D7, AFP,AIbZIPHPG1,alfa-5-beta-1-integrina,alfa-5-beta-6-
integrina,alfa-actinin-4/m, alfa-metilacil-coenzima A racemato, ART-4, ARTC1/m, B7H4, BAGE-1, BCL-2,
bcr/abl, beta-catenina/m, BING-4,BRCA1/,BRCA2/m, CA 15-3/CA 27-29, CA 19-9, CA72-4, CA125,
calreticulina, CAMEL, CASP-
8/m,catepsinaB,catepsinal,CD19,CD20,CD22,CD25,CDE30,CD33,CD4,CD52,CD55,CD56,CD80,CDC27/m,
CDK4/m,CDKN2A/m,CEA, CLCA2, CML28, CML66, COA-1/m, proteina similar a coactosina, collage XXIlI,
COX-2, CT-9/ BRD6, Cten, ciclina B1, cicina D1, cip-B, CYPB1,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,
gp100, GPC3, GPNMB/m, HAGE, HAST-2, hepsina, Her2/neu, HERV-K-MEL, HLA-A*0201-R171, HLA-
A11/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-1R,IL- 13Ra2, IL-2R, IL-5, receptor de laminina inmadura, kalikreina-2,
kalikreina-4, Ki 67, KIAA0205, 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, MC1R, M-
CSF,ME1/m,mesotelina, MG50/PXDN,MMP11,MN/CAIX-antigeno,MRP-3, MUC-1,MUC-2,MUM-1/ m,MUM-
2/m,MUM-3/ m,miosinaclase I/m, NA88-A, N-acetilglucosaminiliransferasa-V, Neo-PAP, Neo-PAP/ m,
NFYC/m, NGEP, NMP22, NPM/ALK, N-Ras/m, NSE, NY-ESO-1, NY-ESO- B,0A1,0FA-
iLRP,0GT,0GT/m,0S8-9,0S-9/m,osteocalcina,osteopontina, p15, p190 menor bcr-abl, p53, p53/m, PAGE-4,
PAI-1, PAI-2, PART-1, PATE, PDEF, Pim-1-cinase, Pin-1, Pml/PARalfa, 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-1, SYT-SSX-2,
TA-90, TAG-72, TARP, TEL-AML1, TGF beta, TGFbetaRIl, TGM-4, TPI/m, TRAG-3, TRG, TRP-1, TRP- 2/6b,
TRP/INT2, TRP-p8,tirocinasa,UPA,VEGF,VEGFR-2/FLK- 1,andWT1.Estosantigenos tumorales
preferentemente pueden seleccionarse del grupo consistente en MAGE-A1(porejemplo,MAGE-
A1deacuerdoconelnumero de registro M77481), MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-AG6 (por ejemplo, MAGE-A6 de
acuerdo con el numero de registro NM_005363), MAGE-C1, MAGE- C2,melan- A( porejemplo,melan-
AdeacuerdoconelnumeroderegistroNM_005511),GP100(porejemplo,GP100deacuerdoconel namero  de
registro M77348), tirocinasa (por ejemplo, tirocinasa de acuerdo con el
numeroderegistroNM_000372),survivina(porejemplo,survivina de acuerdo con el numero de registro
AFQ077350), CEA (por ejemplo, CEA de acuerdo con el nimero de registro NM_004363), Her-2/ neu (por
ejemplo,Her-2/ neudeacuerdoconelnimeroderegistroM11730),WT1(por ejemplo, WT1 de acuerdo con el
numero de registro NM_000378), PRAME (por ejemplo, PRAME de acuerdo con el ndmero de registro
NM_006115), EGFRI(receptordefactordecrecimientoepidérmico1)(porejemplo,EGFRI (receptor de factor de
crecimiento epidérmico 1) de acuerdo con el nimero de registro AF288738), MUC1, mucina-1 (por ejemplo,
mucina-1 de acuerdo con el numero de registro NM_002456), SEC61G ( por ejemplo,
SEC61GdeacuerdoconelnimeroderegistroNM_014302),h TERT(porejemplo,h TERTnUmeroderegistroNM_198
253),5T4(porejemplo,5T4 de acuerdo con el numero de registro NM_006670), NY-Eso-1 (por ejemplo, NY-
Eso1 de acuerdo con el ndmero de registro NM_001327), TRP-2 (por ejemplo, TRP-2 de acuerdo con el
numero de registro NM_001922), STEAP, PCA, PSA, PSMA, etc.

De acuerdo con otra alternativa, una clase mas de antigenos codificados por la molécula
deacidonucleicodelcomplejodecarga portador polimérico de la invencién aqui definido comprende antigenos
alergénicos. Estos antigenos alergénicos pueden seleccionarse de
antigenosderivadosdediferentesfuentes,porejemplodeanimales,plantas, hongos, bacterias, etc. Los alérgenos
en este contexto incluyen por ejemplo céspedes, podlenes, mohos, farmacos o numerosos activadores
ambientales, etc. Los antigenos alergénicos pertenecen tipicamentea diferentes clases de compuestos, tales
como acidos nucleicos y sus fragmentos,proteinasopéptidosysusfragmentos,carbohidratos,polisacaridos,
azucares, lipidos, fosfolipidos, etc.De particular interés en el contexto de la presente invencién son los
antigenos que pueden ser codificados por la molécula deacidonucleicodelcomplejodecarga
portadorpoliméricodelainvencion,esdecir,antigenosdeproteinasopéptidos y sus fragmentos o epitopos, o
acidos nucleicos y sus fragmentos, particularmente acidos nucleicos y sus fragmentos, que codifican para
estos antigenos de proteinas o péptidos y sus fragmentos o epitopos.
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c) Anticuerpos

De acuerdo con una alternativa mas,lamoléculadeacido nucleico del complejo de
cargaportadorpoliméricodelainvencion aqui definido puedecodificarparaunanticuerpoounfragmento  de
anticuerpo.De acuerdo con la presente invencion, este anticuerpo puedeseleccionarse de cualquier

anticuerpo, por ejemplo cualquier anticuerpo producido recombinantemente
odeorigennatural,conocidoenlatécnica, en particular anticuerpos adecuados para propdsitos terapéuticos, de
diagndstico o] cientificos, o] anticuerpos que hayan sido identificados en

relacionconenfermedadescancerosasespecificas.Aqui,eltérmino“anticuerpo” se usa en su sentido mas amplio
y cubre especificamente anticuerpos monoclonales y policlonales (incluyendo anticuerpos agonistas,
antagonistas y bloqueadores o neutralizantes) y especies de anticuerpos con la especificidad poliepitdpica.
De acuerdo con la invencion, el término
“anticuerpo”comprendetipicamentecualquieranticuerpoconocidoenlatécnica (por ejemplo anticuerpos IgM,
IgD, 1gG, IgA e IgE), tales como anticuerpos de origennatural,anticuerposgeneradosporinmunizaciéonen un
organismo anfitrion, anticuerpos que fueron aislados e identificadosa
partirdeanticuerposdeorigennaturaloanticuerposgeneradosporinmunizacion en un
organismoanfitrionyproducidosrecombinantemente por métodos biomoleculares conocidos en la técnica, asi
como anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos
biespecificos,intracuerpos,esdecir,anticuerposexpresadosencélulasyubicados opcionalmente
encompartimientoscelularesespecificos,y fragmentos y variantes de los anticuerpos mencionados arriba. En
general, un anticuerpo consiste en una cadena ligera y una cadena pesada, ambas con dominios variables y
constantes. La cadena ligera consiste en un dominiovariableN-terminal,VL,yundominioconstanteC-
terminal,CL. Por el contrario, la cadena pesada del anticuerpo IgG, por ejemplo, comprende un dominio
variable N-terminal, VH, y tres dominios constantes, Cx1, Cr2 y Ch3.

Enelcontextodelapresenteinvencién,losanticuerpos
codificadosporlamoléculadeacidonucleicodelcomplejodecargaportador polimérico de la invencion aqui
definido pueden comprender preferentemente anticuerpos de longitud completa, es decir anticuerpos
compuestos de las cadenas pesada completa y ligera completa, como se describié arriba. Sin
embargo,derivadosdeanticuerpostales
comofragmentos,variantesoaductosdeanticuerpostambiénpuedensercodificadosporlamoléculadeacidonucleico
delcomplejodecarga portador polimérico de la invencion aqui definido.Preferentemente, los fragmentos de
anticuerpo se seleccionan de fragmentos Fab,
Fab’,F(ab’),,Fc,Facb,pFc’,FdyFvdelosanticuerpos(delongitudcompleta) mencionados arriba. En general, los
fragmentos de anticuerpo se conocen en la técnica. Por ejemplo, un fragmento Fab (“fragmento, unién a
antigeno”) esta compuesto de un dominio constante y uno variable de cada una de las cadenas pesada y
ligera.Los dos dominios variables se unen alepitopo sobre antigenos
especificos.Lasdoscadenasestanconectadaspor un enlace disulfuro. Un fragmento scFv (“fragmento variable
de cadena individual’), por ejemplo, consiste tipicamente en los dominios variables delascadenas
ligeraypesada.Losdominiosestanenlazadospor un enlace artificial, en general un enlace de polipéptido tal
como un péptidocompuesto de 15-25 residuos de glicina, prolina y/o serina.

En el presente contexto, es preferible que las cadenas diferentes del anticuerpo o fragmento de anticuerpo
sean codificadas por una molécula de acidonucleicomulticistronica.Alternativamente,lasdiferentescepas del
anticuerpo o fragmento de anticuerpo son codificadas por varios acidosnucleicos (secuencias)
monocistrénicos.

ARNSsi:

Deacuerdoconunaalternativamas,lamoléculadeacido nucleico del complejo de carga
portadorpoliméricodelainvencién aqui definido puede estar en formadeARNds,depreferencia ARNsi. Un
ARNds o un ARNSsies de interés particularmente en relaciéon con el fendmeno de interferencia de ARN. La
técnicainvitrode interferencia de ARN (ARNi) se basa en moléculas de ARN de doble hebra(ARNds) que
desencadenan la supresion especifica de secuencia de la 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
transfecciondecélulasdemamiferoconARNdslargo,laactivacionde la proteina cinasa R y RNasalL 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
elllamadoARNSsi (ARN de interferencia pequefio) mas corto, por ejemplo de 21 a 23 meros,porque los efectos
no especificos no son desencadenados por un ARNsi mas corto que 30 pb (Elbashir y col. (2001) Nature
411:494-498).

La molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la invenciéon aqui definido
puedeentoncesserun ADNdedoblehebra(ARNds)quetengaunalongitudde17a29,depreferencia de 19 a 25 y
preferiblemente sea al menos 90%, muy preferiblemente 95% y especialmente 100%(delosnucledétidosdeun
ARNds) complementaria a una seccion de la molécula de acido nucleico de una proteina o antigeno
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(terapéuticamente relevante) descrita anteriormente
aqui(comoingredienteactivo)odecualquierproteinaadicionalcomo la descrita aqui, ya sea una seccion de
codificacion o no codificacion, de preferencia unasecciondecodificacion.Estamoléculadeacido nucleico (parte
de) puede ser llamada aqui una “secuencia diana” y puede ser cualquier molécula de acido nucleico como la
definida aqui, depreferencia un ADN gendmico, un ADNc, un ARN, por ejemplo, un ARNm, etc., 90%
complementario significa que con una longitud de ARNds descrito aqui de, por ejemplo, 20 nucleétidos, el
ARNds contiene no mas de 2 nucleétidosquenomuestracomplementariedadconlasecciéoncorrespondiente de
la secuenciadiana.LasecuenciadelARNdedoble hebra usado de acuerdo con la invencion es, sin embargo, de
preferencia completamente complementaria en su estructura general con una seccion de la secuencia diana.
En este contexto, la molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la invencion
puede ser un ARNds de estructura general 5’-(N17.29)-3’, de preferencia de estructura general 5-(N1g.25)-3’,
muypreferiblementedela estructura general 5-(N19.24)-3’, 0 ain mas preferiblemente de la estructura general
5’-(N21-23)-3', donde para cada estructura general cada N es un nucleétido (de preferencia diferente) de una
seccién de la secuencia dianba, de preferencia se selecciona de un nimero continuo de 17 a 29 nucledétidos
de una seccidn de la secuencia diana, y esta presente en la estructura general 5-(N+7.29)-3’ en su orden
natural. En principio, todas las secciones de una longitud de 17 a 29,depreferenciade19a25 pares de bases
presentes en la secuencia diana pueden servir paraprepararunARNdscomoeldefinidoaqui.lgualmente,las
moléculas de ARNds usadas como molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de
la invencion también se puedendirigir
contrasecuenciasdenucledtidosdeunaproteinaoantigeno(terapéuticamente relevante) descrito anteriormente
en la presente (como ingrediente activo) que no descanse en laregiondecodificacion,en particular en la region
de no codificacion 5 de la secuencia diana, por ejemplo entonces contra regiones de no codificacion de la
secuencia diana que tengan una funciénreguladora.Lasecuenciaobjetivodel ARNds usado como una
moléculade acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la invencidon puede, por tanto,
descansar enla region traducida y no traducida de la secuencia objetivo y/o en la regidn de los elementos de
control de una proteina 0 antigeno descrito anteriormenteaqui.
LasecuenciaobjetivoparaunARNdsusadacomolamoléculade acido nucleico del complejo de carga portador
polimérico de la invencion también puede descansar en la region de superposicion de una secuencia no
traducida y traducida; en particular,lasecuenciaobjetivopuede
comprenderalmenosunnucleétidohaciaelextremo5’deltripletedeinicio de la region de codificacion, por ejemplo,
de un ADN gendmico, un ADNc, un ARN o un ARNm, etc.

Acidos nucleicos inmunoestimuladores:
a) Acidos nucleicos inmunoestimuladores CpG:

De acuerdo con ofra alternativa, la molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de
la invencion definidoaqui puedeestarenformadeunacidonucleicoCpG(inmunoestimulador),enparticular CpG-
ARN o CpG-ADN, que induzca de preferencia una respuesta inmune innata. Un CpG-ARN oCpG-
ADNusadodeacuerdoconla invencion puede ser un CpG-ADN de hebra individual (ssCpG-ADN),un CpG-
ADNdedoblehebra(ADNds),unCpG- ARNdehebraindividual(ssCpG-ARN)ounCpG-ARNdedoblehebra(dsCpG-
ARN).Elacido nucleico CpG usado de acuerdo con la invencion esta depreferenciaen forma deCpG-
ARN,muypreferiblementeenformadeCpG-ARNdehebra individual (ssCpG-ARN). Tambiénde preferencia,estos
acidos nucleicos CpGtienenunalongitudcomoladescritaarriba.Preferiblementelosmotivos CpG son no
metilados.

b) ARN inmunoestimulador (ARNSsi):

Igualmente, deacuerdoconunaalternativamas,lamoléculade
acidonucleico(inmunoestimuladora)delcomplejodecargaportadorpolimérico de la invencidon puede estar en
forma de un ARN inmunoestimulador (ARNSsi), que provoque de preferencia una respuesta inmune innata.
Este ARN inmunoestimulador puede ser cualquier ARN (doble hebra o hebra individual), por ejemplo un
ARNdecodificacion, comoeldefinidoaqui.Depreferencia,elARNinmunoestimulador puede ser un ARN de hebra
individual, doble hebra o parcialmente doble hebra, muypreferiblementeunARNdehebra individual, y/o un ARN
circular o lineal, muy preferiblemente un ARN lineal.Mas preferiblemente, el ARN inmunoestimulador puede
ser un ARNde hebra individual (lineal). Todavia mas preferiblemente, el ARN inmunoestimulador puede ser
un ARN de no codificacion (largo) (lineal) de wuna sola hebra)). En este contexto, se
prefiereparticularmentequeel ARNSsiporteuntrifosfatoensuextremo5’queeselcasoparaelARNtranscrito in vitro.
Un ARN inmunoestimulador también se puede presentar como un oligonucleétido de ARN corto como el
definido aqui. Un ARN inmunoestimulador segin se usa en la presente puede seleccionarse ademas de
cualquier <clase de moléculas de ARN encontradas  en la naturaleza o que
sepreparensintéticamente,yquepuedainducirunarespuestainmuneinnata y pueda soportar una respuesta
inmune adaptiva inducida por un antigeno. En este contexto, una respuesta inmune puedepresentarsede
varias maneras. Un factor sustancial para una respuesta inmune (adaptiva) adecuada es la estimulacion de
diferentessub-poblacionesdecélulasT. Los linfocitos T se dividen tipicamente en dos sub-poblaciones, las
célulasT auxiliares 1 (Th1) y las células Tauxiliares2(Th2),conlascualesel sistema inmunoldgico es capaz de
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destruir patégenos intracelulares (Th1) y extracelulares (Th2) (por ejemplo, antigenos). Las dos poblaciones
de células Th difieren en el patron de las proteinasefectoras(citoquinas)
producidasporellos.Asi,lascélulasTh1asistenenlarespuestainmunecelular por la activacion de macréfagos y
células T citotdxicas. Las células Th2, por otro lado, promueven la respuesta inmune tumoral mediante
estimulacion de células B para su conversion en células plasmaticas y por la
formaciondeanticuerpos(porejemplo,contraantigenos).Larelacion Th1/Th2 es por
tantodegranimportanciaenlainducciény mantenimiento de una respuesta inmune adaptiva. En relacién con la
presente invencion, larelacionTh1/Th2delarespuestainmune(adaptiva)
sedesplazadepreferenciaenladirecciénhacialarespuestacelular (respuesta Th1), induciéndose entonces una
respuesta inmune celular.De acuerdo con un ejemplo, el sistema inmunoldgico innato que puede soportar una
respuesta inmune adaptiva se puede activar por ligandos de receptores tipo Toll (TLRs). Los TLRs son una
familia de polipéptidos de receptor de
reconocimientodepatron(PRR)altamenteconservadosquereconocenpatrones  moleculares  asociados a
patégenos (PAMPs) yjueganunpapel 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,TLR120TLR13).Ademas,se ha
identificado ciertonumerodeligandos TLR especificos.Se encontré por ejemplo que el ADN bacteriano no
metilado y analogos sintéticos del mismo (ADN CpG) son ligandos para TLR (Hemmi H y col.,
(2000)Nature408:740-5; Bauer Sejy col.(2001)ProcNatlAcadSciE.U.A.98,9237-42).Ademas,se ha reportado
que los ligandos para ciertos TLRs incluyen ciertas moléculasde acido nucleico yque ciertos tipos deARNson
inmunoestimuladores de una manera independiente de secuencia o dependiente de secuencia, donde estos
diferentes ARNs inmunoestimuladores pueden por ejemplo estimular TLR3, TLR7 o TLR8, o receptores
intracelulares tales como RIG-1, MDA-5, etc. Por ejemplo, Lipford y otros determinaron ciertos
oligorribonucleétidos que contienen G,Ucomoinmunoestimuladoresal actuar por medio de LTR7 y TLR8
(véase WO 03/086280). Los oligorribonucleétidos que contienen G,U inmunoestimuladores descritos
porLipford y col. secreia que podian derivarsede fuentes de ARN incluyendo ARN ribosémico, ARN de
transferencia y ARN viral.

El' ARN inmunoestimulador (ARNsi)Jusadocomolamolécula de &acido nucleico del complejo de
cargaportadorpoliméricodela invenciénaqui
definidopuedeentoncescomprendercualquiersecuenciadeARNqueseconozcacomoinmunoestimuladoraincluye
ndo, sin limitarse a, secuencias de ARN que representen y/o codifiquen para ligandos de los TLRs,
seleccionados preferentemente de miembros de la familia humana TLR1-TLR10 o miembros de la familia
murinoTLR1-TLR13,muypreferiblementeseleccionadosdelafamiliaTLR1-TLR10  (humana), todavia mas
preferiblemente de TLR7 y TLRS, ligandos para receptores intracelulares para ARN (tales comoRIG- lo MDA-
5, etc.) (véase, porejemplo,Meylan,E., Tschopp,J.(2006).Toll- like receptors and RNA helicases: two parallel
ways to trigger antiviral responses.Mol.Cell22,561- 569),ocualquierotrasecuenciadeARNinmunoestimuladora.
Mas aun las (clases de) moléculas de ARN inmunoestimuladoras usadas como molécula de acido nucleicodel
complejo decarga portadorpoliméricodelainvencion pueden incluir
cualquierotroARNcapazdeprovocarunarespuestainmuneinnata.Sinestar limitados a los mismos, este ARN
inmunoestimuladorpuedeincluir ARN ribosémico (ARNr), ARN de transferencia (ARNt), ARN mensajero
(ARNm) y ARN viral (ARNv). Este ARN inmunoestimulador puede comprender una longitud de 1.000 a 5.000,
de 500 a 5.000, de 5 a 5.000, ode5a1.000,5a500,5a250,de5a100,de5a50,0de5a30 nucledtidos.

De acuerdo con una realizacién particularmente preferente, estas secuencias de acido nucleico
inmunoestimuladoras son preferentemente ARN que, de preferencia, es o comprende un acido nucleico de la
férmula(ll) o (111):

G| Xm Gn (férmula (11))
donde:
G es guanosina, uracilo o un analogo de guanosina o uracilo;

Xesguanosina,uracilo,adenosina,timidina,citosinaounanalogo de los nucleétidos mencionados arriba;

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

m es un entero y es al menos 3; dondecuando m = 3, X es uracilo o un analogo del mismo,cuandom>3, estan
presentes almenos3uracilossucesivosoanalogosde uracilo;

n es un entero de 1 a 40, dondecuando n = 1, G es guanosina o un analogo de la misma, cuando n > 1 al
menos el 50% de los nucledtidos son guanosina o un analogo de la misma,

Ci Xm Gn(férmula (1))
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donde:
C es citosina, uracilo o un analogo de citosina o uraicio;
Xesguanosina,uracilo,adenosina,timidina,citosinaoun analogo de los nucleétidos mencionados arriba;

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

m es un entero y es al menos 3; dondecuando m = 3, X es uracilo o un analogo del mismo,cuandom>3, estan
presentesalmenos3uracilossucesivosoanalogosde uracilo;

n es un entero de 1 a 40, dondecuando n = 1, C es citosina o un analogo de la misma, cuando n > 1 al menos
el 50% de los nucledtidos son citosina o un analogo de la misma.

Los acidos nucleicos de formula (1) o (Il), que pueden usarse en la carga de acido nucleico del complejo de
carga portador polimérico de la invencion, pueden ser moléculas de acido nucleico relativamente cortas, con
una longitud tipica de aproximadamente 5a100 (pero también pueden ser mas largas que 100 nucleotidos
para realizaciones especificas, por ejemplo de hasta 200 nucleétidos), de 5 a 90 o de 5 a 80 nucleétidos, de
preferencia una longitud de aproximadamente 5 a 70, muy preferiblemente una longitud de aproximadamente
8 a 60 y mas preferiblemente una longitud de alrededor de 15 a 60 nucleotidos, muy preferiblemente de 20 a
60, mas preferiblemente de 30 a 60 nucleétidos.Siel acido nucleico
delcomplejodecargadeacidonucleicodelainvencion tiene una longitud maxima de por ejemplo 100 nucleétidos,
m sera tipicamente <98. El nimero de nucledtidos G en el acido nucleico de formula (ll) se determina por | o
n. | y n, independientemente uno del otro, son un entero de 1 a 40, donde cuando |l o n =1 G es guanosina o
un analogo de la misma, y cuando | o n > 1 al menos el 50% delos nucleétidos son guanosina o un analogo
de la misma. Por ejemplo, sin implicar ninguna limitacién, cuando | o n = 4, Gl o Gn pueden ser, por ejemplo,
GUGU, GGUU, UGUG, UUGG, GUUG, GGGU, GGUG, GUGG,UGGG o0 GGGG, etc.;cuandolon=5, Gl o
Gn pueden ser, por ejemplo, GGGUU, GGUGU, GUGGU, UGGGU,UGGUG,UGUGG,UUGGG,
GUGUG,GGGGU,GGGUG,GGUGG,GUGGG,UGGGGoGGGGG,etc.;etc.Preferentemente, un  nucleétido
adyacente a Xmen el acido nucleico de formula (ll)Jde acuerdo con la invencidonnoesunuracilo.Demanera
similar, el nimero de nucleétidos C en el acido nucleico de la formula (lll) de acuerdo con la invencion se
determinaporlon.lyn, independientemente uno del otro, son un entero de1a40,donde cuando | o n = 4, C es
citosina o un analogo de la misma, y cuando | o n> 1, al menos el 50% de los nucleétidos son citosina o un
analogo de la misma. Por ejemplo, sin implicar ninguna limitacion, cuando | o n =4,CloCn pueden ser, por
ejemplo, CucCu, CCuuU, UCUC,UUCC, CuuC, CCcCu, CCUC, CUCC, ucccC
oCCCC,etc.;cuandolon=5,CloCnpuedenser,
porejemplo,CCCUU,CCUCU,CUCCU,UCCCU,UCCuUcC,ucuUcCcC,UucCcCcC, CUCUC,
CCCCU,CCCUC,Cccucc,cucccec,ucccecceocccece, etc.;etc.Preferentemente,
unnucleotidoadyacenteXmenelacidonucleicodelaférmula(lll) de acuerdo con la invenciéon no es un uracilo.
Preferiblemente, para la formula (I), cuando | o n > 1, al menos el 60%, 70%, 80%, 90% o incluso 100% de
los nucledtidos son guanosina o un andlogo dela misma, como se defini6 arriba.
Losnucledtidosrestanteshastael 100% (cuando la guanosina constituye menos del 100% de los nucleétidos)
en las secuencias de flanqueo Gl y/o Gn son wuracilo o un andlogo del mismo, como
sedefiniéanteriormenteaqui.Tambiéndepreferencia,lyn, independientemente uno del otro, son un entero de 2
a 30, muy preferiblemente un entero de 2 a 20 y todavia mas preferiblementeun entero de 2 a 15. El limite
inferior de | o n puede variar si es necesario y es al menos 1, de preferencia al menos 2, muy preferiblemente
al menos 3, 4,5, 6, 7, 8, 9 6 10.Esta definicion se aplica correspondientemente a la formula (l11).

De acuerdo con una realizacién particularmente preferente, un acido nucleico de acuerdo con cualquiera de
las férmulas () o] (1
quesepuedeusarcomounacidonucleicodelcomplejodecargaportadorpoliméricodelainvencionsepuedeseleccion
ardeunasecuenciaque consiste 0 comprende cualquiera de las siguientes secuencias:
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GGUUUUUUULUUUUUULUGGG (SEQ ID NO: 283);
GCCEGEGUUUUULUUUUGGGEGG (SEQ ID NO: 290);
GGEEGEGUUUUULUUULUULUUULUUULUUUUUUUUUGEGEGEG (SEQ 1D NO: 237);
GuGUGUGUGUGLUUUUUULUUUUUUUUCUGUGUGUGUGU (SEQ 1D NO: 292);
GGUUGGUUGGUUUUUUUULUUUUUUUUGGUUGGUUGGUU (SEQ 1D NO: 293);
GGGGGGEGEEEUUUGGEGEGGEEE (SEQ ID NO: 294);
GGGGGEEEUUUUGEGGEGEGEE (SEQ 1D NO: 295);
GEGEGEEGGEUUUUUUGGEGEEEGG (SEQ ID NO: 296);
GGGGGEGUUUUUUUGEGGEGE (SEQ ID NO: 207);
GGGGGGUUUUUUUUGGGGGG (SEQ ID NO: 298);
GGGGGGUUUUULUUUGGGEGE (SEQ 1D NO: 299);
GGGGGGUUIUULLUUIUGGGG (SEQ 1D NO: 300);

GGEGEGUUJUUUUUUUUGCGGG (SEQ ID NC: 301);
GEGEGUUUUUDULULUUGEG (SEQ 'D NC: 302);
GEGEUUULUULUULUUUUGEG (SEQ 1D NO: 303);
GCGCUUUUUUUULUUUUUUGG (SEQ ID NO: 304);
GUUUULULUJUUUUUUUGE [SEQ 1D NO: 308),
GUUUUULUUUDUUUUUUUUUG (SEQ ID NO: 308},
GGGGGLEGGEGUUUGGGEGEGEEG (SEQ ID NO: 307);
GEGEGHGGEUUUUGGGGEGEEEG (SECQ D NG 308),
GCGCGGGGUUUUUUGCGGGEGG (3EQ ID NO: 209);
GEGEGLEEUUUIVIUGGEELEE (SEQ 1D NO: 310);
GGEGCEGGGUUUUUUUUGGGEGGEGE (SEQ IC NO: 311);
GGEGEGGGUULUUUUUUUGGGGGE (82Q 1D NO: 312),
GEGEGLEGEUULUIUUUULGGGGE (SEQ 1D NO: 313);
GGEGEGGUUUUUUUULUUUGGGGG (SEQ ID NO: 314);
GEGEGLULUUUUUULUUUGEGEG (SEQ ID NO: 315);
GEGEGUUUUUUULUHUUIUGGGEG (SEQ 1D NG: 316);
GCGCGUUJUUUULUUUUUUGGG (SEQ ID NO: 317);
GEGUUUUUUULLIUIUIUUUGEGEE (SEQ 1D NO: 318);
GCGUUUUUULUUUUUUUUUUUGEG (52Q 1D NO: 318);

GGGGGEGGEEEUUUGGGEEGGGEE (SEQ D NC: 320)
GGGGGEGEEELEUUULGEGEEEGEGGEGE (SEQ ID NG: 321)
GEGGGLGEGEUUUUUUGEEGEGEGEGE (SEQ ID NO: 322);
GGEGGGEGEEGEUUUUUUUGGEGEGEGEGGE (SEQ ID NO: 323).
GGGGGEGEGUIUUVUUUGGGEGGGEEG (SEQ 1D NO: 324);
GEGLGLEELEUIUUVUUUUGGEGEGLGEE (SEQ 1D NO: 325);
GCGGCGCGCUJUUUUUUUUGGCGGG (SEQ ID NO: 326);
GGGGGGGUUUUULUUUUUGGGGGE (SEQ ID NO: 327):
GGGGGGGUUUUULUUUUUUGGGGEE (SEQ ID NO: 328);
GGGGGGUULULUUUUUUULGGGEEE (SEQ 1D NO: 329);
GGGGGCUUUUULUUUDUULUGGGG (SEQ ID NO: 330);

GGGGUUUUUUULUUJUULUUUGGGG (SEQ ID NO: 331);

GGGUUUULUUULUUUUUUUUUUGGG (SEQ ID NGt 332);
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- GuuuuuUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUG (SEQ ID NO: 333);

- GGUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGG (SEQ ID NO: 334);

- GGGUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGGG (SEQ ID NO: 335);

- GGGGUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGGG (SEQ ID NO: 336);

- GGGGGUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGGGG (SEQ ID NO: 337);

- GGGGGGUUUUUUUUUUUUULUUUUULUUUUUUUUUUUUGGGGG (SEQ ID NO: 338);

- GGGGGGGUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGGGGGG(SEQID NO: 339);

- GGGGGGGGUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGGGGGGG (SEQ 1D NO: 340);
- GGGGGGGGGUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGGGGGGGG(SEQ ID NO: 341);
- GGUUUGG (SEQ ID NO: 342);

- GGUUUJGG (SEQ 1D NO: 343);

- GEUUUUUGGE (3EQ 1D NO: 3447

- GGUUUUUUGEG (SEQ 1D NO: 345);

- GGUUUUJUUUGGS (SEQ ID NO: 34E);

- GGUUUUUUUUGEG (SEQID NO: 347),

- GGUUUUUUUUUGG (SEQID NO: 348);

- GGUUUUUUUUUUGG (SEQ ID NO: 349);

- GGUUUUUUUUUUUGG (5EQ 1D NC: 350);

- GEUUUUHUIULUULUGE (SEQ 1D NO: 3517);

- GEUUUUUUUOIUUUUGE (SEQ D NO: 382);

- GGUUUUJLUUUUULUUUUGG (SEQ ID NO: 353);

- GGUUUUUUUUUULUUUUJGG (SEQID NO: 354);

- GGGUUUGGG (SEQ ID NO: 355);

- GGGUUUUGGE (SEQ ID NO: 356);

- GGEGUUUUUGGG (SEQ ID NO: 357).

- GEGUUUUUUGEG [SEQ 1D NO: 358);

- GGGUUUUUUUGGG (SEQ ID NO: 359),

- GGGUUUUUUUUGGG (SEQ ID NO: 360);

- GGGUUUUUUUUUGGG (SEQ ID NO: 361);

- GGGUUUUUUUULUGEE (SEQ 1D NO: 362);

- GGGUUUUUUUUUUUGGG (SEQID NO: 363);

- GGGUUUUUUUUUUUUGGG (SEQ ID NO: 364),

- GGGUUUUUUUUUUUUUGGG (SEQ IDNO: 365);

- GGGUUUUUUUUUUUUUUUGGGUUUUUUUUUUUUUUUGGGUUUUUUUUU UUUUUUGGG (SEQIDNO: 366);
- GGGUUUUUUUUUUUUUUUGGGEGEGGUUUUUUUUUUUUUUUGGG (SEQ ID NO: 367);

- GGGUUUGGGUUUGGGUUUGGGUUUGGGUUUGGGUUUGGGUUUGGGUUU GGG (SEQ ID NO: 368);
- GGUUUUUUUUUUUUUUUGGG (short GU-rich, SEQ ID NO: 369)

- CGCcCuuuuuvuuluuuuUuCccCtuuuuuuUUUUUuUUUcccuyuuUuUuuUUU bUUuUCcC (SEQ IDNG: 370)
- GccCuuucccuuucccuuucccuuucccuuucCccuuuCcccUUUCCCUUUCCC (SEQ ID NO: 371)
- CGCcCuuuuuvuuluuuuUuCcCcCCcCcCUlUUUUUUUUUUUUUCGCE (SEQ ID NO: 372)

o de una secuencia con al menos un 60%, 70%, 80%, 90%, o un 95% de identidad de secuencia con
cualquiera de estas secuencias.

De acuerdo con una realizacion particularmente  preferente, estas  secuencias de

acidonucleicoinmunoestimuladoras particularmente ARNsi consisten en o comprenden un acido nucleico de
férmula (1V) o (V):

E:Ml_.|'GI‘:'(n‘iGl'lN""'}E" (férmula (1V))
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donde:

Gesguanosina(guanina),uridina(uracilo)ounanalogode guanosina (guanina) o uridina (uracilo), de preferencia
guanosina (guanina) o un analogo de la misma;

X es guanosina (guanina), uridina (uracilo),adenosina (adenina), timidina (timina), citidina (citosina), o un
analogo de estos nucledtidos (nucledsidos), de preferencia uridina (uracilo) o un analogo de la misma;

N es una secuencia de acido nucleico de una longitud de aproximadamente 4 a 50, de preferencia alrededor
de 4 a 40, muy preferiblemente alrededor de 4 a 30 o 4 a 20 acidos nucleicos, cada N se selecciona
independientemente de guanosina (guanina), uridina (uracilo),
adenosina(adenina),timidina(timina),citidina(citosina)ounanalogodeestos nucleotidos (nucledsidos);

aesunenterode1a20,depreferenciade1a15,muy preferiblemente de 1 a 10;

| es un entero de 1 a 40,donde cuando | = 1, G es guanosina (guanina) o un analogo de la misma, cuando | >
1, al menos el 50% de estos nucledtidos (nucledsidos) son guanosina (guanina) o un analogo de la misma;

m es un entero y es al menos 3;donde cuando m = 3, X es uridina (uracilo) o un analogo de la misma, y
cuandom>3,estan presentes almenos3uridinas(uracilos)sucesivaso analogos de uridina (uracilo);

n es un entero de 1 a 40,donde cuando n = 1, G es guanosina (guanina) o un analogo de la misma, cuando n
> 1, al menos el 50% de estos nucledtidos (nucledsidos) son guanosina (guanina) o un analogo de la misma;

u, v puede ser independientemente uno del otro un entero de 0 a50, de preferencia donde cuandou =0, v =
1,ocuandov=0,uz=1;

donde la molécula de acido nucleico de formula (V) tieneuna longitud de al menos 50 nucleétidos, de
preferencia de al menos 100 nucledtidos, muy preferiblemente de al menos 150 nucledtidos, todavia mas
preferiblemente de almenos200nucledétidosycon total preferencia de al menos 250 nucléotidos.

(N,CXnCoN

mCnNy)a: (formula (V))
donde:

C es citidina (citosina), uridina(uracilo)ounanalogode citidina (citosina) o uridina (uracilo), de preferencia
citidina (citosina) o un analogo de la misma;

X es guanosina (guanina), uridina (uracilo),adenosina (adenina), timidina (timina), citidina (citosina) o un
analogo de los nucledtidos (nucledsidos) mencionados arriba, de preferencia uridina (uracilo) o un analogo de
la misma;

N es cada en cada caso una secuencia de acido nucleico que, independientemente,tiene una longitud de
aproximadamente 4 a 50, de preferencia de alrededor de 4 a 40, muy preferiblemente de alrededor de 4 a 30
o 4 a 20 acidos nucleicos, cada N se selecciona independientemente
deguanosina(guanina),uridina(uracilo),adenosina(adenina),timidina(timina),citidina (citosina) o] un
analogo deestos nucledtidos (nucledsidos);

aesunenterode1a20,depreferenciade1a15,muy preferiblemente de 1 a 10;

| es un entero de 1 a 40,donde cuando | = 1, C es citidina (citosina) o un analogo dela misma,cuando | > 1, al
menos el 50% de estos nucledtidos (nucledsidos) son citidina (citosina) o un analogo de la misma;

m es un entero y es al menos 3;donde cuando m = 3, X es uridina (uracilo) o un andlogo dela
misma,cuandom>3,almenosestan presentes 3uridinas(uracilos)sucesivoso analogos de uridina (uracilo);

n es un entero de 1 a 40,donde cuando n = 1, C es citidina (citosina) o un analogo dela misma,cuando n > 1,
al menos el 50% de estos nucledtidos (nucledsidos) son citidina (citosina) o un analogo de la misma,

u, v puede ser, independientemente, un entero de 0 a 50, de preferencia donde cuando u =0, v = 1, ocuando
v=0,u=1;

dondelamoléculadeacidonucleicodeférmula(V)de acuerdo con la invencion tiene una longitud de al menos 50
nucledtidos, preferiblemente de al menos 100 nucledtidos, muy preferiblemente de al menos 150 nucleétidos,
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todavia mas preferiblemente de al menos 200 nucleétidos y con total preferencia de al menos 250
nucledtidos.

Para la formula (V), cualquiera de las definiciones dadas arribapara los elementos N (es decir, Nu y Nv) y X
(Xm), particularmentela estructura central como la definida arriba, asi como para los enteros a, |, m,n,uy v,
se aplica similarmente a los elementos de la férmula (V) correspondientemente, donde en la formula (V) la
estructura central se defineporCl Xm Cn.LadefiniciondeloselementosfronteraNuyNvesidéntica a las
definiciones dadas arriba para Nuy Nv.

Deacuerdoconunarealizacionmuyparticularmentepreferente,
lamoléculadeacidonucleicodelainvenciéndeacuerdoconlaférmula(lV)puedeseleccionarsede,porejemplo,cualqui
eradelassiguientes secuencias:

UAGCGAAGCUCUUGGACCUAGGUUUUUUUUUUUUUUUGGGUGCGUUCCUAGAA
GUACACG (SEQ ID NO: 373)

UAGCGAAGCUCUUGGACCUAGGUUUUUUUUUUUUUUUGGGUGCGUUCCUAGAA
GUACACGAUCGCUUCGAGAACCUGGAUCCAAAAAAAAAAAAAAACCCACGCAAGGA
UCUUCAUGUGC (SEQ ID NO: 374)

GGGAGAAAGCUCAAGCUUGGAGCAAUGCCCGCACAUUGAGGAAACCGAGUUGCAU
AUCUCACGAGUAUUCCCCCCCCUGUACGUUAUUCUUGACAGACAGUGGAGCUUAU
UCACUCCCAGGAUCCGAGUCGCAUACUACGGUACUGGUGACAGACCUAGGUCGUC
AGUUGACCAGUCCGCCACUAGACGUGAGUCCGUCAAAGCAGUUAGAUGUUACACU
CUAUUAGAUC (SEQ ID NO: 375)

GGGAGAAAGCUCAAGCUUGGAGCAAUGCCCGCACAUUGAGGAAACCGAGUUGCAU
AUCUCAGAGUAUUGGCCCCCGUGUAGGUUAUUCUUGACAGACAGUGGAGCUUAU
UCACUCCCAGGAUCCGAGUCGCAUACUACGGUACUGGUGACAGACCUAGGUCGUC
AGUUGACCAGUCCGCCACUAGACGUGAGUCCGUCAAAGCAGUUAGAUGUUACACU
CUAUUAGAUCUCGGAUUACAGCUGGAAGGAGCAGGAGUAGUGUUCUUGCUCUAA
GUACCGAGUGUGCCCAAUACCCGAUCAGCUUAUUAACGAACGGCUCCUCCUCUUA
GACUGCAGCGUAAGUGCGGAAUCUGGGGAUCAAAUUACUGACUGCCUGGAUUAC

CCUCGGACAUAUAACCUUGUAGCACGCUGUUGCUGUAUAGGUGACCAACGCCCAC
UCGAGUAGACCAGCUCUCUUAGUCCGGACAAUGAUAGGAGGCGCGGUCAAUCUAC
UUCUGGCUAGUUAAGAAUAGGCUGCACCGACCUCUAUAAGUAGCGUGUCCUCUA

G (SEQ ID NO: 376)
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GGGAGAAAGCUCAACCUUGGAGCAAUGCCCGCACAUUGAGGAAACCGAGUUGCAL
AUCUCAGACUAUUGGCCCCCGUCUAGGUUAUUCUUCACAGACAGUGGAGCUUAU
UCACUCCCAGGAUCCCAGUCGCAUACUACGCUACUGGUGACAGACCUAGGUCGUC
AGUUGACCAGUCCGCCACUAGACGUCAGUCCGUCAAAGCAGUUAGAUGUUACACU
CUAUUACAUCUCGGAUUACAGCUGGAAGGAGCAGCAGUAGUGUUCUUGCUCUAA
GUACCCAGUCGUGCCCAAUACCCGAUCAGCUUAUUAACGAACGGCUCCUCCUCUUA
GACUGCAGCGUAAGUGCGCAAUCUGGGGAUCAAAUUACUGACUGCCUGGAUUAC
CCUCGGACAUAUAACCUUGUAGCACGCUGUUGCUGUAUAGGUGACCAACGCCCAC
UCGAGUAGACCAGCUCUCUUAGUCCCGACAAUGAUAGGAGGCGCGGUCAAUCUAC
UUCUCGCUAGCUUAAGAAUAGGCUCGCACCGACCUCUAUAAGUAGCGUGUCCUCUA
GAGCUACGCAGGUUCGCAAUAAAAGCCGUUGCAUUAGUGUGCAUAGAACACACCUCU
UAUUCGGUGAAACGCCAGAAUGCUAAAUUCCAAUAACUCUUCCCAAAACGCGUAC
GGCCGAAGACGCGCCCUUAUCUUGUGUACGUUCUCGCACAUGGAAGAAUCAGCG
GGCAUGCGUGGUAGGGCAAUAGGGGAGCUGGGUAGCAGCGAAAAAGGGCCCCUGC
GCACGUAGCUUCGCUGUUCGUCUGAAACAACCCGGCAUCCGUUGUAGCGAUCCCG
UUAUCAGUGUUAUUCUUGUGCGCACUAAGAUUCAUGGUGUAGUCGACAAUAACA
GCGUCUUGGCACAUUCUGGUCACCUGCCCUAUGCCCLOGGCUUGUGCCUCUCAGG
UGCACAGCGAUACUUAAAGCCUUCAAGGUACUCGACGUGGGUACCCGAUUCGUGAC
ACUUCCUAAGAUUAUUCCACUGUGUUAGCCCCGCACCGCCCGACCUAAACUGGUCC
AAUGUAUACGCAUUCGCUGAGCGGAUCGAUAAUAAAAGCUUGAAUU (SEQ 1D NO:
377)

GGGAGAAAGCUCAAGCUUAUCCAAGUAGGCUGGUCACCUGUACAACGUAGCCGGU
AUUUUVUUUUUUUUUUVUUUUUUUUGACCGUCUCAAGGUCCAAGUUACUCUGCCU
AUAAAGCCUGCGGAUCCACAGCUGAUGAAAGACUUGUGCGGUACGGUUAAUCUCC
CCUUUUUUUUUUUUUVUUUUUUUUAGUAAAUGCGUCUACUGAAUCCAGCGAUGA
UGCUGGCCCAGAUC (SEQ ID NO: 378)

GGCAGAAAGCUCAAGCUUAUCCAAGUAGGCUGGUCACCUGUACAACGUAGCCGGU
AUUUUJUUUUUUUUUUUUUUUUUUGACCGUCUCAAGGUCCAAGUUAGUCUGCCU
AUAAAGGUCGCGGAUCCACAGCUGAUGAAAGACUUGUGCGGUACGGUUAAUCUCC
CCUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUAGUAAAUGCGUCUACUGAAUCCAGCGAUGA
UGCUGGCCCAGAUCUUCGACCACAACUGCAUAUAGUAGUCAUCGAGGGUCGCCU
UUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGGCCCACGUUCUGAGACUUCGCUAGAGACUAC
AGUUACAGCUGCAGUAGUAACCACUGCGGCUAUUGCAGGAAAUCCCGUUCAGGU
UUUUUUUUUUUUUUUUUUUUCCGCUCACUAUGAUUAAGAACCAGGUGGAGUGU
CACUGCUCUCGAGGUCUCACGAGAGCGCUCGAUACACUCCUUGGAAGAAUCUUU
UUUUUUUUUUUUUUUUUUUGUGCGCACGAUCACAGAGAACUUCUAUUCAUGCAG
GUCUGCUCUA (R 722 SEQ ID NO: 379)
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GGGAGAAAGCUCAAGCUUAUCCAAGUAGGCUGGUCACCUGUACAACGUAGCCGGU
AUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGACCGUCUCAAGGUCCAAGUUAGUCUGCCU
AUAAAGGUGCGGAUCCACAGCUGAUGAAAGACUUGUGCGGUACGGUUAAUCUCC
CCUUVUUUUUUUVUUUUUUUUUUUUAGUAAAUGCGCGUCUACUGAAUCCAGCGAUGA
UGCUGGCCCAGAUCUUCGACCACAAGUGCAUAUAGUAGUCAUCGAGGGUCGCCU
VUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGGCCCAGUUCUGAGACUUCGCUAGAGACUAC
AGUUACAGCUGCAGUAGUAACCACUGCGGCUAUUGCAGGAAAUCCCGUUCAGGU
UUUUUUUUUUUUUVUUUUUUUCCGCUCACUAUGAUUAAGAACCAGGUGGAGUGU
CACUGCUCUCGAGGUCUCACGAGAGCGCUCGAUACAGUCCUUGGAAGAAUCUUU
UUUUUUUUUUUUUUUUUUUGUGCGACGAUCACAGAGAACUUCUAUUCAUGCAG

GUCUGCUCUAGAACGAACUGACCUGACGCCUGAACUUAUGAGCGUGCGUAUUUU
UUUUUUUUUUUUUUUUUUUCCUCCCAACAAAUGUCGAUCAAUAGCUGGGCUGU
UGGACACGCGUCAGCAAAUGCCGUGGCUCCAUAGGCGACGUGUAGACUUCUAUUUU
UUUUUUUUUUUUUUUUUCCCGGGACCACAAAUAAUAUUCUUGCUUGGUUGGGC
GCAAGGGCCCCGUAUCAGGUCAUAAACGGGUACAUGUUGCACAGGCUCCUUUUU
UUUUUUUUUUUUUUUUUUCGCUGAGUUAUUCCGGUCUCAAAAGACGGCAGACG
UCAGUCGACAACACGGUCUAAAGCAGUGCUACAAUCUGCCGUGUUCCGUGUUUUU
UUUUUUUUUUUUUUUGUGAACCUACACGGCGUGCACUGUAGUUCGCAAUUCAU

AGGGUACCGGCUCAGAGUUAUGCCUUGGUUGAAAACUGCCCAGCAUACUUUUUU
UUUUUUUUUUUVUUUCAUAUUCCCAUGCUAAGCAAGGGCAUGCCGCGAGUCAUGU

UAAGCUUGAAUU (SEQ 1D NO: 380)

Deacuerdoconotra realizacion muy particularmente
preferente,lamoléculadeacidonucleicodeacuerdoconlaférmula(V)puedeseleccionarse
de,porejemplocualquieradelassiguientes secuencias:

UAGCGAAGCUCUUGCACCUACCUUUUUUUUUUULUUUCCCUGCGUUCCUAGAAGU
ACACG (SEQ ID NO: 381)

o

UAGCGAAGCUCUUGGACCUACCUUUUUUUUUUUUUUUCCCUGCGUUCCUAGAAG
UACACGAUCGCUUCGAGAACCUGGAUGGAAAAAAAAAAAAAAAGGCGACGCAAGGAU
CUUCAUGUGC (SEQ ID NO: 382)

En otra realizacion preferente, la molécula de acido nucleico del complejo de carga
portadorpoliméricodelainvencién aqui definido también se puede presentar en forma de un acido nucleico
modificado.

De acuerdo con un primer aspecto,lamoléculadeacido nucleico del complejo de carga
portadorpoliméricodelainvencién definido aqui puede proporcionarse como un “acido nucleico estabilizado”,
preferiblemente como un ARN 0 ADN estabilizado, muy preferiblemente
comounARNesencialmenteresistenteadegradaciéninvivo(porejemplo, por una exo- o endo-nucleasa).

En este contexto, la molécula de acido nucleico del complejo de carga
portadorpoliméricodefinidoaquipuedecontenermodificacionesen
elesqueleto,modificacionesdeazicaromodificacionesdebase.Unamodificacion de esqueleto en relaciéon con la
presente invencién es una modificacién donde los fosfatos del esqueleto delosnucleétidos contenidos en la
molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la invencion se modifican
quimicamente.Una maodificaciéndeazlcarenrelacionconlapresenteinvencionesunamodificacion quimica del
azucar de los nucledtidos de la molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la
invenciéon. Ademas, una modificacion de base en relacion con la presente invencidn es una
modificacidnquimicadelapartebasedelosnucledtidosdelamolécula de acido nucleico del complejo de carga
portador polimérico de la invencion.

De acuerdo con un aspecto mas, la molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de

la invencion definido aquipuedecontenerunamodificaciéndelipidos.Este acidonucleicomodificado en lipidos
comprende tipicamente un acido nucleico como el aqui definido. Esta molécula de acido
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nucleicomodificadoen lipidos del complejo de carga portador polimérico de la invencion tipicamente

comprende ademas al menos un enlazadorenlazado
covalentementeconesamoléculadeacidonucleicoyalmenosunlipido enlazado covalentemente con
elenlazadorrespectivo.Alternativamente, la molécula de acido nucleico modificada en lipidos comprende al
menos una molécula de acido nucleico como la aqui definida y

almenosunlipido(bifuncional)enlazadocovalentemente(sinunenlazador) con esa molécula de acido nucleico.
De acuerdo con una tercera alternativa, la molécula de acido nucleico modificada en lipidos comprende una
molécula de acido nucleico comoladefinidaaqui,almenosun
enlazadorenlazadocovalentementeconesamoléculadeacidonucleicoy al menos un lipido
enlazadocovalentementeconelenlazador respectivo, y también al menos un lipido (bifuncional) enlazado
covalentemente (sin un enlazador) con esa molécula de acido nucleico.

Lamoléculadeacidonucleicodelcomplejodecargaportador
poliméricodelainvencionpuedeasimismoestarestabilizadaparaasi evitar la degradacion de la molécula de
acido nucleico por varios enfoques, particularmente cuando se emplea ARN o ARNm como molécula de acido
nucleico para el propésito de la invencion. Se sabe en la técnica que la inestabilidad y degradacion (rapida)
de ARN en general pueden representar un serio problema en la aplicacién de composiciones basadas en
ARN. Esta inestabilidad del ARN se debetipicamenteaenzimas degradadoras de ARN, “ARNasas”
(ribonucleasas), dondela contaminaciéon con estas ribonucleasas puede algunas veces degradar
completamente al ARNensolucion.Enconsecuencia,ladegradacion
naturaldelARNenelcitoplasmadelascélulasseregulademaneramuyfinaylascontaminacionesporRNasapuedeneli
minarsegeneralmentepor un tratamiento especial antes del uso de dichas composiciones, en particular con
pirocarbonato de dietilo (DEPC). Son conocidos diversos mecanismos de degradacion natural en este sentido
en la técnica anterior, los cuales sepueden utilizar también. Por ejemplo, la estructura terminal es tipicamente
de importanciacritica,particularmenteparaunARNm.Comoejemplo, en el extremo 5 de las moléculas de
ARNmM de origen natural normalmente hay una llamada “estructura de tapa” (un nucleétido de guanosina
modificado), yenelextremo3'tipicamenteexisteunasecuenciadehasta200 nucledtidos de adenosina (la llamada
cola poli-A).

De acuerdo con otro aspecto, la molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la
invencion aqui definido puede estar modificada y con ello estabilizada, especialmentesi la molécula de acido
nucleico esta en forma de unacidonucleico,por ejemplo un ARNm, modificando el contenido
G/Cdelamoléculade acido nucleico, particularmente ARNm, preferentemente de la regidon de codificacion.

Enunaspectoparticularmentepreferente dela presenteinvencion, el contenido de G/G de la region de
codificacion de la molécula de acido nucleico del complejo de cargaportadorpoliméricodela invencion aqui
definido, especialmente si la molécula de acido nucleico estd en forma de ARNm, se modifica,
particularmente se incrementa,encomparaciéonconelcontenidodeG/Cdelaregionde  codificacion de su
secuencia decodificaciontiposilvestreparticular,es decir ARNm no modificado.La secuencia de aminoacidos
codificada de
lasecuenciadeacidonucleicopreferentementenosemodificaencomparaciénconlasecuenciadeaminoacidoscodifi
cadadelARNmtipo silvestre particular.

La modificacion del contenido de GC de la molécula de acido
nucleicodelcomplejodecargaportadorpoliméricodelainvencion aqui definido, especialmente si la molécula de
acido nucleico esta en forma de ARNm o codifica para un ARNm, se basa en el hecho de que la secuencia de
cualquier region de ARNm a traducir es importante para una traduccion eficiente de ese ARNm. Asi, la
composicion y la secuenciadevariosnucledtidossonimportantes.Enparticular,lassecuencias que
tienenuncontenidoincrementadoenG(guanosina)/C (citosina) son mas estables que las secuencias que tienen
un contenido incrementado en A(adenosina)/U(uracilo).Deacuerdoconlainvencién, los codones de la
secuencia de codificaciéon o ARNmM estan por tanto
variadosencomparacionconsusecuenciadecodificaciontiposilvestreoARNm, mientras conservan la secuencia
de aminoacidostraducidademanera que incluyen una cantidad incrementadadenucleétidosG/C. Con respecto
al hecho de que varios codones codifican para uno y el mismo aminoacido (la llamada degeneracion del
codigo genético), puden determinarse los codones mas favorablesparalaestabilidad(ellamadousodecodones
alternativos).

Preferentemente, el contenido G/Cdelaregiéonde codificacion de la molécula
deacidonucleicodelcomplejodecarga portador polimérico de la invencién aqui definido, especialmentesi el
acido nucleico estaen forma de ARNm o codifica para un ARNm, se incrementa en al menos 7%, muy
preferiblemente en al menos 15%,de manera particularmente preferible en al menos 20%, en comparacion
con el contenido G/C delaregion codificadadelARNmdetipo silvestre.Deacuerdo con un aspecto especifico, al
menos el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, muy preferiblemente al menos el 70%, todavia mas
preferiblemente al menos el 80% y con total preferencia al menos el 90%, 95%oincluso 100% de los
codonessustituiblesenlaregidonquecodificaparauna

proteinaopéptidocomoeldefinidoaquiosufragmentoovariantedel mismo o la secuencia completa de la

-34-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 558 106 T3

secuencia de ARNm tipo silvestreo secuencia de codificacion son sustituidos, incrementando asi el contenido
G/C de dicha secuencia.

Enestecontexto,esparticularmentepreferibleincrementarel
contenidoG/Cdelamoléculadeacidonucleicodelcomplejodecargaportador polimérico de la invencién aqui
definido, especialmente si el acido nucleico esta en forma de ARNm o codifica para un ARNm, al maximo (es
decir, 100% de los codones sustituibles), en particular enla region que codifica para una proteina, en
comparacién con la secuencia tipo silvestre.

De acuerdo con la invencion, una modificacion especialmente preferente de la molécula de acido nucleico del
complejo de <carga portador polimérico de la invencion aqui definido, especialmentesiel
acidonucleicoestaenformadeARNmocodificaparaunARNm,sebasa en el descubrimiento de que la eficiencia
de traduccion también se determina por una frecuencia diferente en la ocurrencia demoléculasde ARNt en
células. Asi, si los llamados “codones raros” estan presentes en la molécula de acido nucleico del complejo
de carga portador polimérico de lainvencion, especialmente si el acido nucleico estda en forma de ARNm o
codifica para un ARNm, en un grado incrementado, la molécula de acido nucleico modificada correspondiente
se traduce enungrado significativamente mas deficiente que cuando estan presentes los codones que
codifican para moléculas de ARNLt relativamente “frecuentes”.

Especialmente si la molécula de acido nucleico modificada del complejo de carga portador polimérico de la
invencion aqui definido esta en forma de ARNm o codifica para un ARNm, la region de codificacion del acido
nucleico modificado se modifica preferentemente en
comparaciénconlaregioncorrespondientedelARNmtiposilvestreo la secuencia de codificacion de manera que
al menos un codon dela secuencia tipo silvestre que codifique para un ARNt que sea relativamente raro en
lacélula se intercambie poruncoddn quecodifiqueparaun ARNt que sea relativamente frecuente
enlacélulayporteelmismoaminoacido queelARNtrelativamenteraro.Medianteestamodificacion,lassecuencias de
la molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la invencién, especialmente si el
acido nucleico esta en forma de ARNm o codifica para un ARNm, se modifica de manera quese insertan
codones para los cuales estan disponiblesmoléculas de ARNt quese presentan con frecuencia. En otras
palabras,deacuerdoconla invencién, mediante esta modificacién todos loscodonesdelasecuencia tipo silvestre
que codifican para un ARNt que es relativamenteraroenla célula pueden en cada caso ser intercambiados por
un codon que codifiqguepara un ARNt que sea relativamente frecuente en la célula y el cual, en cada caso,
porte el mismo aminoacido que el ARNt relativamente raro.

Al respecto de qué moléculas de ARNt se presentan de manera relativamente frecuente en la célula y cuales,
en contraste, se presentan de forma relativamenterara es
conocidoporelexpertoenlatécnica;véase,porejemplo,Akashi,Curr.Opin.Genet.Dev.2001,11(6):660-666. Los
codones que usan el aminoacido particular cuyo ARNt se presenta mas frecuentemente, por ejemplo el codén
Gly, que usa el ARNt que se presenta mas frecuentemente en la célula (humana), se prefiere particularmente.

Deacuerdoconlainvencién,esparticularmentepreferible enlazar el contenido de G/C secuencial que es
incrementado, en particular maximizado, en la molécula de acido nucleico modificada del complejo de carga
portador polimérico de la invencion aqui definido, especialmente si el acido nucleico esta
enformadeARNmocodifica para un ARNm, con los codones “frecuentes” sin modificar la secuencia
deaminoacidos de la proteina codificada por la region de codificacion dela molécula de acido nucleico. Este
aspecto preferente permite la provision de wuna molécula de Aacido nucleico traducida
demaneraparticularmente eficienteyestabilizada(modificada)delcomplejodecargaportadorpolimérico de la
invencioén, especialmente si el acido nucleico esta en forma de ARNm o codifica para un ARNm.

Deacuerdoconotroaspectopreferentedelainvencion,la molécula de acido nucleico del complejo de carga
portador polimérico de lainvencién aqui definido, especialmente si el acido nucleico esta en forma de una
molécula de acido nucleico de codificacién, preferentemente tieneal menos una secuencia de estabilizaciéon 5’
ylo 3. Estas secuencias deestabilizaciénenlasregionesnotraducidas 5’y/o3'tienen
elefectodeincrementarlavidamediadelacidonucleicoenelcitosol.Estas secuencias de
estabilizacionpuedentenerun 100%deidentidadde secuencia con secuencias de origen natural presentes en
virus, bacterias y eucariontes, pero también pueden ser parcial o completamente sintéticas. Las
secuenciasnotraducidas(UTR)delgende(alfa)-globina, por ejemplo, de Homo sapiens o Xenopus laevis,
pueden mencionarse comoejemplodesecuenciasdeestabilizacionquesepuedenusarenla presente invencion
paraunacidonucleicoestabilizado.Otroejemplode secuenciadeestabilizaciontienelaférmulageneral
(C/U)CCANLCCC(U/A)Py,UC(C/U)CC (SEQ ID NO: 383), queesta
contenidaenla3’'UTRdelARNmuyestablequecodificapara(alfa)-globina,colagenotipo(l),15-
lipoxigenasaoparatirosina-hidroxilasa (véase, Holcik y col., Proc. Natl. Acad. Sci. E.U.A. 1997, 94: 2410 a
2414). Estas secuencias de estabilizacion pueden por supuesto usarse individualmente o en combinacion
unas con ofras y también en combinacidncon otras secuencias de estabilizacion conocidas del experto en la
técnica.
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Noobstante,preferentemente se realizan sustituciones,adicionesoeliminacionesdebases
enlamoléculadeacidonucleicodel complejo de carga portador polimérico de la invencién como se define aqui,
especialmente si el acido nucleico esta en forma de ARNm, usando una matriz de ADN para la preparacion
de la molécula de acido nucleico mediante técnicas de la bien conocida mutagénesis dirigida a sitio
oconunaestrategiadeligaciéndeoligonucledtidos(véase,porejemplo,Maniatis y col., Molecular Cloning: A
LaboratoryManual,ColdSpring Harbor Laboratory Press, 32edicion,ColdSpringHarbor,NY,2001).En ese
proceso, para la preparacion de la molécula de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la
invencion aqui definido, especialmente si el acido nucleico esta en forma de ARNm, una molécula de ADN
correspondiente puede transcribirse in vitro.Esta matriz de ADN comprende de preferencia 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 la molécula de acido nucleico, por
ejemploARNmM,queseprepararayunasefialdeterminacionpara la transcripcion in vitro. La molécula de ADN, que
forma la matriz del al menos un ARN de interés, puede prepararse mediante proliferacion fermentativa y
subsecuente aislamiento como parte de un plasmido que pueda replicarse en bacterias.Los plasmidos que
pueden mencionarse comoadecuados para la presente invencion son, por ejemplo, los plasmidos pT7Ts
(GenBank numero de registro U26404; Laiy col., Development1995,121: 2349 a 2360), la serie pGEM® , por
ejemplo, pGEM® -1 (GenBank ndmero de
registroX65300;dePromega)ypSP64(GenBanknumeroderegistroX65327); véase también Mezei y Storts,
Purification ofPCRProducts,en: Griffin and Griffin (ed.), PCR Technology: Current Innovation, CRC Press,
Boca Ratoén, FL, 2001.

Lasmoléculasdeacidonucleicousadasdeacuerdoconla invencidncomolasaqui
definidaspuedenprepararseusandocualquier método conocidoenlatécnica,incluyendométodossintéticos tales
como, por ejemplo, sintesis en fase soélida, asi como métodos in vitro, como reacciones de transcripcion in
vitro.

Deacuerdoconotroaspectoparticularmentepreferente,la molécula de acido nucleico del complejo de carga
portador polimérico de lainvenciéncomosedefine aqui,especialmentesielacido nucleico esta en forma de una
molécula de acido nucleicodecodificacién, puede alternativa o adicionalmente codificar paraunpéptidodesenal
secretora. Estos péptidos de senal son secuencias que tienen tipicamente
unalongituddeaproximadamente15a30aminoacidosyseubicanpreferentemente en el extremo N del péptido
codificado, sin limitacién. Los péptidos de sefial como los aqui definidospermitenpreferentemente el
transporte de la proteina o péptido codificado por la molécula
deacidonucleicodelcomplejodecargaportadorpoliméricodelainvencion aqui definido, especialmente si el acido
nucleico esta en forma de ARNm, a un compartimiento celular definido, de preferencia la superficie celular, el
reticulo endoplasmico (ER) o] el compartimiento endosémico-
lisosémico.Ejemplosdesecuenciasdepéptidosdesefialsecretoracomolasaqui definidasincluyen,sinlimitadarsea,
secuencias de sefal demoléculasMHCclasicasonoclasicas (por ejemplo, secuencias de sefial de moléculas
MHC 1 y II, por ejemplo, de la molécula MHC clase | HLA-A*0201), secuencias de sefial decitoquinas o
inmunoglobulinas como las definidas en la presente, secuencias de sefial dela cadena invariante de
inmunoglobulinas o anticuerpos como las definidas aqui, secuencias de sefial de Lamp1, Tapasina, Erp57,
Calreticulina, Calnexina y proteinas asociadas a membrana adicionales o de proteinas asociadas con el
reticulo endoplasmico (ER) o] el compartimiento endosémico-
lisosbmico.Demaneraparticularmentepreferente,puedenusarse de acuerdo con la presente invencion
secuencias de sefal de la molécula MHC clase | HLA-A*0201.

Cualquiera delas modificacionesanterioressepuedeaplicara la molécula de acido nucleico del complejo de
carga portador polimérico de lainvencionaqui definidoyademasacualquieracidonucleicousado en el contexto
de la presente invencidon y pueden ser, si es adecuado o necesario, combinadas entre si en cualquier
combinacién, siempre y cuando estascombinacionesdemodificacionesnointerfieranunasconotrasenelacido
nucleico respectivo. El experto en la técnica sera capaz de hacer esta eleccién en consecuencia.

Lamoléculadeacidonucleicodelcomplejodecargaportador  poliméricodelainvencidonaqui  definido,asicomolas
proteinaso péptidoscodificadosporestamoléculadeacidonucleico,pueden comprender fragmentos o variantes
de esas secuencias. Estos fragmentos o variantes pueden comprender tipicamente una secuencia que
tengauna identidad de secuencia con uno de los acidos nucleicos mencionados arriba, o con una de las
proteinas o péptidoso secuencias, si escodificadaporla al menos una molécula de acido nucleico, de al menos
5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, de preferencia al menos 70%, muy preferiblemente al menos 80%,
igualmente de manera muy preferible al menos 8%, todavia mas preferiblemente al menos 90% y con total
preferencia almenos 95%oincluso97%,98%099%,conlasecuenciatiposilvestrecompleta,ya sea a nivel de acido
nucleico o a nivel de aminoacido.

Los “fragmentos” de proteinas o péptidos en el contexto de la presente invencién (codificados por un acido
nucleico comoeldefinido aqui) pueden comprender una secuencia de una proteina o péptido como la aqui
definidaque,conrespectoasusecuenciadeaminoacidos (o su molécula de acido nucleico codificada), esté
truncada N-terminalmente, C-terminalmente y/ o intrasecuencialmente encomparaciéon con la secuencia de

-36-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 558 106 T3

aminoacidos de la proteina original (nativa) (o su molécula de acido nucleico codificada).Este truncamiento
puede entoncespresentarse ya sea a nivel de aminoacido o correspondientemente a nivel de acido nucleico.
Una identidad de secuencia con respecto aeste fragmento como el definido en la presente puede por tanto
referirse preferentemente a laproteinaopéptidocompletocomoelaqui definidooalamolécula de acido nucleico
(de codificacion) completa de estaproteinao péptido. Asimismo, “fragmentos” de acidos nucleicos en el
contexto de la presente invencién pueden comprender una secuencia de un acido nucleico como eldefinido
aqui, que, con respecto asumolécula de acido nucleicoesté
truncada5’,3’y/ointrasecuencialmenteencomparacionconlamoléculadeacidonucleicodelamoléculadeacidonucle
icooriginal (nativa). Una identidad de secuencia con respecto a este fragmento como el definido aqui puede
por tanto referirse preferentemente al acido nucleico completo como el aqui definido.

Losfragmentosdeproteinasopéptidosenelcontextodelapresente invencion (por
ejemplo,comoloscodificadosporlamoléculade acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la
invencion) pueden comprenderademasunasecuenciadeunaproteinaopéptidocomo la definida aqui, con una
longitud de aproximadamente 6 a alrededor
de20oinclusomasaminoacidos,porejemplo,fragmentoscomolosprocesados o presentados por moléculas MH
clasel,depreferenciacon una longitud de aproximadamente 8 a alrededor de 10 aminoacidos, por ejemplo, 8,
9 o} 10 (o incluso 6, 7, 11 o} 12 aminoacidos), o fragmentos
procesadosypresentadospormoléculasMHCclasellquetenganpreferentemente una longitud de
aproximadamente 13 o mas aminoacidos, por ejemplo, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o incluso mas
aminoacidos, donde estos fragmentos pueden seleccionarse de cualquier parte de la secuencia de
aminoacidos.Estos fragmentosson tipicamente reconocidospor las célulasTen forma de un complejo que
consiste en el fragmento de péptidoyuna molécula MHC, es decir, los fragmentos tipicamente no son
reconocidos en su forma nativa.

Los fragmentos de proteinas o péptidos como los definidos aqui
(porejemplo,comoloscodificadosporlamoléculadeacidonucleicodelcomplejo de carga portador polimérico de la
invencion) también pueden comprender epitopos de esas proteinas o péptidos. Los epitopos (también
llamados “determinantes antigénicos”) en el contexto de la presente invencion son tipicamente fragmentos
ubicados sobre la superficie exterior deproteinasopéptidos(nativos)comolosdefinidosaqui,quetienen
preferentemente 5 a 15 aminoacidos, muy preferiblemente de 5 a 12 aminoacidos, todavia mas
preferiblemente de 6 a 9 aminoacidos, los cuales pueden ser reconocidos por anticuerpos o receptores de
células B, es decir, en su forma nativa. Estos epitopos de proteinas o péptidospueden
ademasseleccionarsedecualquieradelasvariantesmencionadasaqui de estas proteinas o péptidos. En este
contexto los determinantes antigénicos puedenser epitopos de conformacién o discontinuos que estén
compuestos de segmentos de las proteinas opéptidoscomolosdefinidos aqui que sean discontinuos en la
secuencia de aminoacidos de las proteinaso péptidos como los definidos en la presente, pero que se junten
en la estructura tridimensional o epitopos continuos o lineales que estén compuestos de una sola cadena de
polipéptidos.

Las“variantes”deproteinasopéptidoscomolasdefinidasen el contexto de la presente invencion (por ejemplo,
como las codificadas por el acido nucleico como el definido aqui) pueden ser codificadas por la molécula de
acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la invencion. De esta manera, se puede
generarunaproteinaopéptidocon una secuencia de aminoacidos que difiera de la secuencia original enuna o
mas mutaciones,talcomounoomasaminoacidossustituidos, insertados y/o suprimidos. De preferencia, estos
fragmentos y/o variantes tienen la misma funcion biolégicaoactividadespecificaencomparacion con la proteina
nativa de longitud completa, por ejemplo su propiedad antigénica especifica.

Las “variantes”deproteinasopéptidoscomolasdefinidasen el contexto de la presente invencién (por ejemplo,
como las codificadas por un acido nucleico como el aqui definido) pueden comprender sustituciones de
aminoacidosconservadorasencomparaciénconsu

secuencianativa,esdecir,fisioldgicanomutada.Esassecuenciasdeaminoacidos, asi como sus secuencias de
nucleétidos de codificacién, en particular estan dentro del término variantes como se define aqui. Las
sustituciones donde aminoacidos, que se originan de la misma clase, sonintercambiadosunosporotrosse
llamansustitucionesconservadoras. En particular, estos son aminoacidos que tienen cadenas laterales
alifaticas, cadenas laterales cargadas positiva o negativamente, grupos aromaticos en las cadenas laterales o
aminoacidos, cuyas cadenas lateralespuedenentrarenpuentesdehidrégeno,porejemplocadenaslaterales con
una funcién hidroxilo.Esto significa que por ejemplo un aminoacidoquetengaunacadenalateral
polaresreemplazadopor otro aminoacido que tieneunacadenalateraltambiénpolar,o0,porejemplo, un
aminoacido caracterizado por una cadena lateral hidréfoba es sustituido por otro aminoacido que tiene una
cadena lateral también hidréfoba (porejemplo, serina (treonina) por treonina (serina) o leucina (isoleucina) por
isoleucina (leucina)). Son posibles inserciones y sustituciones,en particular, en
aquellasposicionesdesecuenciaquenocausen modificaciones en la estructura tridimensional o no afecten a la
region de unién.Las modificaciones a una estructura tridimensional por insercioneso supresiones pueden
determinarse facilmente por ejemplo usando espectroscopia CD (espectros de dicroismo circular) (Urry,
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1985, Absorption, Circular Dichroism and ORD of Polypeptides, en: Modern Physical Methods in
Biochemistry, Neuberger y col. (ed.), Elsevier, Amsterdam).

Ademas, las variantesdeproteinaso péptidos comolos aqui
definidos,quepuedensercodificadasporlamoléculade acido nucleico del complejo de carga portador polimérico
de la invencién, también pueden comprender aquellas secuencias donde los nucleétidos del acido nucleico
estan intercambiados de acuerdo con la degeneraciéon delcodigo genético, sin llevar a una alteracion de la
secuencia de aminoacidos de la proteina o péptido respectiva, es decir, la secuencia de aminoacidos o al
menos parte de la misma puede no diferir de la secuencia original en una o mas mutaciones dentro del
significado anterior.

Para determinar el porcentaje al cual dos secuencias son idénticas, por ejemplo secuencias de acido nucleico
o de aminoacidos como las definidas aqui, preferentemente las secuencias de aminoacidos codificadas por
una secuencia de acido nucleico del portador poliméricocomoelaqui
definidoolaspropiassecuenciasdeaminoacidos, las secuencias pueden alinearse para asi ser comparadas
subsecuentemente unas con otras. Por tanto, por ejemplo una posicién de una primera secuencia se puede
comparar con la posicion correspondiente de la segunda secuencia. Si una posicion de la primera
secuenciaesocupadaporelmismocomponentecomoeselcasoenunaposicion en la segunda secuencia, ambas
secuencias son idénticas en esta posicion.Si este no es el caso, las secuencias difieren en esta posicion.Si se
presentan inserciones en la segunda secuencia en comparacion con la primera secuencia, se pueden insertar
espacios en la primera secuencia para permitirunaalineacionadicional.Siseexistenenlasegunda secuencia en
comparacion conlaprimerasecuencia,pueden insertarse espacios en la segunda secuencia para permitir una
alineacion adicional. El porcentajealcualdossecuenciassonidénticasesentonces
funciéndelnumerodeposicionesidénticasdivididoentreelnimerototal de posiciones que incluyen aquellas
posiciones que solo son ocupadas en una secuencia. El porcentaje al cual dos secuencias son idénticas
puede determinarse usandounalgoritmomatematico.Unejemplopreferentepero no limitativo de algoritmo
matematico que se puede usar es el algoritmo de Karlin y col. (1993), PNAS, E.U.A., 90:5873-58770Altschuly
col. (1997), Nucleic Acids Res., 25:3389-3402. Este algoritmo se integra en el programa BLAST. Las
secuencias idénticas a las secuencias de la presente invencion hasta cierto grado pueden ser identificadas
por este programa.

En el complejo de carga portador polimérico de la invencién, el componente catiénico del portador polimérico
aqui definido yla carga de acido nucleico se proporcionan tipicamente en una relaciéon molar de alrededor de
1 a2 10.000, de preferencia en una relacion molar de aproximadamente 5 a 5.000, muy preferiblemente en una
relacion molar deaproximadamente 10 a 2.500, todaviamaspreferiblementeenunarelacion molar de
aproximadamente 25 a 2.000, y con total preferencia en una relacion molar de alrededor de 25 a 1.000
portador polimérico:acido nucleico.

Ademas,enelcomplejodecargaportadorpoliméricodela invencion,
elcomponentecationicodelportadorpoliméricoaqui definido y la carga de acido nucleico se proporcionan de
preferencia en una relacién N/P de al menos 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,75, 1,1,5 6 2.En especial, la relacion N/P
esta dentro de un intervalo deaproximadamente 0,1, 0,3, 0,4, 0,5, 0,75, 1,0, 1,5 6 2 a 20, preferiblemente en
un intervalo de alrededor de 0,2 (0,5 6 0,75 6 1,0) a 12, y ain mas preferiblemente enuna relacion N/P de
aproximadamente0,4(0,7561,0). Enestecontexto,larelacionN/Pesunamedidadelacargaionicadel componente
catidnico(cadenalateral)delportadorpoliméricoodel portador polimérico como tal. En particular, si las
propiedades cationicas del componente catidénico se generan pornitrogenos(delascadenas laterales de
aminoacidos), la relacion N/P expresa la relacion entre los atomos de nitrégenobasicosy
losresiduosfosfatodelesqueletodelnucledtido,considerando que los atomos de nitrégeno (cadena lateral) del
componente catidnico del portadorpoliméricocontribuyenacargaspositivasyel fosfato del esqueleto fosfato del
acido nucleico contribuye a la carga negativa. Se da una férmulaenlosejemplos.LarelacionN/Psedefine
comolarelacionnitrégeno/fosfato(relacionN/P)delcomplejodecargaportador polimérico
delainvencidncompleto.Estoestipicamente ilustrativo del contenido/cantidad de componentes catidnicos del
portador polimérico y caracteristico delcontenido/cantidaddeacidosnucleicos unidos o acomplejados en el
complejo de carga portador polimérico de la invencién.Sepuedecalcularen base a que,porejemplo,1ugde ARN
contiene tipicamente alrededor de 3 mmol de residuosfosfato, siempre que el ARN presente una distribucién
estadistica de bases.Ademas, 1 mmol de péptido contiene tipicamente alrededor de 3 nmol de residuos
nitrégeno, dependiendo del peso molecular y del nimero de sus aminoacidos (cationicos).

Enestecontexto,espreferiblequeenelcomplejodecarga portador poliméricode lainvencion, el componente
catiénico delportadorpolimérico aqui definido y la carga deacidonucleicose proporcionen en una relacion N/P
de al menos aproximadamente 1 o, de preferencia, de un intervalo de alrededor de 1 a 20parapropdsitosde
transfeccion in vitro.

Si la expresion de una proteina codificada o la transcripcion deun acido nucleico codificado, por ejemplo un

ARN o ARNSsi de la carga de acido nucleico es parapropésitosterapéuticos(aplicaciéninvivo) una relacion N/P
de al menos 0,1 (0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6), de preferencia de un intervalo de aproximadamente 0,1 (0,2, 0,3, 0,4,
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0,5 6 0,6) a 1,5 es preferente.Es especialmente preferente un intervalo de relacion N/P de 0,2 a 0,9 o un
intervalo de relacion N/P de 0,5 a 0.9. En caso de que el complejo de carga portador polimérico de
lainvencionseuseparala inmunoestimulacion (in vivo), por ejemplo como agente inmunoestimulador o
adyuvante (con la intencién de inducirunarespuestainmuneinnata),es preferenteuna relacionN/
Pdeaproximadamente0,1a20,masparticularmenteuna relacion N/P de 0,1a56 0,1 a 1,5.

En el caso especifico de que se trate de la induccion de IFN- a usando el complejo de carga polimérico de la
invencion como agente inmunoestimulador (in vivo) o adyuvante, es preferente una relacion N/P de al menos
0,1 (0,2, 0,3, 0,4, 0,5 6 0,6) o un intervalo de relacion N/P de 0,1 a 1, o en especial un intervalo de relacion
N/P de 0,2 a 0,9 o un intervalo de relacion N/P de 0,5 a 0,9. De otra manera, silainducciondeTNFase
intentausandoelcomplejodecargapoliméricodelainvencioncomoagente  inmunoestimulador  (in  vivo) o
adyuvante, se prefiere particularmente una relacion N/ P de 1 a 20.

La relacion N/P influye significativamente en la carga superficial del complejo decarga portador poliméricode
lainvencion resultante.Asi, es preferible que el complejo de carga portadorpolimérico de la
invencionresultantesecargue positivamenteparala transfeccion in vitro y negativamente o neutramente para la
transfeccion invivo,especialmentesise desea laexpresiéndeuna proteina codificada o la transcripcion de un
acido nucleico codificado de la cargadeacidonucleico.Lacargasuperficialdelcomplejodecarga portador
polimérico delainvenciénresultantepuedeindicarse como potencial Z, que se puede medir por un método de
electroforesis Doppler usando un Zetasizer Nano (Malvern Instruments, Malvern, RU).

También se describeunmétodopara prepararel complejodecargaportadorpoliméricodelainvencion aqui
definido, que comprende las siguientes etapas:

a) proporcionar al menos una proteina o péptido catiénico como elaqui
definidoy/oalmenosunpolimerocatiénicoopolicatiénico y opcionalmente al menos un componente
aminoacido (AA) como el definido aqui, en cada caso comprendiendo al menos una porcion -SH,

b) proporcionaralmenosunamoléculadeacidonucleico como aqui definida, preferentemente enlas
proporicones mencionadas arriba,

c) mezclar los componentes proporcionadosenlasetapasa)y b), de preferencia en un medio basico o
neutro como el definido aqui, preferiblemente en presencia de oxigeno o un iniciador adicional como
el aqui definido, preferentemente a un pH, a una temperatura y en unmomento como el definido
aqui, y entonces condensando y polimerizando los componentes catidnicos provistos en la etapa a)
unos con otros mediante enlacesdisulfuro(enunacondensaciéonpor  polimerizacion o
policondensacion) para obtener el portador polimérico y
acomplejarlamoléculadeacidonucleicoprovistaenlaetapab)conloscomponentes catidnicos provistos
en la etapa a).

d) opcionalmente purificar el complejo de carga portador polimérico de la invencién obtenido de
acuerdo con la etapa c), preferentemente usando un método como el definido aqui;

e) opcionalmente liofilizacion
delcomplejodecargaportadorpoliméricodelainvencidnobtenidodeacuerdoconlaetapac)o d).

El método para preparar el complejo de carga portador poliméricodelainvencidnaqui
definidocomprendeunareacciénde polimerizaciéon o policondensacion de condensacion de varias etapas via
las porciones -SH de los eductos, por ejemplo péptidos o polimeros catiénicos como los definidos aqui y
opcionalmente componentes aminoacido (AA) adicionales en la etapa c).La reaccion de polimerizaciénpor
condensacion o policondensacion que ocurre simultaneamente con la formacion de complejos o unidn
electrostatica de la molécula de acido nucleico preferentemente conduce al complejo de carga portador
polimérico de la invencibn donde el portador polimérico es un polimero de condensacion,
dondeloscomponentesindividualesestan reticuladosporenlacesde disulfuro.

Segun se define aqui, en una etapa a) del método de la invencién para preparar el complejo de carga
portador polimérico de la invencién, se proporciona al menos una proteina o péptido catiénico o policatiénico
como eldefinidoaquiy/oalmenosunpolimerocatidnicoopolicationicocomo el definido aqui, de preferencia en las
relaciones indicadas arriba. Estoscomponentessemezclanenlaetapac) con la molécula de acido nucleico
provista en la etapa b), de preferencia en un medio basico o neutro como el definido aqui, de preferencia en
presencia deoxigenoouniniciadoradicionalcomoelaqui definido,preferiblemente a un pH y a una temperatura 'y
enunmomentocomoel definido aqui, y condensando yentoncespolimerizando estos componentes unos con
otros via los enlaces disulfuro (en una
condensaciondepolimerizacidnopolicondensacion)paraobtenerunportador polimérico complejado con la
molécula de acido nucleico como la definida en la presente.

De acuerdo con una alternativa, en la etapa a) del método
descritoparaprepararelcomplejodecargaportadorpoliméricodelainvencion, se proporciona al menos una
proteina o péptido catiénico o policatidnico y/o al menos un polimero catiénico o policationico como se define
aqui, y opcionalmente al menos un componente aminoacido (AA) se proporciona en la etapa (a) como se
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define en la presente, y se usan para
unareacciondecondensacionporpolimerizacionopolicondensacionycomplejacion antes de afiadir el acido
nucleico de la etapa b), pero usando las mismas condiciones de polimerizacion citadas para la etapa c). El
portador polimérico polimerizado y el acido nucleico de la etapa b) se mezclan después en la etapa c).
Preferiblemente, los componentes se
proporcionantodosenlasrelacionesindicadasarribaysemezclan,depreferencia, en un
mediobasicooneutrocomoeldefinidoaqui, preferiblemente en presencia de oxigeno o un iniciador adicional
como el definido aqui, de preferencia un pH, a una temperaturayenunmomento como el definido aqui.
Después de mezclar e iniciar la reaccion, los componentes se condensan y se polimerizan unos con otros via
enlaces disulfuro (en una condensacion de polimerizacion o policondensacién) para obtener un portador
polimérico complejado con la molécula de acido nucleico aqui definida.

En ambas alternativas anteriores, se pueden seleccionar diferentes portadores poliméricos,
particularmentediferentespéptidosy/odiferentespolimeros, enlapolimerizaciénporcondensaciéncitada arriba.En
este contexto, la seleccion de diferentes componentes delportador polimérico depende tipicamente de las
propiedades deseadas del portador polimérico final y la fuerza catiénica deseada del portador polimérico final.
En consecuencia, el contenido de componentes catidénicos puede ademas ser “diluido” o modificado en
laalternativaanteriordela
etapaa),porejemplo,introduciendouncomponenteaminoacido(AA)comoeldefinidoaqui,preferiblementeenlasrela
cionesdefinidasarriba. Asi, se puede obtener un portador polimérico modificadodonde el caracter catiénico
delportadorpolimériconomodificado permanezca tipicamente en los limites definidos aqui. Las propiedades
del portador polimérico final pueden entonces ajustarse segun se desee con las propiedades de los
componentes (AA) insertandoelcomponenteaminoacido (AA) definido aqui en la etapa a).

En la etapa c), laal menos una proteina o péptido catidnico o policationico como el definido aqui y/o al menos
un polimero catiénicoopolicationicocomoeldefinidoaqui,yopcionalmenteal menos un componente aminoacido
(AA) y el al menosunacido nucleico como el definido aqui, preferentemente estan incluidos en un medio
basico neutro en la etapa a) del método de la invencion para  preparar
elcomplejodecargaportadorpoliméricodelainvencion.Estemediobasico o neutro tipicamente tiene un intervalo
de pH de aproximadamente 5 a alrededor de 10, preferiblemente un intervalo de pH de alrededor de 6 a
aproximadamente 9, muypreferiblementeunintervalodepHdealrededor de 7 a aproximadamente 8, por
ejemplo, aproximadamente 6,5, 7, 7,5, 8, 8,56 9, o cualquier intervalo seleccionado de cualesquiera dos de
estos valores citados.

Ademas, preferentemente la temperatura de la solucion en la etapa c) estd en un intervalo de
aproximadamente 5°Caalrededorde60°C, en especialenunintervalode15°Caaproximadamente40°C,todavia
mas preferiblemente en un intervalo de alrededor de 20°C a aproximadamente 30°C, y con total preferencia
en un intervalo de alrededor de 20°C a aproximadamente 25°C, por ejemploalrededor de 25°C.

Enlaetapac)delmétododescritoparaprepararelcomplejo decargaportadorpoliméricodelainvencioncomosedefine
aqui se pueden usar tamponessegunseaadecuado.Los tampones preferentes pueden comprender, sin
limitarse a,tampones carbonato, borato, bicina, tamapones CHES, CAPS, tampones cpnteniendo
etanolamina, HEPES, MOPS, tampon fosfato, PIPES, Tris, tampodn tricina, TAPS y/o TES. Es
particularmentepreferente un tampén carbonato.

Despuésdemezclarloscomponentes,preferiblemente en
presenciadeoxigeno,depreferenciaenpresenciadeunmediobasicoo  neutro  comoeldefinidoaqui,se inicia
lareacciondepolimerizaciéonpor condensacion o policondensacion y la complejacion de la al menos una
molécula de acido nucleico. Para ello, la mezcla de la etapa c) preferentemente se expone a oxigeno o puede
emplearse un iniciadoradicional,porejemplounacantidadcataliticadeunagenteoxidante, por ejemplo DMSO,
etc. Después del inicio de la reaccion de polimerizacion por condensacién o policondensacion de la al menos
una proteina o péptido catidénico o policationico y/o al menos un polimero catidnico o policatiénico y
opcionalmente al menos un componente aminoacido (AA) como se definen aqui, se condensan y asi
sepolimerizan unos con otros via enlaces disulfuro (condensacién por polimerizaciéon o policondensacion). En
esta etapa de reaccion a) preferentemente se forman polimeros lineales usandomonémerosconalmenos una
porcién -SH reactiva, esdeciralmenosunaproteinaopéptido catiénico o policatiénico y/o al menos un polimero
catiénico o policatiénicoy opcionalmente al menos un componente aminoacido (AA) comoel definido aqui,
teniendo cada componente al menos una porcion -SH libre como la aqui
definida,porejemploensusextremosterminales. Sin embargo, pueden emplearse componentes con mas de
una, de preferencia dos porciones -SH libres, que pueden llevar a polimeros ramificados. Simultdneamente a
la reaccion depolimerizacion,los polimeros catidnicos se unen a la al menos una molécula de acido nucleico y
asi la complejan.

De acuerdocon unaalternativa,el complejodecargaportador polimérico de
lainvencionpuedeademasmodificarseconun componente (AA) como el definido aqui.
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Deacuerdoconunprimerejemplo,uncomponente(AA)(por ejemplo,unligando) se une
alcomponentecationicoantesdeproporcionar el componente cationico en la etapa a) via cualquier
funcionalidad como la definida enlapresente,porejemplo,unaporcién-SH. Este componente (AA) o (por
ejemplounligando)seunede preferencia alcomponentecatiénicoenunextremodeestoscomponentes.
Silauniénsellevaacabopormediodeenlaces-SH,loscomponentescatidonicos se proporcionan preferentemente
con dos (o incluso mas) porciones -SH. EI componente (AA) o (por ejemplo, un ligando) preferentemente
porta solo una porciéon -SH. En este caso, una porcion -SH del componente catiénico se protege
preferentemente en una primera etapa usando un grupo
protectorcomoseconoceenlatécnica.Luego,elcomponentecatidonicopuede unirse a un componente L para
formar un primer enlacedisulfuro via la porcién -SH no protegida. La porciéon -SH protegida del componente
catidnico es luego tipicamente desprotegida para reacciones adicionales.

Alternativamente, el componente (AA) citadoo (por ejemplo, un ligando) puede usarse en la etapa c) para
acoplarse con los componentes catidnicos provistos en la etapa a), por ejemplo
viaenlacesdisulfurosinbloquearlasporciones- SHlibres. Pero en este contexto se pueden emplear todos los
métodos conocidos el experto o definidos aqui paraunirel componente (AA) al componente cationico o al
componente polimérico.

Alternativamente,uncomponente(AA)o(porejemploun
ligando)sepuedeuniralcomplejodecargaportadorpoliméricodelainvencién después de la etapa c) mediante
cualquier funcionalidad como la definida aqui, por ejemplo una porcion -SH. En este contexto es preferible
que el componente (AA) (por ejemplo, un ligando) se una via porciones -SH libres de los componentes
portadores poliméricos.

Deacuerdoconlaetapac)delmétododescritopara preparar el complejo de carga portador polimérico de la
invencion como el definido aqui, al menos una molécula de acido nucleico como la aqui definida se mezcla
con los componentes cationicos provistos en la etapa b), preferiblemente en las relaciones mencionadas
arriba.Tipicamente, en el complejo de carga portador polimérico de la invencion, los
componentescationicosaqui definidos,ylaal menosuna molécula de &acido nucleicose proporcionan en
unarelacion molar de aproximadamente 5 a 10.000, de preferencia en una relacion molar de
alrededorde5a5.000,muypreferiblementeenunarelacionmolardeaproximadamente 10 a 2.500, aiun mas
preferiblemente en unarelacién molar de aproximadamente 10 a 1.000 polimeros catiénicos:acidos nucleicos.
Preferentemente, las relaciones N/P son como se indico arriba. En
estecontextoseprefiereparticularmentequelasrelacionesN/Pse seleccionen evitando la aglomeracion y la
toxicidad in vivo.

En una realizacion especifica, los componentes (AA) definidos arriba quenocomprendenporciones-
SHpuedenafadirse en la etapa c), siendo asi incorporados en el complejo de carga portador polimérico de la
invencién sin polimerizacion por porciones-
SH(terminales).Deestamanera,estoscomponentes(AA)tipicamenteno se enlazan de manera covalente y se
incluyen en forma no covalente en el complejo de la invencién como componente adicional.

Deacuerdoconunaetapa d)adicionaldelmétodo descrito
paraprepararelcomplejodecargaportadorpoliméricodelainvencion definido aqui, el complejo de carga portador
polimérico de la invencién obtenido de acuerdo con la etapa c) opcionalmente se purifica. La purificacion se
puede realizar usando métodos cromatograficos, tales como HPLC, FPLC, GPS, dialisis, etc.

Deacuerdoconunaetapa e) adicionaldelmétodo descrito para preparar el complejo de carga portador
polimérico de la invencion definido aqui, el complejo de carga portador polimérico obtenido de acuerdo con la
etapa c) o d) es opcionalmente liofilizado. Para ellopuedeanadirsecualquiercrioprotectorolioprotectoradecuado
al complejo de carga portador polimérico de la invencion obtenido en la etapa c) o d).

Elmétodoparaprepararelcomplejodecarga  portador  poliméricodelainvencioncomo se  define  aqui
esparticularmente adecuado para adaptarlaspropiedadesquimicasdel complejo de carga portador polimérico
de la invencion deseado, debido a la seleccion especifica deloscomponentesdelportadorpolimérico,evitando
asi la aglomeracion y toxicidad in vivo.

Deacuerdoconunarealizacion no reivindicada,lapresenteinvenciénproporciona también un método para
transfectar una célula, un tejido o un organismo, aplicando o administrando el complejo de carga portador
polimérico de la invencién, particularmente con propdsitos terapéuticos. En este contexto, tipicamente
después de preparar el complejo decargaportadorpoliméricodelainvencion,comoeldescritoarriba,elcomplejo
de carga portador polimérico de la invencion preferentemente se administra a una célula, un tejido o un
organismo, de preferencia en una forma desnuda o como una composiciéon farmacéutica o vacuna como la
descrita aqui, muy preferiblemente usando cualquiera de los modos de administracidonaqui
definidos.Elmétodoparatransfectar una célula se puede llevar a cabo in vitro, in vivo o ex vivo.
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Asimismo, de acuerdo conotrarealizacion,lapresente invencion se refiere también al uso del complejo
decargaportador poliméricodelainvencion,particularmenteconpropésitoterapéutico,para transfectar una célula,
un tejido o un organismo, aplicando o administrando asi el complejo de carga portador polimérico de la
invencion descrito arriba a una célula, un tejido o un organismo,
depreferenciaenformadesnudaocomounacomposicionfarmacéuticaovacuna como la descrita aqui, muy
preferiblemente usando cualquiera de los modos de administraciéon descritos en la presente.
Laadministraciénse puede llevar a cabo in vitro, in vivo o ex vivo.

Enconsecuencia,enuna realizacifidon preferente,la presente
invencionproporcionatambiénunacomposicionfarmacéuticaquecomprende el complejo de carga portador
polimérico formado por una carga de acido nucleico como la definida en la presente y el portador polimérico
aqui definido. La composicién farmacéutica comprende opcionalmente un portador y/o vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Como un primer ingrediente, la composicion farmacéutica de lainvencién comprende el complejo de carga
portador polimérico formado por la carga de acido nucleico y el portador polimérico aqui definido (y
opcionalmente, componentes (AA)).

Comounsegundoingredientelacomposicionfarmacéuticade la invencion puede comprender al menos un
componente farmacéuticamenteactivo adicional.Un componente farmacéuticamente activo en este sentido es
un compuesto que tiene un efecto terapéutico para sanar, reducir o prevenir una indicacién particular, de
preferencia enfermedades cancerosas,
enfermedadesautoinmunes,alergiasoenfermedadesinfecciosas.Estoscompuestos incluyen, sin limitacion,
péptidos o proteinas, de preferencia como los definidos aqui, acidos nucleicos,depreferencia como los
definidos aqui (terapéuticamente activos), compuestos organicos o inorganicos de bajo peso molecular (peso
molecular inferior a 5.000, depreferencia inferior a 1.000), azucares,antigenosoanticuerpos, preferiblemente
como los definidos en la presente, agentesterapéuticos ya conocidos en la técnica anterior, células
antigénicas, fragmentos celulares antigénicos, fracciones celulares; componentes de pared celular (por
ejemplo,polisacaridos),patégenosmodificados,atenuadosodesactivados(porejemploquimicamenteoporradiacio
n)(virus,bacterias,etc.), adyuvantes, de preferencia como los definidos en la presente, etc.

Ademas, la composicion farmacéutica de la invencion puedecomprender un portador y/o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En el contexto de la presente invencién, un portador farmacéuticamente
aceptableincluye tipicamente la base liquida o no liquida delacomposicién farmacéutica de la invencion.
Silacomposicionfarmacéuticadela invencion se proporciona en forma liquida, el portadortipicamentesera agua
libredepirégenos, solucion salina isoténica o solucionesde pH
regulado(acuosas),porejemplosolucionesdepHreguladoconfosfatoycitrato,etc.Eltampoéndeinyeccidonpuedeserhi
perténico, isoténico o hipotdnico con referencia al medio de referencia especifico, es decir, el tampoén puede

tener un contenido de sal mas alto, idéntico
omasbajoconreferenciaalmediodereferenciaespecifico,dondepreferentemente se emplean estas
concentraciones delassalesmencionadasarriba que no provoquen un dafiodelascélulasporosmosisu otros
efectos de concentracion. Los medios de referencia son por ejemplo

liquidospresentesenmétodosinvivo,comosangre,linfa,liquidos citosdlicos u otros liquidos corporales, o, por
ejemplo, liquidos que pueden usarse como medios de referencia en métodos in vitro, como tampones o
liquidos comunes. Estos tampones o liquidos comunes son conocidos del experto. Como base liquida es
particularmente preferente una solucion lactato de Ringer.

Sin embargo, pueden emplearse también una o mas cargas o diluyentes solidos o liquidos compatibles o
compuestos encapsulantes para la composicion farmacéutica de la invencion, que son adecuados para su
administracion a un paciente a tratar.Eltérmino“compatible”
segunseusaaquisignificaqueestosconstituyentesdelacomposicionfarmacéutica de la invencion son capaces de
mezclarse con el complejo de carga portador polimérico de la invencion como se define aqui demanera que
no exista ninguna interaccion que pudiera reducir sustancialmente la efectividad farmacéutica de la
composicion farmacéutica delainvenciénbajocondicionesdeusotipicas.Losportadores,cargasydiluyentes
farmacéuticamenteaceptables,porsupuesto, deben tener una pureza suficientemente alta y una toxicidad
suficientemente baja como para ser adecuados para su administracion a una persona a ftratar.

Ejemplosdecompuestosquesepuedenusarcomoportadores,cargasoconstituyentes farmacéuticamente
aceptables de los mismos sonazucares, por ejemplo lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, por ejemplo
almidon de maiz o almidon de patata; celulosa y sus derivados,

porejemplocarboximetilcelulosadesodio,etilcelulosa,acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina;
sebo; deslizantes solidos, por ejemploacido estearico, estearato de magnesio; sulfato de calcio; aceites
vegetales, por ejemplo aceite de cacahuate, aceite de semilla de algodoén, aceite de ajonjoli, aceite de oliva,
aceitedemaizyaceitedeteobroma;polioles,porejemplopolipropilenglicol,glicerol,sorbitol, manitol
ypolietilenglicol;acido alginico.
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De acuerdo con un aspecto especifico, la composicion farmacéutica de la
invencionpuedecomprenderunadyuvante(adicional).
Enestecontexto,sepuedeentenderqueunadyuvanteescualquiercompuestoadecuadoparainiciaroincrementarun
arespuesta inmune del sistema inmunoldgico innato, es decir, una respuesta inmune no especifica. En otras
palabras, cuando se administra, la composicién farmacéutica de la invencién provoca tipicamente una
respuesta inmune innatadebidoaladyuvantecontenidoopcionalmenteenlamisma.Esteadyuvante  puede
seleccionarse de cualquier adyuvante conocido por el experto y adecuado para el presente caso, es decir,
que soporte la induccién de una respuesta inmune innata en un mamifero.

La composicion farmacéutica de la invenciénsepuede administrar via oral, parenteral, por espraydeinhalacion,
topicamente, rectalmente, nasalmente, bucalmente,vaginalmenteomediante un depdsito implantado.El
término parenteral segun se usa aqui incluye técnicas de inyeccion o infusidon subcutanea, intravenosa,
intramuscular, intra-articular, intranodal, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intrahepatica, intralesional,
intracraneal, transdémica, intradérmica, intrapulmonar, intraperitoneal, intracardiaca, intra- arterial vy
sublingual.

Preferentemente, la composicion farmacéutica de la invencion puede administrarse por inyeccién parenteral,
muy preferiblemente por inyeccién subcutanea, intravenosa,intramusuclar,intra-articular, intranodal,
intrasinovial, intraesternal, intratecal,intrahepatica,
intralesional,intracranial,transdémica,intradérmica,intrapulmonar,intraperitoneal, intracardiaca, intra-arterial y
sublingual o por técnicas de infusion.Se prefiere particularmente la inyeccion intradérmica e intramuscular.
Las formas inyectables estériles de las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden estar en
suspension acuosa uoleosa. Estas suspensiones pueden formularse de acuerdo con técnicas conocidas
usando agentes dedispersidonohumectacionyagentesde suspension adecuados. La preparacion inyectable
estéril también puede ser una solucién o suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente
parenteralmente aceptable y notdxico, por ejemplo comouna solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y
disolventes aceptables que pueden emplearse estan agua, solucion de Ringer y solucion de cloruro de sodio
isotonica. Ademas, aceites fijos y estériles se emplean convencionalmente
comodisolventesomediosdesuspension.Paraestefin,cualquieraceitefijoblandopuedeemplearse,incluyendomon
o-odiglicéridossintéticos. Los acidos grasos, tales como acido oleico y susderivadosglicéridosson Uutiles en la
preparacion de inyectables, al igual que los aceites farmacéuticamente aceptables naturales, como aceite de
oliva 0 ricino, especialmente en sus versiones polioxietiladas.Estas
solucionesosuspensionesenaceitetambiénpuedencontenerundiluyenteo dispersante de alcohol de cadena
larga, tal como carboximetilcelulosa o agentes de dispersion similares que se usen comunmente en la
formulacién de formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables, incluyendo
emulsionesysuspensiones.También se pueden usar para los propdsitos de formulacion de la composicion
farmacéutica de la invencion Otrostensioactivoscomunmenteusados,tales como Tween, Span y otros agentes
emulsionantes o potenciadores de biodisponibilidad cominmente empleados en la fabricaciéon de formas de
dosificacién sdlidas, liquidas u otras farmacéuticamente aceptables.

La composicion farmacéutica de la invencidon como se define aqui también se puede administrar via oral en
cualquier forma de dosis oralmente aceptable, incluyendo, pero sin limitarse a, capsulas, tabletas,
suspensiones o soluciones acuosas.En el caso de tabletas para uso oral, losportadores cominmente usados
incluyen lactosa yalmidéndemaiz. También se afiaden tipicamente agentes lubricantes, tales como estearato
de magnesio. Para la administracion oral en forma de capsula,losdiluyentes
utilesincluyenlactosayalmidéndemaizseco.Cuandoserequierensuspensiones acuosas para uso oral, el
ingrediente activo, es decir el complejo de carga portador polimérico de la invencion, se combina con agentes
emulsionantes y de suspension. Si se desea, se pueden afadir también ciertos agentes edulcorantes,
saborizantes o colorantes.

La composicion farmacéutica de la invenciéon también se puedeadministrar via tépica, especialmente cuando
el objetivo de tratamiento incluye areas u o6rganos facilmente accesibles por aplicacion tépica, por
ejemploincluyendo enfermedades de la piel o de cualquier otro tejido epitelial accesible. Las formulaciones
topicas adecuadas se preparan facilmenteparacadaunadeestasareasudrganos.Paraaplicacionestopicas, la
composicion farmacéutica de la invencion se puede formular en un ungiento adecuado que contenga el
complejo de carga portador polimérico de la invenciéon suspendido o disuelto en uno o mas portadores. Los
portadores para la administracion tépica incluyen, sinb limitarse
a,aceitemineral,petrolatoliquido,petrolatoblanco,propilenglicol,polioxietileno, compuesto de polioxipropileno,
ceraemulsionanteyagua. Alternativamente, la composicion farmacéutica de la invencion se puede formular en
una locion 0 crema adecuada.En el contexto de la presente
invencion,losportadoresadecuadosincluyen,peronoestanlimitadosa,aceitemineral,monoestearatodesorbitano,p
olisorbato60,ceradeésteres cetilicos, alcohol cetearilico, 2-octildodecanol, alcohol bencilico y agua.

Lacomposicionfarmacéuticadelainvencioncomprende

tipicamenteuna“cantidadsegurayefectiva”’deloscomponentesdelacomposicion farmacéutica de la invencion,
particularmente del complejo de carga portador polimérico de la invencién como se define aqui o el acido
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nucleico como tal. Segun se usa aqui, una “cantidad segura y efectiva” significa una cantidad del complejo de
carga portador polimérico delainvenciontalqueessuficienteparainducirsignificativamenteunamodificacion
positivadeunaenfermedadotrastorno comosedefineaqui. Sin embargo, al mismo tiempo, una “cantidad segura
y efectiva” es lo suficientemente pequefia como para evitar serios efectos secundarios y permitir una relacion
sensible entre la ventaja y riesgo. La determinaciondeestoslimitestipicamenteentra dentrodelalcancedejuicio
médico sensible. Una “cantidad segurayefectiva’delos componentes de la composicion farmacéutica de la
invencion, en particular del complejo de carga portador polimérico de la invencion como el definido aqui,
variara ademas enrelaciénconlacondicion particulara tratarytambiénconlaedadycondicidnfisicadelpaciente a
tratar, el peso corporal,saludgeneral,sexo,dieta, tiempo de
administracion,velocidaddeexcrecion,combinaciénde farmacos, la actividad del complejo de carga portador
polimérico de la invencién,laseveridaddelaafeccion,laduracidndeltratamiento,lanaturaleza de la terapia
acompanante, del portador farmacéuticamente aceptable particular usado, y factores similares, con el
conocimiento 'y experiencia del médico acompafiante. La composicién farmacéutica de la
invencionsepuedeusarparapropoésitosmédicosyhumanosytambiénveterinarios, de preferencia para propodsitos
médicos en humanos, como una composicion farmacéutica en general o como una vacuna, agente
inmunoestimulador o adyuvante.

Deacuerdoconuna realizacion preferente particular, la composicion farmacéutica de la invencion (o el
complejo de carga portadorpolimérico de la invencién) puede ser provisto o usado como agente
inmunoestimulador. En este contexto, la composicién farmacéutica de la invencién es preferentemente como
se definié arriba. Mas preferiblemente, el acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la
invencion, contenido de preferencia en la composicion farmacéutica, es tipicamente unacido nucleico
inmunoestimulador como el aqui definido, por ejemplo unCpG-ADN ounARN inmunoestimulador (ARNSi).
Alternativa o adicionalmente, el acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la invencion,
contenido de preferencia en la composicion
farmacéutica,esunacidonucleicodecodificacioncomoeldefinidoaqui,de preferencia
unADNcounARNmM,muypreferiblementequecodifica para una proteina adyuvante, de preferencia como la aqui
definida.

En una realizacion especifica en estecontexto,es preferenteque una proteina adyuvante sea un componente
del complejo de carga portador polimérico de la invencioén y, de preferencia, del portador polimérico.

Deacuerdoconotra realizacion especialmente preferente,lacomposicion farmacéutica de la invencion (o el
complejo de carga portador polimérico de la invencién) puede ser provista o usada como adyuvante. En este
contexto,eladyuvantesedefinedepreferenciacomola
composicionfarmacéuticadelainvencionanterior.Muypreferiblemente,
elacidonucleicodelcomplejodecargaportadorpoliméricodelainvencion, contenido de
preferenciaeneladyuvante,estipicamenteun acido nucleico inmunoestimulador como el definido aqui, por
ejemplo un CpG-ADN o un ARN inmunoestimulador (ARNSsi). Alternativa o adicionalmente, el acido nucleico
del complejo de carga portador polimérico de la
invencion,contenidodepreferenciaeneladyuvante,esunacidonucleicode codificacién como el definido aqui, de
preferencia un ADNc o un ARNm, muy preferiblemente que codificaparaunaproteinaadyuvante,de preferencia
como la definida aqui. El complejodecargaportador polimérico de la invencién, contenido de preferencia en el
adyuvante, tipicamenteiniciaunarespuestainmuneinnataenelpacientea tratar.Este adyuvante puede utilizarse
en cualquier terapia acompafiante, con cualquier vacuna conocida o cualquier agente terapéutico adicional
(conocido), de preferencia antes de, junto conodespuésdela
administraciondelaterapiaprincipal,antesde,juntoconodespuésdelaadministracion de una vacuna (conocida)
adicional o un agente terapéutico (conocido) adicional.

Elcomplejodecargaportadorpoliméricodelainvenciono la  composicionfarmacéuticadelainvencioncomo  se
definie aquiproporcionadao usadacomo un adyuvantepreferentemente es capaz de desencadenar
unareaccioninmune(innata)noespecificadeantigenos (como la provista por
elsistemainmunoldgicoinnato),depreferenciade una manera inmunoestimuladora. En general, puede
provocarse una reaccion inmune devariasformas.Unfactorimportanteparaunarespuestainmune adecuada es la
estimulacion de diferentes subpoblaciones de célulasT. Los linfocitos T se diferencian tipicamente en dos
subpoblaciones, las células T auxiliares 1 (Th1) y las células T auxiliares 2(Th2),conlas cuales el sistema
inmunoldégico es capaz de destruir patégenos
intracelulares(Th1)yextracelulares(Th2)(porejemplo,antigenos).Lasdos poblaciones de células Th difieren en
el patron de proteinas efectoras (citoquinas) producidas por ellas. Asi, las células Th1 ayudan a la respuesta
inmune celular por la activacion de macrofagos y células T citotdxicas. Las células Th2, por otro lado,
promueven larespuestainmunehumoral
mediantelaestimulaciondecélulasBparasuconversiénencélulasplasmaticas y mediante la formacion de
anticuerpos (por ejemplo, contra antigenos). La relaciéon Th1/Th2 es por tanto de gran importancia en la
respuestainmune.Enrelacionconlapresenteinvencion,larelacion  Th1/Th2 de la respuesta inmune
preferentemente esta desplazada por el agenteinmunoestimulador, en particular el complejo de carga
portador polimérico de la invencion, en la direcciéon hacia la respuesta celular, es decir la respuesta Th1,
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induciéndose asi una respuesta inmune predominantemente
celular.Comosedefinidarriba,elcomplejodecargaportadorpolimérico de la invencion ejerce por si mismo una
respuesta inmune innata no especifica, lo cual permite al complejo de carga portador polimérico de la
invencion emplearse tal cual (sin afadirotrocomponente farmacéuticamente activo) como agente
inmunoestimulador. Si se administrajuntoconotrocomponentefarmacéuticamenteactivo,depreferencia un
componente especificamente inmunogénico, preferiblemente un antigeno, el acido nucleico de la invencion
sirve como un adyuvante que soporta larespuesta inmune adaptiva especificaprovocada porelotro
componente farmacéuticamente activo, por ejemplo, un antigeno.

Determinacion de la capacidad inmunoestimuladora (innata) o adyuvante de un compuesto o complejo de la
invencion:

Para determinarlacapacidadinmunoestimuladorade un compuesto de la invencion o de un complejo de
lainvencion,seconocen y pueden emplearse diversos métodos en la técnica.Por ejemplo, los métodos invitro
son ventajosos para cribar compuestos en cuanto a su capacidad para inducircitoquinas, las cuales son
(exclusivamente o algunastipicamente) parte del sistema inmunolégico innato y asi (como un brazo
adicionaldelsistemainmunolégico)mejorantipicamentelainducciondeuna respuesta inmune especifica de
antigeno causada por un antigeno. Para este propésito, por ejemplo, pueden aislarse PBMCs de muestras de
sangre y estimularse con el compuesto o complejo particular. Después de la
incubacion,lasecrecidondelascitoquinasdeseadas(porejemplo,comounareaccion de
activaciondelosreceptoresPAMP)quesontipicamente parte del sistema inmunoldégico innato (y no del sistema
inmunolégico especifico de antigenos) se determina por ELISA. Estascitoquinas seleccionadas pueden
usarse en la técnica como determinantesdela induccién de una respuesta inmune innata en el cuerpo.En este
contexto, lasecrecion de TNF-alfa e IFN-alfa se mide de preferencia para determinar la respuesta no
especifica(respuestainmuneinnata)inducidaporun compuesto o complejo. Especialmente, IFN-alfa juega un
papel importante en la induccién de una respuesta inmune inespecifica después de la infeccion
viral.Enconsecuencia,seprefiereparticularmentequeelcompuestoocomplejo inmunoestimulador, el
cualseidentificaraporelensayode cribado, induzca la secrecion de, por ejemplo, IFN-alfa. Este compuesto o
complejo puede ser luego aplicado por ejemplo para usarse como agente inmunoestimulador (que
desencadene la respuesta inmune (innata) inespecifica) en terapias de vacunacion.

El IFN-alfa es parte de la familia de inteferones tipo I. Los interferones tipo | (IFN) soncitoquinas pleiotrépicas
esenciales para soportar las respuestas inmunes antivirales. Inducen la apoptosis de células
infectadasconvirusyresistenciacelularainfeccionviral,ademasde activar células asesinas naturales (NK) y T.
Los interferones tipo | tienen efectos en un gran conjunto decitoquinas y quimiocinas que, entre otras cosas,
influyen en la maduracidon, el reclutamiento, las funciones efectoras y la apoptosis de
inmunocitos.Tipicamente, un papel principal de IFN-a/p es la inducciénde un estado de cebado que afecta la
produccion y regulacion de otros mediadores, incluyendocitoquinas. Por ejemplo, la sefializacion de IFN-a/8
sobrerregula la produccion de IFN-y por células dendriticas (DCs) y células T y de esta manera favorece la
induccion y mantenimiento de células Th1.
Eldesplazamientodeunarespuestainmuneendireccidénaunarespuestainmune Th1 puede volverse importante
una vez se emplean vacunas de proteinas o péptidos, ya que estas vacunas normalmente inducen una
respuesta inmune basada enThqueenconsecuenciaprevienelainduccién de células T citotdxicas.

Portanto,seprefierequeuncompuestoocomplejoqueseusara comoadyuvantepuedatenerlapropiedadde
desplazar una respuesta inmune especifica de antigeno causada por una vacuna a una respuesta inmune
basada en Th1. La direccién de una respuesta inmune inducida por una vacuna se mide normalmente
determinando la induccién de varios subtipos de anticuerpos especificosde antigenos y la induccién de
células T CD8+ citotdxicas especificas de antigenos. En este contexto, el subtipo de anticuerpo IgG1
representa la inducciondeunarespuestainmunebasada enTh2ylainducciéndelanticuerpo de subtipo IgG2ay la
induccion decélulasTcitotoxicas representa la induccidon deunarespuestainmunebasada enTh1.La induccién
de anticuerpos especificos de antigenossedeterminarevisando el titulo de anticuerpos en sangre del
vacunado por ELISA.Lainduccion de células T citotoxicas especificas de antigenos se determina midiendo la
secrecion de IFN-gamma en esplenocitos después de la estimulacion con péptidos especificos de antigenos
por ELISPOT. En este contexto, la induccion de secrecion de IFN-gamma prueba que las células T citotdxicas

especificas de antigenos estan presentes en el bazo que
puedenatacarespecificamentecélulasquepresentanepitoposdelantigenoen moléculas MHC | sobre su
superficie.

Asi, para determinar las propiedades benéficas de un adyuvante se llevan a cabo vacunaciones in vivo. Con
éstas, es posible encontrarsieladyuvanteocompuestoocomplejoinmunoestimuladormejora una
respuestainmune especifica deantigeno causada por la vacuna y, ademas, si puede desplazar una respuesta
inmune especifica de antigeno en la direccion deseada para mejorarlas propiedades adyuvantes.
Particularmente, en la induccién de una respuesta inmune antitumoral la
inducciondeunarespuestainmunedesplazadaporTh1,especialmentelainduccion de células T citotoxicas juega
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un papel principal, debido a que la induccidn de células T citotdxicas especificas de antigenos representa un
prerrequisito indispensable para el combate exitoso de un tumor.

Correspondientemente, se conocen bien en la técnica métodos para cribar compuestos o complejos que
realmente tengan propiedades como agentes inmunoestimuladores y/o adyuvantes y pueden aplicarse
facilmente por ejemplo por pruebas ELISA que midan la respuesta inmune provocada por los
compuestos/complejos probados.

De acuerdo con ofra realizacion particularmente preferente, la composicion farmacéutica de la invencion (o el
complejo de carga portador polimérico de la invencién) puede ser provista o usada como vacuna.

Enestecontexto,preferentemente lavacunasedefinecomounadyuvante o como una composicion farmacéutica
de la invencioncomola descrita arriba. Mas preferiblemente, el acido nucleicodelcomplejode carga portador
polimérico de la invencion, contenido de preferencia en esta vacuna, puede ser cualquier acido nucleico como
el definido arriba, de preferencia un acido nucleico inmunoestimulador como el definido aqui, porejemplo un
CpG-ADN o un ARNinmunoestimulador(ARNSsi).Alternativa o adicionalmente, el acido nucleico del complejo
de carga portador polimérico de la invencion, de preferencia contenido en lavacuna,esun acido nucleico de
codificacion como el definido aqui, preferiblemente un
ADNcounARNm,muypreferiblementequecodificaparaunaproteinaadyuvante,de preferenciacomo la
definidaaqui.Alternativao adicionalmente, el acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la
invencion, contenido de preferencia en la vacuna, es un acido nucleico de codificacién como el definido en la
presente, de preferencia un ADNc o unARNm, mas preferiblemente que codifica para un antigeno,
depreferencia como el definido aqui. Ademas, particularmente si el acido nucleico del complejo de carga
portador polimérico de la invencion no codifica para un
antigeno,lavacunadelainvenciénpuedecontenerunantigeno,depreferencia como el definido arriba,ya sea como
una proteina opéptido o codificado por un acido nucleico, o células antigénicas,fragmentos celulares
antigénicos, fracciones celulares; componentes de paredcelular (por ejemplo, polisacaridos), patégenos
modificados,atenuadoso desactivados(porejemplo,quimicamenteoporirradiacion)(virus,bacterias, etc.).

De acuerdocon un primer aspecto, esta vacuna de la invenciéon estd compuesta tipicamente como el
adyuvante de la invencion y soporta o provoca de preferencia una respuesta inmune innata del sistema
inmunoldgicodeunpacientea tratarcuando se emplea un acidonucleicoinmunoestimulador como la molécula
de acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la invencion.

De acuerdo con un segundo aspecto, la vacuna de lainvencion puede provocar una respuesta inmune
adaptiva, de preferencia cuando el acido nucleico del complejo de carga portador polimérico de la invencion
aqui definido codifica para un antigeno como el definido en la presente, adecuado para provocar una
respuesta inmune adaptiva. Alternativamente, este antigeno puede estar en forma de un péptido, una
proteina o un epitopo osepuedeproporcionarcomounacidonucleicoadicionalquecodifiquepara dicho antigeno.
El antigeno puede ser también un componente del portador polimérico de la invencion, por ejemplo, un
componente (AA), como el definido aqui.

Lavacuna, el agente inmunoestimulador o el adyuvantedela invencién también pueden comprender un
portador, adyuvante y/o vehiculo farmacéuticamente aceptable como se define aqui para la composicion
farmacéutica de la invencién. En el contexto especifico de la vacuna de la invencion, laeleccion de un
portador farmacéuticamente aceptable se determina en principio segun la forma de administraciéon dela
vacuna de la invencién.La vacuna de la invenciéon puede administrarse, por ejemplo, sistémica o localmente.
Las vias para la administracion sistémica en general incluyen, por ejemplo, las vias transdérmica, oral,
parenteral, incluyendo inyecciones subcutaneas, intravenosas,
intramusculares,intraarteriales,intradérmicaseintraperitonealesy/ ovias de administraciéon intranasales. Las
viasparaadministracionlocalen general incluyen, por ejemplo, vias de administracion tdpica pero también
inyecciones intradérmicas, transdérmicas, subcutaneas o inyecciones intramusculares o intralesionales,
intracraneales, intrapulmonares,
intracardiacasysublinguales.Muypreferiblemente,lasvacunaspuedenadministrarse via intradérmica,
subcutanea ointramuscular.Por tanto, las vacunas de la invencién se formulan depreferenciaen forma liquida
(o algunas veces sodlida). La cantidad adecuada de la vacuna de la invencién a administrar puede
determinarse por experimentos derutina con modelos animales. Estos modelos incluyen, sin implicar ninguna
limitacion, conejo, borrego, ratén, rata, perro y modelos de primates no humanos. Las formas de dosis Unica
que se prefieren para inyeccion incluyen soluciones estériles de agua, solucion salina fisioldgica o0 mezclas de
las mismas.El pH de estas soluciones debe ajustarse a aproximadamente7,4. Los portadores adecuados para
la inyeccion incluyen hidrogeles, dispositivos de liberacién controlada o retardada, acido polilactico y matrices
de colageno. Los portadores farmacéuticamenteaceptables utiles para administracion topica incluyen aquellos
adecuados para usarseen lociones, cremas, geles y similares. Si la vacuna de la invencion se va a
administrar oralmente, tabletas, capsulas y similares son la forma de dosis Unica preferente. Los portadores
farmacéuticamente aceptables para la preparacion de formas de dosis Unica que pueden usarse para la
administracion oralseconocenbienenlatécnicaanterior.Laeleccidéndelosmismosdependera de consideraciones

- 46 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 558 106 T3

secundarias talescomosabor,costey capacidad de almacenamiento, no criticas para los efectos de la presente
invencion, y se pueden hacer sin dificultad el experto en la técnica.

Lavacuna, el agente inmunoestimulador o el
adyuvantedelainvencionpuedecontenerademasunaomassustanciasauxiliaresparaasi incrementar su
inmunogenicidad o capacidad inmunoestimuladora, si se desea. Una accién sinérgicadelcomplejode
cargaportadorpoliméricodelainvencioncomoeldefinidoaquiydeunasustancia auxiliar, que puede incluirse
opcionalmente en la vacuna, agente inmunoestimulador o adyuvante de la invencion como se define aqui, se
logra de preferencia de esta manera. Dependiendo de los
diferentestiposdesustanciasauxiliares,variosmecanismospuedenentraren consideracién a este respecto. Por
ejemplo, compuestos que permitan la maduracion de células dendriticas (DCs), por ejemplo lipopolisacaridos,
TNF-alfa o ligando CD40, forman una primera clase desustancias auxiliares adecuadas. En general, es
posible usar como sustancia auxiliar cualquieragentequeinfluyaen elsistemainmunolégicoalamaneradeuna
“sefial de peligro” (LPS, GP96, etc.) ocitoquinas, tales como GM-CFS, que permitan que se incremente y/o
influencie una respuesta inmune de una manera seleccionada. Las sustancias auxiliares particularmente
preferentes soncitoquinas, tales comomonoquinas,linfocinas,
interleuquyinasoquimiocinas,quepromuevenademaslarespuestainmuneinnata,talescomolL-1,IL-2,IL-3,IL-4,IL-
5,IL-6,IL-7,IL-8,IL-9,IL- 10, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20,IL-21, IL-22, IL-23, IL-24,
IL-25, IL-26, IL-27, IL-28, IL-29, IL-30, IL-31, IL-32, IL-33,IFN-alfa,IFN-beta,IFN-gamma,GM-CSF,G-CSF,M-
CSF,LT-beta o TNF-alfa, factores de crecimiento, tales como hGH.

En la vacuna, el agente inmunoestimulador o el adyuvante de la invencién pueden incluirse otros aditivos
adicionales emulsionantes, por ejemplo Tween®; agentes humectantes, por ejemplo lauril sulfato de sodio,
agentes colorantes; agentes saborizantes, portadores
farmacéuticos;agentesformadoresdetabletas;estabilizadores; antioxidantes; conservantes.

La vacuna, el agente inmunoestimulador o el adyuvante de la invencion
tambiénpuedecontenerademascualquiercompuestoadicional, que se sepa es inmunoestimulador gracias a su
afinidad de unién (como ligandos) a receptores tipo Toll humanos TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6,
TLRY7, TLR8, TLR9, TLR10 o gracias a su afinidad de unién (como ligandos) a receptores tipo Toll de murino
TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10, TLR11, TLR12 o TLR13.

La vacuna, el agente inmunoestimulador o el adyuvante de la invencion también puede contener alternativa o
adicionalmente un ARN inmunoestimulador, es decir, un ARN derivado de un ARN inmunoestimulador, que
desencadene o incremente una respuesta inmune (innata).De preferencia, este ARN inmunoestimulador
puede ser en generalcomo el aqui definido anteriormente.

Otra clase de compuestos que se pueden afadir a una vacuna, agente inmunoestimulador o adyuvante de la
invencion en este contexto, pueden ser acidos nucleicos CpG, en particular CpG-ARN o CpG-ADN, A CpG-
ARNoCpG-ADNpuedenserunCpG- ADNdehebraindividual(ssCpG-ADN), un CpG-ADN de doble hebra
(dsADN), un CpG-ARN de hebra individual (ss CpG-ARN)ounCpG-ARNdedoblehebra(dsCpG-ARN). El acido
nucleico CpG esta de preferencia en forma de CpG-ARN, muy preferiblemente en forma de CpG-ARN de
hebra individual (ss CpG-ARN).EI acido nucleico CpG contiene de preferencia almenosunaomas secuencias
de dinucledtidos de citosina/guanina (mitogénicas)(motivos CpG)). De acuerdo con una primera alternativa
preferida, al menosun motivoCpGcontenidoenestassecuencias,esdecirlaC(citosina)ylaG(guanina) del motivo
CpG, no estan metiladas. Todas las citosinas o guaninas adicionales contenidas opcionalmente en estas
secuencias pueden estar metiladas o no metiladas. De acuerdo con una alternativa preferida mas, sin
embargo, la C (citosina) y la G (guanina) o el motivo CpG también pueden estar presentes en forma metilada.

La presente invenciéon proporciona ademas varias aplicaciones y usos del complejo de carga portador
polimérico de la invencion como se define aqui, la composicién farmacéutica de la invencion, el agente
inmunoestimulador de la invencién o adyuvante y la vacuna de la invencion que comprende los mismos o kits
que comprenden los mismos.

De acuerdo con una realizaciéon especifica, la presente invencion esta dirigida al primer uso médico del
complejo decargaportador polimérico de la invencion como se define aqui, esto es del complejo de carga
portador poliméricopara su uso como medicamento, de preferencia como agente inmunoestimulador,
adyuvante o vacuna o en el campo de terapia génica.

De acuerdo con otra realizacion, la presente invencion esta dirigida alsegundousomédicodelcomplejo
decargaportadorpolimérico de la invencién como se defineaqui, esto es del complejo de carga portador
polimérico para su uso en el tratamiento de
enfermedadescomolasdefinidasaqui,depreferenciaalusodelcomplejode carga portador polimérico
delainvenciéoncomosedefine aqui, de una composicion farmacéutica, vacuna, agente inmunoestimulador,
adyuvante o vacuna quelo comprendeode kits que lo comprenden en la preparacién de un medicamento
parala profilaxis, el tratamiento y/o la disminucién de varias enfermedades como las definidas aqui,
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particularmente la profilaxis, el tratamiento y/o la reduccion de enfermedades como las definidas aqui. De
preferencia, la composicion farmacéutica, un agente inmunoestimulador,unadyuvanteo una vacuna se usa o
administra a un paciente que lo requiera para este fin.

Preferentemente, las enfermedades mencionadas aqui se seleccionan de cancer o enfermedades tumorales,
enfermedades infecciosas, de preferencia enfermedades infecciosas (virales, bacterianas o protozoolégicas),
enfermedades autoinmunes, alergias o enfermedades
alérgicas,enfermedadesmonogenéticas,esdecir,(hereditarias),oenfermedades genéticas
engeneral,enfermedadesconun antecedente genético heredadoycausadastipicamentepor un solo defecto
génico y se hereden de acuerdo con las leyes de Mendel, enfermedades cardiovasculares, enfermedades
neuronales o cualquier enfermedad que pueda ser influenciada por la presente invencion.

Estas enfermedades incluyen cancer o enfermedades tumorales, seleccionadas de preferencia de
melanomas, melanomas malignos, carcinomas de colon, linfomas, sarcomas, blastomas, carcinomas renales,
tumoresgastrointestinales,gliomas,tumoresdeprdstata,cancerdevejiga,tumores rectales, cancer de estébmago,
cancer esofagico, cancer pancreatico, cancer de higado, carcinomas mamarios (= cancer de mama), cancer
uterino, cancer cervical, leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfoide aguda
(ALL),leucemiamieloidecrénica(CML),leucemialinfociticacrénica(CLL), hepatomas, diversos tumores inducidos
por virus tales como carcinomas inducidos por el virus de papiloma (por ejemplo, carcinoma cervical = cancer
cervical), adenocarcinomas, tumores inducidos por el virus del herpes (por ejemplo, linfoma de Burkitt,
linfoma de células B inducidoporEBV),tumoresinducidosporhepatitisB(carcinomashepatocelulares), linfomas
inducidos porHTLV-1yHTLV-2,neuroma acustico, carcinomas pulmonares (= cancer de pulmén = carcinoma
bronquial), carcinomas pulmonaresmicrociticos,cancerfaringeo, carcinoma anal, glioblastoma, carcinoma
rectal, astrocitoma, tumores cerebrales,retinoblastoma,basalioma,metastasiscerebrales,meduloblastomas,
cancer vaginal, cancer pancreatico,cancertesticular, sindrome de Hodgkin, meningiomas, enfermedad de
Schneeberger, tumor de hipdfisis, micosis fungoide,carcinoides,neurinoma,espinalioma,linfoma de Burkitt,
cancer de laringe, cancer renal, timoma, carcinoma corporal,
cancerdehueso,linfomasnoHodgkin,canceruretral,sindromeCUP,tumoresdecabeza/cuello,oligodendroglioma,c
ancervulvar,cancer intestinal, carcinoma de colon, carcinoma esofagico (= cancer de eséfago), implicacion de
verrugas, tumores del intestino delgado, craneofaringeomas,
carcinomaovarico,tumoresgenitales,cancerovarico(=carcinomaovarico), carcinoma pancreatico (= cancer
pancreatico), carcinoma endometrial, metastasis hepaticas, cancer de pene, cancer de lengua, cancer de
vesicula biliar, leucemia, plasmocitoma, tumor de pestafia, tumor de parpado, cancer de préstata (= tumores
de proéstata), etc.

De acuerdo con una realizaciébn especifica adicional, las enfermedades aqui definidas
comprendenenfermedades infecciosas, de preferencia enfermedades infecciosas (virales, bacterianas o
protozooldgicas). Estas enfermedades infecciosas, de preferencia
enfermedadesinfecciosas(virales,bacterianasoprotozooldgicas),seseleccionantipicamentedegripe,malaria,SA
RS, fiebreamarilla, SIDA,borreliosisdeLyme,Leishmaniasis,antrax,meningitis, enfermedades infecciosas virales
tales como SIDA, condiloma acuminata, verrugas huecas, fiebre del Dengue, fiebre de tres dias, virus del
Ebola, resfriado,meningoencefalitisdeveranoinicial(FSME),herpeszoster,hepatitis, sarampién, virus herpes
simple t ipol,herpessimpletipoll, herpes zoster, influenza, encefalitis Japonesa, fiebre de Lassa, virus de
Marburg, sarampion, fiebre aftosa, mononucleosis, paperas, infeccion de virus de Norwalk, fiebre grandular
de Pfeiffer, viruela, polio (cojera de nifiez), pseudo-croup, enfermedad de fifth, rabia, verrugas, fiebre del
NiloOccidental, viruela, virus citomegalico (CMV), enfermedades infecciosas bacterianas tales como aborto
espontaneo (inflamacién de prostata), antrax, apendicitis, borreliosis, botulismo, Camphylobacter, Chlamydia
trachomatis (inflamaciondelauretra,conjuntivitis),célera,difteria,donavanosis,epiglotitis, fiebre de tifo, gangrena
gaseosa, gonorrea, fiebre de conejo, Heliobacter pylori, tos con silbido, bubo climatico,osteomielitis,
enfermedad de Legionario, lepra, listeriosis, neumonia, meningitis,
meningitisbacteriana,antrax,otitismedia,micoplasmahominis
,sepsisneonatal(corioamnionitis),noma,paratifus,plaga,sindromedeReiter, fiebre moteada de las
MontafasRocallosas,paratifusporsalmonela,tifus por salmonella, fiebre escarlata, sifilis, tétanos, tripper,
enfermedad de tsutsugamushi, tuberculosis, tifus, vaginitis (colpitis), chancro suave y de
enfermedadesinfecciosascausadasporparasitos,protozoariosuhongos,tales como amibiasis, bilharziosis,
enfermedad de Chagas,piedeatleta, machas por hongos de levadura, escabies, malaria, oncocercosis
(ceguera de rio) o enfermedades fungicas, toxoplasmosis, tricomoniasis, tripanosomiasis (enfermedad del
suefo), Leishmaniosis visceral, dermatitis por braga/panial,
esquistosomiasis,envenenamientoporpescado(Ciguatera),candidiasis, Leishmaniosis cutanea, lambliasis
(giardiasis) o enfermedad del suefio, o de enfermedades infecciosas causadas por equinococos, tenia de
pescado, tenia de zorro, teniadecaninos,piojos,teniadebovino,teniadeporcina,tenia en miniatura.

Deacuerdoconotrarealizaciénespecifica,lasenfermedades aqui definidas comprenden enfermedades
autoinmunes como las definidas a continuacion. Las enfermedades autoinmunes pueden dividirse en general
en trastornos autoinmunes sistémicos y especificos de organos
olocalizados,dependiendodelascaracteristicasclinicopatoldgicasprincipales de cada enfermedad. Las
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enfermedades autoinmunes pueden dividirse en las categorias de sindromes sistémicos, incluyendo lupus
eritematoso sistémico (SLE), sindrome de Sjogren, escleroderma, artritis
reumatoideypolimiositisosindromeslocalesquepuedenserendocrinolégicos (diabetes tipo | (diabetes mellitus
tipo 1), tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Addison, etc.), dermatoldgicas (pénfigo vulgar), hematoldgicas
(anemia hemolitica autoinmune), neurales (esclerosis multiple) opueden incluirvirtualmentecualquier
masacircunscritade tejidocorporal.Lasenfermedades autoinmunesatratarpuedenseleccionarse 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 mudltiple (EM), artritis
reumatoide, diabetes, diabetestipol(diabetes
mellitustipo1),poliartritiscronica,enfermedaddeBasedow,formasautoinmunes de hepatitis cronica, colitis
ulcerosa, enfermedades de alergia tipo I, enfermedades de alergia tipo Il, enfermedades de alergia tipo I,
enfermedades de alergia tipo 1V, fibromialgia, caida de cabello, enfermedad de Bechterew, enfermedad de
Crohn, miastenia grave, neurodermitis,
polimialgiareumatica,esclerosissistémicaprogresiva(PSS),sindromedeReiter, artritis reumatoide, psoriasis,
vasculitis, etc., o diabetes tipoll. Aunque el modo exacto encuantoacémoelsistemainmunolégicoinduce una
reaccion inmune contra autoantigenos aun no ha sido elucidado hasta el
momento,existenvariosdescubrimientosconrespectoalaetiologia.En consecuencia, la autorreaccién puede
deberse a una derivacion de células T. Un sistema inmunoldgico normal requiere la activacion de células B
por céluas T antes de que las primeras puedan producir anticuerpos en grandes
cantidades.EsterequisitodeunacélulaTpuedeserderivadoencasosraros,talescomoinfeccidnpororganismosquep
roduzcansuperantigenos, los cuales sean capaces de iniciar activacion policlonal de células B, o incluso de
células T, al unirse directamente a la subunidad B de receptores de células T de una forma no especifica.
Otra explicacion deduce a las enfermedadesautoinmunesapartirdeunasimulacionmolecular.Unantigeno
exogeno puede compartir similitudesestructuralesconciertos antigenos anfitriones;
deestamanera,cualquieranticuerpoproducido  contra este antigeno (el cual simula los auto-
antigenos)tambiénpuede, en teoria, unirse a los antigenos anfitriones y amplificar la respuesta inmune.
Laformamasdesconcertantedesimulacionmolecularseobservaenlosestreptococos hemoliticos beta del grupo
A, que comparten antigenos con miocardio humano y son responsables de las manifestaciones cardiacas de
la fiebre reumatica.

Ademas,deacuerdoconunarealizaciénespecificaadicional, enfermedadescomolasaqui
definidascomprendenalergiasoenfermedadesalérgicas,esdecirenfermedadesrelacionadasconalergias. La
alergia es una condicion que tipicamente incluye una hipersensibilidad inmunolégica anormal y adquirida a
ciertos antigenos o] alérgenos extrafos,
talescomolosantigenosdealergiacomolosdefinidosaqui.Estosantigenos de alergia o alérgenos pueden
seleccionarse de antigenos de alergia como los aqui definidos, antigenos derivados de diferentes fuentes, por
ejemplo de animales, plantas, hongos, bacterias, etc. Los alérgenos en este contexto incluyen, por ejemplo,
céspedes, podlenes, mohos, farmacosonumerososactivadoresambientales,etc.Lasalergias normalmente
resultan en una respuesta inflamatoria local o sistémica a estos antigenos o alérgenos y llevan a inmunidad
en el cuerpo contra estos alérgenos. Sin estar limitados por teoria, se supone que varios mecanismos de
enfermedad diferentes estan implicados en el desarrollo de alergias.Deacuerdo con un
esquemadeclasificaciénporP.GellyR.Coombsla palabra “alergia” se restringio a hipersensibilidades tipo |, las
cuales son causadas por el clasico mecanismo IgE. La hipersensibilidad tipo | se caracteriza por una excesiva
activacion decélulascebadasybasdfilospor IgE, dando como resultado una respuestainflamatoriasistémicaque
puederesultar en sintomas tan benignos como una nariz irritada, hasta un potencialmente amenazador de
vida choque anafilactico y muerte. Los tipos bien conocidos de alergias incluyen, sin estar limitados a estos,
asma alérgica (que lleva ahinchazon de la mucosa nasal), conjuntivitis alérgica
(quellevaaenrojecimientoycomezondelaconjuntiva),rinitisalérgica(“fiebre del heno”), anafilaxis, angioderma,
dermatitis atépica (eczema), urticaria, eosinofilia, alergias respiratorias a picaduras de insectos, alergias de
piel (que llevan e incluyen varias erupciones,talescomoeczema,
(urticaria)ydermatitis(porcontacto),alergiasdealimentos,alergiasamedicinas, etc. Preferentemente el
tratamiento de estos trastornos o enfermedades alérgicos puede realizarsedesensibilizando la reaccion
inmune que desencadena una respuesta inmune especifica. Esta desensibilizacion se
puedellevaracaboaladministrarunacantidadefectivadelalérgenooantigeno alérgico codificado por el acido
nucleico como el aqui definido, de preferencia cuando se formula como una composicion farmacéutica, para
inducir una ligera reaccién inmune. La cantidad del alérgeno o antigeno alérgico puede ser luego elevada
gradualmente en
administracionessubsecuenteshastaqueelsistemainmunoldgicodelpacientequeseratratadotolereunacantidades
pecificadealérgenoo antigeno alérgico.

Ademas, las enfermedades a tratar en el contexto de la presente invencion también incluyen enfermedades
(hereditarias), o enfermedades genéticas en enfermedades monogenéticas generales, es decir,
enfermedades (hereditarias), o enfermedades genéticas en general. Estas enfermedades monogenéticas,
enfermedades (hereditarias) o enfermedades genéticas en general son tipicamente causadas por defectos
genéticos, por ejemplo, debido a mutaciones génicas quesetraducenenpérdidade
actividaddeproteinasomutacionesreguladorasquenopermitenlatranscripcion
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otraducciondelaproteina.Frecuentemente,estas enfermedades llevan a trastornos metabolicos y otros
sintomas, por ejemplo, distrofia muscular. La presente invencidon permite ftratar las siguientes
enfermedades(hereditarias)oenfermedadesgenéticas:deficienciade3-beta-hidroxiesteroide ~ deshidrogenasa
(tipo 1I); deficiencia de 3-cetotiolasa; sensibilidad a 6-mercaptopurina; sindrome de Aarskog-Scott;
abetalipoproteinemia; acatalasemia; acondrogénesis; acondrogénesis-
hipocondrogénesis;acondroplasia;acromatopsia;displasiaacromesomélica(tipo Hunter-Thompson); deficiencia
de ACTH; deficiencia de Acil- CoA deshidrogenasa (cadena corta, cadena media, cadena larga); poliposis coli
adenomatosa; deficiencia de adenosina-desaminasa; deficiencia de adenilosuccinasa; adalinopatia;
hiperplasia adrenal; congénita (debida a deficienciade11-beta-hidroxilasa;debidaadeficienciade17-alfa-
hidroxilasa (debida a deficiencia de 21-hidroxilasa); hipoplasia adrenal, congénita, con hipogonadismo

hipogonadotrépico; sindrome adrenogenital; adrenoleucodistrofia, adrenomieloneuropatia;
afibrinogenemia; agammaglobulinemia; sindrome de Alagille; albinismo (café, ocular, oculocutaneo,
rufo); intolerancia al alcohol, aguda; deficiencia de aldolasaA; aldosteronismo;

remediableporglucocorticoides;enfermedadde Alexander; alcaptonuria; alopecia universal; deficiencia de alfa-
1- antiquimiotripsina; deficienciadealfa-metilacil-CoAracemasa;sindrome de retraso mental/alfa-talasemia;
sindrome de Alport; enfermedad de Alzheimer-1(relacionadaconAPP);enfermedaddeAlzheimer-3;enfermedad
de Alzheimer-4; amelogénesis imperfecta; neuropatia  amiloide  (familiar, tipos alélicos
severos);amiloidosis(tipoHolandés;tipo finlandés; renal hereditaria; renal; sistémica senil); esclerosis lateral
amiotréfica;analbuminemia;insensibilidadaandrogenos;anemia  (Diamond-Blackfan); anemia (hemolitica,
debido adeficienciadePK); anemia (hemolitica, nula en Rh, tipo supresor); anemia(hemolitica neonatal, fatal y
casi fatal); anemia (sideroblastica, con ataxia); anemia
(sideroblastica/hipocrémica);anemiadebidaadeficienciaenG6PD;aneurisma (arterial familiar); sindrome de
Angelman; angioedema; aniridia; anomalias en el segmentoanteriorycataratas;disgénesismesenquimatica del
segmento anterior; disgénesis mesenquimatica del segmento anterior y catarata; deficiencia de antitrombina
Ill; rasgos de personalidad relacionadasconansiedad;sindromedeApert;apnea(postanestécica);deficiencia de
ApoA-lyapoC-lli(combinada);deficienciade  apolipoproteina A-ll; apolipoproteina B-100 (defectuosa
enligandos); exceso de mineralocorticoides aparente (debidoahipertension); argininemia;
argininosuccinicaciduria; artropatia (pseudorreumatoide progresiva, de nifiez); aspartilglucosaminuria; ataxia
(episddica); ataxia condeficiencia de vitamina E aislada; ataxia-telangiectasia; atelosteogénesis Il; deficiencia
de ADN ligasa | dependiente de ATP; defecto séptico atrial con defectos de conduccion atrioventricular; atricia
con lesiones papulares; autismo (succinilpurinémico); enfermedad poliglandular autoinmune, tipo |I;
disfuncidndelsistemanerviosoautonémico;anomaliadeAxenfeld;azoospermia; sindrome de Bamforth-
Lazarus;sindromedeBannayan- Zonana; sindrome de Barth; sindrome de Bartter (tipo 2 o tip 3); carcinoma de
células basales; sindrome del nevo celular basal; infeccion por BCG; sindrome de cutis gyrata de Beare-
Stevenson; distrofia muscular de Becker;sindrome de Beckwith-Wiedemann; sindrome de Bernard-
Soulier(tipoB; tipo C); miopatia de Bethlem;mala absorcion de acidos biliares, primaria; deficiencia de
biotinidasa; cancer de vejiga; trastorno de hemorragia debido a receptor de tromboxano A2 defectuoso;
sindrome de Bloom; braquidactilia(ttipo B1 o tipo C); sindromebranquiootico;sindromebranquiootorrenal;
cancer de seno (intraductal invasivo; lobular; masculino, con sindrome de Reifenstein; esporadico); cancer de
mama-1 (inicio temprano); cancer de mama-2 (inicio temprano); miopatia de Brody; sindrome deBrugada;
sindromedeBrunner;linfomadeBurkitt;distrofiademariposa(retinal);deficiencia de C1q
(tipoA;tipoB;tipoC);deficienciadeC1r/C1s; deficiencia de C1s, aislada; deficiencia de C2; deficiencia de C3;
deficiencia de inactivador de C3b; deficienciadeC4;deficienciadeC8, tipo Il; deficiencia de C9; displasia
campomélica con inversion de sexo autosémica;camptodactililia-artropatia-
coxasindromedevarapericarditis;enfermedad de Canavan; deficienciadecarbamoilfosfatosintetasal; sindrome
de glicoproteina deficiente en carbohidratos (tipo [; tipo Ib; tipo Il); tumor carcinoide de pulmoén;
cardioencefalomiopatia (infantil fatal, debida a deficiencia en citocromo ¢ oxidasa); cardiomiopatia (dilatada;
dilatadaderelacionX;hipertroficafamiliar;hipertréfica);deficienciadecarnitina (primaria sistémica); deficiencia de
carnitina-acilcarnitina translocasa; sindromedel tunelCarpal(familiar); catarata(cerulea; congénita; cristalina
aculeiforme; de inicio juvenil; polimoérfica y laminar;
punteada;pulverulentazonular);catarata,tipoCoppock;deficienciadeCD59; enfermedad de nucleo central;
ataxia cerebelar; angiopatia amiloide cerebral; arteriopatia cerebral con infartos subcorticalesy
leucoencefalopatia; malformaciones cavernosas cerebrales-1; sindrome
cerebrooculafocioesquelético;Cerebrotendinousxantomatosis;enfermedadcerebrovascular; lipfuscinosis
ceroide (neuronal, 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; tipoCharlevoix-Saguenay;sindromedeChediak-
Higashi;diarreaporcloruro (tipo finlandés); colestasis (intrahepatica recurrente benigna); colestasis
(intrahepatica familiar); colestasis (intrahepatica familiar progresiva); enfermedad de almacenamiento de éster
colesterilico; condrodisplasia punteada (braquitelefalangica; rizomélica; dominante ligada
aX;recesivaligadaaX;tipoGrebe);condrosarcoma;coroideremia;enfermedad

granulomatosacrénia(autosdmica,debidaadeficienciade CYBA); enfermedad granulomatosa crénica (ligada a
X); enfermedad granulomatosa crénica debida a deficiencia de NCF-1; enfermedad granulomatosa crénica
debida a deficiencia de NCF-2; sindrome de
quilomicronemia,familiar;citrulinemia;sindromedeCockayneclasico-1;labio leporino, mandibulahendida,
paladar hendido; sindrome de displasia ectodérmica por labio leporino/paladar hendido; displasia
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cleidocraneal; deficiencia de CMO II; enfermedad de Coats; sindrome de Cockayne-2, tipo B; sindrome de
Coffin-Lowry; resistencia a Colchicina; adenocarcinoma decolon; cancer de colon; daltonia (deutana; protana;
tritana); cancer colorrectal; deficiencia de factor V y VIII combinados; hiperlipemia combinada
(familiar);inmunodeficienciacombinada(ligadaaX,
moderada);deficienciadecomplejol;trastornoneurolégicocomplejo;distrofia de cono-3; distrofia de cono-barra 3;
distrofia de cono-barra6; distrofia retinal de cono-barra-2; ausencia bilateral congénita de vasos deferentes;
conjuntivitis; ligneosa; aracnodactilia contractural; coproporfiria; cornea plana congénita; enturbecimiento
corneal; distrofia corneal(tipoAvellino;tipogotagelatinosa;tipodeGroenouwl;tiporeticulal;tipoReis-
Bucklers);resistenciaacortisol;resistenciaa coumarina; enfermedad de Cowden; deficiencia
deCPT, hepatica(tipol; tipo Il); calambres (familiares, agravados por potasio); sindrome de sordera
craneofacial-manual; craneosinostosis (tipo 2); cretinismo; enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob;sindromedeCrigler-Najjar;sindromedeCrouzon;sindrome de Currarino; cutis laxo; hematopoyesis
ciclica; ictiosis ciclica; cilindromatosis; fibrosis quistica;cistinosis(nefropatica);cistinuria(tipo II; t ipo Ill);
daltonismo; enfermedad de Darier; deficiencia de proteina bifuncional D; sordera; dominante autosémica 1;
sordera; dominante autosémica11;sordera,dominanteautosémica12;sordera,dominante

20 autosdmica 15; sordera, dominante autosémica 2; sordera, dominante autosémica 3; sordera, dominante
autosémica 5; sordera, dominante autosémica 8; sordera, dominante autosémica 9;sordera,recesiva
autosémica 1; sordera, recesiva autosémica 2; sordera, recesiva autosdmica21; sordera, recesiva autosdémica
3; sordera, recesiva autosémica 4; sordera, recesiva autosémica 9; sordera, sensorineural nonsindromica 13;
sordera, ligada a X 1; sordera, ligada a X 3; sensibilidad a debrisoquina; enfermedad de Dejerine-Sottas;
demencia (danesa familiar); demencia (frontotemporal,con parkinsonismo); enfermedad de Dent; anomalias
dentales; atrofia dentatorubro-palidoluisiana;sindromedeDenys-Drash;dermatofibrosarcoma protuberante;
enfermedad desmoide; diabetes insipida (nefrogénica); diabetes insipida(neurohipofisea);diabetesmellitus
(resistenteainsulina);diabetesmellitus(formarara);diabetesmellitus(tipo
I);displasiadiastrofica;dihidropirimidinuria;inversidondesexo sensible a dosis; degeneracion alveolar de retina
de Doyne; sindrome de Dubin-Johnson; distrofia muscular de Duchenne;anemiadiseritropoyética con
trombocitopenia; disfibrinogenemia (tipo alfa; tipo beta; tipo gamma); disqueratosiscongénita-
1;disprotrombinemia;distonia(responsivaaDOPA); distonia (mioclonica); distonia-1 (torsién); displasia
ectodérmica; ectopia lentis; 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;tipoll;tipolll;tipolV; tipoVI;tipoVIl);estenosisadrticasupravalvularporelastina;eliptocitosis- 1;eliptocitosis-
2;eliptocitosis-  3;sindromedeEllis-van Creveld; distrofia muscular de Emery- Dreifuss; enfisema;
encefalopatia; fibroelastosis endocardica-2; carcinoma endometrial; deficiencia de
acetilcolinesterasadeplacafinal;sindromedeconoSincrementado;acueducto vestibular incrementado,
epidermdlisis bullosa; epidermdlisis bullosa distrofica (dominante o recesiva); epidermdlisis bullosa simple;
hiperqueratosis epidermdlica; queratoderma palmoplantar epidermolitico;
epilepsia(generalizada;juvenil;mioclénica;ldbulofrontalnocturno;mioclénica
progresiva);epilepsia,benigna,neonatal(tipo1otipo2); displasia epifisea (multiple); ataxia episédica (tipo 2);
ataxia episddica/sindrome de mioquimia; eritremias ( alfa; displasia); eritrocitosis; eritroqueratoderma;
resistencia a estrégenos; mioglobinuria ejercional debidaadeficienciadeLDH-
A;exostosesmultiple(tipo1;tipo2);vitreorretinopatiaexudativa,ligadaaX;enfermedaddeFabry;deficiencia de
factorH;deficiencia de factorVIl; deficiencia defactorX; deficiencia de factor Xl; deficiencia de factor XiIl;
deficiencia de factorXIllIA; deficiencia de factor XllIB; fiebre mediterranea familiar;anemiade Fanconi;
sindrome de Fanconi-Bickel; lipogranulomatosis de Farber; higadograso (agudo); favismo; enfermedad de ojo
de pescado; hipoplasia foveal; sindrome X fragil; sindrome de Frasier; ataxia de Friedreich; intolerancia a
fructosa-bisfosfatasa fructosa; fucosidosis; deficiencia de fumarasa; Fundus albipunctatus ; Fundus
flavimaculatus ;deficiencia deG6PD; deficiencia de GABA- transaminasa; deficiencia de galactocinasa con
cataratas; deficienciade galactosaepimerasa;galactosemia;galactosialidosis;deficienciade GAMT; sindrome
de Gardner; cancer gastrico; enfermedad de Gaucher; epilepsia generalizada con ataques febriles
adicionales; tumores de células germinales;enfermedaddeGerstmann-Straussler;hepatitisdecélulas gigantes
(neonatal); trastorno de plaquetasgigantes;fibroblastomade células gigantes;
sindromedeGitelman;trombasteniadeGlanzmann(tipo A; tipo B); glaucoma 1A; glaucoma 3A; glioblastoma
multiforme;
glomerulosclerosis(segmentalfocal);defectoentransportedeglucosa(barrerahematoencefalica);malaabsorciond
eglucosalgalactosa; deficiencia de glucosidasa I; glutaricaciduria (tipo I; tipo IIB; tipo IIC); deficiencia
deglutationasintetasa; deficiencia de glicerol cinasa;receptor de glicina (polipéptido alfa-1);
enfermedaddealmacenamientode glicégenos |; enfermedad de almacenamiento de glicégenos II;
enfermedadde almacenamiento de glicogenos lll; enfermedad de almacenamiento de glicogenos 1V;
enfermedad de almacenamiento deglicogenosVI; enfermedad de almacenamiento de glicogenos VII;
glicogenosis (hepatica, autosdmica); glicogenosis (hepatica ligada a X); GM1-gangliosidosis; GM2-
gangliosidosis;Goiter(multinodularadolescente);Goiter(congénito);Goiter (no edémico, simple); disgénesis
gonadal (tipo XY); granulomatosis, séptica; enfermedad de Graves; sindrome de cefalopolisindactilia de
Greig; sindrome de Griscelli; enanismo deficiente de hormona de crecimiento; retraso de crecimiento con
sordera y retraso mental; ginecomastia (familiar,
debidaaactividadaromatasaincrementada);atrofiagiradadecoroidey retina con ornitinemia (sensible o no
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sensible a B6); enfermedad de Hailey- Hailey; sindrome de Haim-Munk; sindrome de mano-pie-utero;
harderoporfirinuria; deficiencia de HDL (familiar); bloque cardiaco ( no
progresivooprogresivo9;anemiadecuerposdeHeinz;sindromedeHELLP; hematuria  (benigna  familiar);
deficiencia de Heme oxigenasa-1; migrafia hemiplégica; hemocromotosis; enfermedad de hemoglobinaH;
anemia hemolitica debida a exceso de ADA; anemia hemolitica debida a
deficienciaenadenilatocinasa;anemiahemoliticadebidaadefectoenbanda

3;anemiahemoliticadebidaadeficienciaenglucosefosfato isomerasa; anemia hemolitica debida a deficiencia en
glutationa sintetasa; anemia hemolitica debida a deficiencia en hexocinasa; anemia hemolitica debida a
deficiencia en PGK; sindrome hemolitico-urémico;
linfohistiocitosishemofagocitica;hemofiliaA;hemofiliaB;diatesishemorragica  debida a  deficiencia en
factorV;hemosiderosis(sistémica, debida a aceruloplasminemia); deficiencia de lipasahepatica;
hepatoblastoma; carcinoma hepatocelular; telangiectasia hemorragica hereditaria-1; telangiectasia
hemorragica hereditaria-2; sindrome de Hermansky-
Pudlak;heterotaxia(visceralligadaaX);heterotopia(periventricular); sindrome de Hippel-Lindau; enfermedad de
Hirschprung; trombofilia de glicoproteinas ricas en histidina debida a deficienciaen HRG; deficiencia de HMG-
CoA liasa; holoprosencefalia-2; holoprosencefalia-3; holoprosencefalia-4; holoprosencefalia-5; sindrome de
Holt-Oram; homocistinuria; Hoyeraal-Hreidarsson; HPFH (tipo supresion o tipo no supresion); gota
relacionada con HPRT; enfermedad de Huntington; hidrocefalia debida a estenosis acueductal; Hydrops
fetalis;  hiperbetalipoproteinemia;  hipercolesterolemia, familiar; sindrome de hiperferritinemia-
catarata;hiperglicerolemia;hiperglucinemia;hiperinmunoglobulinemia D y sindrome de fiebre periddica;
hiperinsulinismo; sindrome de hiperinsulinismo-hiperamonemia; paralisis periédica hipercalcémica;
hiperlipoproteinemia; hiperlisinemia; hipermetioninemia (persistente, autosémica, dominante, debida a

metionina,deficiencia de adenosiltransferasa I/10); sindrome dehiperornitinemia-
hiperamonemiahomocitrulinemia; hiperoxaluria; hiperparatiroidismo; hiperfenilalaninemia debida a deficiencia
en pterin-4acarbinolamina deshidratasa; hiperproinsulinemia; hiperprolinemia; hipertension;

hipertiroidismo(congénito);hipertrigliceridemia;hipoalfalipoproteinemia;hipobetalipoproteinemia;hipocalcemia;hi
pocondroplasia;anemia microcitica hipocrémica; hipodontia; hipofibrinogenemia; hipoglobulinemia y células B
ausentes;hipogonadismo(hipergonadotrépico); hipogonadotrépico (hipogonadismo); paralisis periddica
hipocalcémica; hipomagnesemia;hipomielinaciéon(congénita);hipoparatiroidismo;hipofosfatasia (adulto; nifiez;
infantil; hereditaria); hipoprotrombinemia; hipotiroidismo (congénito; congénito hereditario; no bocioso);
eritroderma ictiosiforme; ictiosis; ictiosis bullosa de Siemens; deficiencia de 1IgG2; sindrome de cilia inmovil-1;
inmunodeficiencia (complejo de receptor de célulasT/ CD3);inmunodeficiencia(ligadaaX,conhiper-
IgM);inmunodeficiencia debida a defecto en CD3-gamma; sindrome de anomalias de inestabilidad facial por
inmunodeficiencia Centroamérica; incontinencia pigmentosa; insensibilidad a dolor (congénita, con
anhidrosis); insomnio (familiarfatal);deficienciadelreceptordeinterleucina-2(cadenaalfa);enfermedad de discos
intervertebrales; iridogoniodisgénesis; deficiencia de hormona de crecimiento aislada (tipo lllig con GH
ausente y tipo Kowarski con GH bioinactiva); isovalericacidemia; sindrome de Jackson-Weiss;
sindromededJensen;sindromededervellyLange-Nielsen;sindromedeJoubert; sindrome de Juberg-Marsidi;
sindrome de Kallmann; enfermedad de Kanzaki; queratitis; queratoderma (palmoplantar); Keratosis
palmoplantaris striata |I; keratosis plamoplantaris striata IlI; cetoacidosis debida a deficiencia en SCOT,;
sindrome de Keutel; sindrome de Klippel-Trenaurnay;
displasiadeKniest;neutropeniadeKostmann;enfermedaddeKrabbe;sindrome de Kurzripp-Polydaktylie;
lacticacidemia debida adeficienciaen 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;
leiomiomatosis(difusa,consindromedeAlport);leprecaunismo;discondrosteosisdelLeri-Weill;sindromedeLesch-

Nyhan;leucemia (mieloide aguda; promielocitica aguda; linfoblastica de células T aguda; mieloide cronica;
mielomonocitica juvenil; leucemia-1 (linfocitica aguda de células T); deficiencia de adhesion de leucocitos;
adenomas de células de Leydig; sindrme de Lhermitte-Duclos; sindrome de Liddle; sindrome de Li-
Fraumeni;deficienciadel ipoamidadeshidrogenasa;lipodistrofia; hiperplasia adrenal lipoide; deficiencia de
lipasa delipoproteina; lisencefalia (ligada a X); lisencefalia-1; enfermedad de almacenamiento de
glicdgenosenhigado(tipo0);sindromedeQTlargo1;sindromedeQTlargo 2; sindrome de QT largo 3; sindrome de
QT largo 5; sindrome de QT largo 6; sindrome de Lowe; cancer pulmonar; cancer pulmonar (no microcitico);
cancer pulmonar (microcitico); linfoedema; linfoma (no
HodgkindeceélulasB);linfoma(macrociticodifuso);linfoma(folicular);linfoma (MALT); linfoma (células de manto);
sindromelinfoproliferativo (ligado a X); intolerancia a proteinas lisinuricas; enfermedad de Machado- Joseph;
anemia macrocitica refrataria (de sindrome 5q); distrofia macular; mesotelioma maligno; deficiencia de
malonil-CoA descarboxilasa; manosidosis (alfa o beta); enfermedad de orina en jarabe de arce (tipo (la;tipo
Ib;tipoll);sindromedeMarfan;sindromedeMaroteaux-Lamy; sindrome de Marschall; sindrome de MASA,;
leucemia de mastocitos; mastocitosis con trastorno hematolégico asociado; enfermedad de McArdle; displasia
fibrosa poliostética de McCune-Albright; sindrome de McKusick-
Kaufman;fenotipodeMcLeod;carcinomadetiroidesmedular;meduloblastoma; distrofia corneal de Meesmann;
anemia megaloblastica-1; melanoma; glomerulonefritis membroproliferativa; enfermedad de Meniere;
meningioma (relacionado con NF2; relacionado con SIS); enfermedad de Menkes; retraso mental (ligadoa X);
metabolizador deficienciade mefentoina;mesotelioma;leucodistrofiametacromatica;condrodisplasiametafisea
(tipo Murk Jansen; tipo Schmid); metemoglobinemia; deficiencia de metionina adenosiltransferasa
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(autosémica recesiva); deficiencia de metilcobalamina (tipo clbl G); metilmalonicaciduria (tipo deficiencia de
mutasa);mevalonicaciduria;deficienciadeMHCclasell;microftalamia(cataratas, y anormalidades de iris);
miopatia de Miyoshi; MODY; sindrome de Mohr-Tranebjaerg; deficiencia de cofactordemolibdeno(tipoAotipo
B); moniletrix; Morbus Fabry; Morbus Gaucher; mucopolisacaridosis; mucoviscidosis;
sindromedeMuencke;sindromedeMuir-Torre;enanismode Mulibrey; deficiencia
decarboxilasamultiple(sensibleabiotina); neoplasia endocrina multiple; glicogénesis muscular; distrofia
muscular (merosindeficiente congénita); distrofia muscular (congénita de Fukuyama); distrofia muscular (de
extremidades-cintura); distrofia muscular) tipo
Duchenne);distrofiamuscularconepidermdlisisbullosasimple;sindromemiasténico (congénito de canal lento);
infeccion micobacteriana (atipica, diseminada familiar); sindrome mielodisplasico; leucemia mieldgena;
malignidad mieldgena; deficiencia de mieloperoxidasa; deficiencia en mioadenilato desaminasa;
mioglobinuria’hemolisis debida a deficiencia en
PGK;sindromedeencefalomiopatiamioneurogastrointestinal;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
miotonica;liposarcomamixoide;deficienciadeNAGA;sindrome
deNailpatella;miopatiadeNemaline1(dominanteautosémica);miopatiade nemalina 2 (recesiva autosémica);
hiperparatiroidismo neonatal; nefrolitiasis; nefronoftisis (juvenil); nefropatia (hipocomplementérmica cronica);
nefrosis-1; sindrome nefrotico; sindrome de Netherton;
neuroblastoma;neurofibromatosis(tipo1otipo2);neurolemomatosis;lipofuscinosis ceroide neuronal 5;
neuropatia; neutropenia (neonatal aloinmune); enfermedad de Niemann-Pick (tipo A; tipo B; tipo C1; tipo D);
ceguera nocturna (estacionaria congénita); sindromederupturade
Nijmegen;nocompactaciondemiocardioventricularizquierdo;queratoderma palmoplantar no epidermolitico;
enfermedad de Norrie; enfermedad de Norum; deficiencia de nucledsido fosforilasa;obesidad; sindrome
occipital; alpinismo ocular ( tipo Nettleship- Falls); distrofia muscular oculofaringea; enfermedad de Oguchi;
oligodontia; sindrome de Omenn;sindrmedeOpitzG;colobomadenerviodpticoconenfermedadrenal;deficiencia
de ornitinatranscarbamilasa; oroticaciduria; intolerancia ortostatica; sindrome de OSMED; osificacion de
ligamento longitudinal posterior de la espina; osteartrosis; osteogénesis imperfecta; osteolisis; osteopetrosis
(recesiva o idiopatica); osteosarcoma; carcinoma ovarico;
disgenesisovarica;paquioniciacongénita(tipoJackson-LawlerotipoJadassohn-Lewandowsky); enfermedad ésea
de Paget; sindrome de Pallister- Hall; agenesis pancreatica; cancer pancreatico; pancreatitis; sindrome de
Papillon-Lefevre; paragangliomas; paramiotoniacongénita;foramina parietal; mal de Parkinson (familiar o
juvenil); hemoglobinuria nocturna paroxismal;enfermedaddePelizaeus-
Merzbacher;sindromedePendred;hipospadias perineales; fiebreperiddica;trastornodebiogénesis peroxisomica;
hipoglucemia hiperinsulinémica persistente de infancia; sindrome de ducto muleriano persistente (tipo I);
anomalia de Peters; sindromedePeutz-
Jeghers;sindromedePfeiffer;fenilcetonuria;gotarelacionadaconfosforribosilpirofosfatosintetasa;deficienciade
fosforilasa cinasa hepatica y muscular; piebaldismo;pilomatricoma; pinealoma con retinoblastoma bilateral;
adenoma de secrecion de ACTH pituitaria;deficienciadehormonapituitaria;tumordepituitaria; deficiencia de
sulfatasa esteroide placentaria; deficiencia de inhibidor de plasmina; deficiencia de plasmindgeno (tipos |y I);
enfermedad de Tochigi por plasmindgenos; trastorno de plaquetas; deficiencia de glicoproteina IV de
plaguetas; deficiencia de acetilhidrolasa de factor de activacion de
plaguetas;enfermedadrenalpoliquistica;osteodisplasialipomembranosapoliquistica con leucoencefalopatia
esclerosante; polidactilia, postaxial; poliposis; sindrome de pterigio popliteal; Porfiria (hepatica aguda o
intermitente aguda o eritropoyética congénita); Porfiria cutaneatarda; Porfiria hepatoeritropoyética; Porfiria
variegata; sindrme de Prader-Willi; pubertad precoz; insuficienciaovarica prematura; progeriatipo I;

progeriatipoll;oftalmoplegiaexternaprogresiva;colestasisintrahepatica progresiva-2; prolactinoma
(hiperparatiroidismo; sindrome carcinoide); deficiencia de prolidasa; propionicacidemia; cancer de prostata;
deficiencia de proteina S; proteinuria; protoporfiria (eritropoyética);

pseudoacondroplasia;pseudohermafroditismo;pseudohipoaldesteronismo;pseudohipoparatiroidismo;

hipospadias perineoscrotal pseudovaginales; raquitismo por deficiencia en pseudovitamina D;
Pseudoxanthoma elasticum (dominante autosémica; recesivaautosémico);proteinosisalveolar
pulmonar;hipertensiénpulmonar;purpurafulminante;picnodisostosis;piropiquilocitosis; deficiencia de piruvato
carboxilasa; deficiencia de piruvato deshidrogenasa; sindrome de Rabson-Mendenhall; enfermedad de
Refsum; carcinoma de célulasrenales;acidosistubularrenal;acidosis tubular renal con sordera; sindrome de
acidosis tubular renal-osteopetrosis;reticulosis (histiocitica familiar); degeneracion retinal; distrofia retinal;
retinitis pigmentosa; retinitis punctataalbescens;retinoblastoma; deficiencia de proteina de unién a retinol;
retinoschisis; sindrome de Rett; sindrome de Rh(mod); sindrome de predisposicion Rabdoide; tumores
rabdoides;rabdomiosarcoma;rabdomiosarcoma(alveolar);Rhizomelicchondrodysplasia punctata; sindrome de
Ribbing; raquitismo (resistente a vitamina D); anomalia de rieger; sindrome de Robinow; sindrome de
Rothmund-Thomson; sindrome de Rubenstein-Taybi;sacaropinuria; sindrome deSaethre-
Chotzen;enfermedaddeSalla;enfermedadde Sandhoff (formas infantil, juvenil y adulta); sindrome de Sanfilippo
(tipo A o tipo B); enfermedad de Schindler;esquizencenfalia;esquizofrenia (crénica); Schwannoma
(esporadico); SCID (recesivo autosémico, tipo T negativo/Bpositivo); w/TMD de via secretora; SED congénita;
sindrome de Segawa; defecto de «células T selectivo, SEMD (tipo Pakistani); SEMD (tipo
Strudwick);displasiaseptooptica;inmunodeficienciacombinadasevera (negativa a células B); inmunodeficiencia
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combinada severa(negativaa células T, tipo positivo a células B/células asesinas naturales);
inmunodeficiencia combinada severa (ligada a X); inmunodeficiencia combinada severa debida a deficiencia
en ADA; inversion de sexo (XY, coninsuficiencia adrenal); sindrome de Sezary;sindromedeShah-
Waardenburg; estatura corta;sindromedeShprintzen-Goldberg;trastorno de almacenamiento de acido sialico;
sialidosis (tipo | o tipo |l); sialuria; anemiadecélulasfalciformes;sindromedeSimpson- Golabi-
Behmel;Situsambiguus;sindromedeSjogren-Larsson;sindromedeSmith-Fineman- Myers; sindrome de Smith-
Lemli-Optiz (tipo | o tipo Il); smatotrofinoma; distrofia de fondo de sorsby; paraplejia espastica; esferocitosis;
esferocitosis-1; esferocitosis-2; atrofia muscular espinal y bulbar de
Kennedy;atrofiamuscularespinal;ataxiaespinocerebelar;disostosisespondilocostal; displasia tardia
espondiloepifisea;displasia espondilometafisea; (tipo Japonés); enfermedad de Stargardt-1; esteatocistoma
multiple; sindrome de Stickler; sindrome de Sturge- Weber; heteropia laminar subcortical; heteropia laminar
subcortical; deficiencia de semialdehidodeshidrogenasasuccinica;intoleranciaasacarosa;sindromede
Sutherland-Haan; elevacion de cloruro en sudor sin CF; sinfalangismo; sindrome de sinostoses;
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 leporo Hb; displasia tanatoforica (tipos | o Il); sindrome de anemia megaloblastica sensible a tiamina;
trombocitemia; trombofilia (displasminogenémica); trombofilia debida a deficiencia en cofactor de heparina ll;
trombofilia debida a deficiencia en proteina C; trombofilia
debidaadefectoentrombomodulina;adenomadetiroides;resistenciaahormona tiroides; deficiencia de yodo
peroxidasa en tiroides; sindrome de Tietz; metabolizador deficiente de tolbutamida; sindromedeTownes-
Brocks; deficiencia de transcobalamina I; disostosis mandibulofacial de
TreacherCollins;sindrometricondotdseo;sindrometricorinofalangeo;tricotiodistrofia; deficiencia de proteina
trifuncional (tipo | o tipo Il); deficiencia de tripsindgeno; esclerosis tuberosa-1, esclerosis tuberosa-2; sindrome
de Turcot; tirosina fosfatasa; tirosinemia; sindrome de Ulnar- mamario; urolitiasis (2,8-dihidroxiadenina);
sindrome de Usher(tipo1Bo tipo2A);malformacionesvenosas;taquicardiaventricular;virilizacion;defectos de
coagulaciéndependientesdevitaminaK;deficienciade VLCAD; sindrome de Vohwinkel; sindrome devonHippel-
Lindau; enfermedad de von Willebrand; sindrome de Waardenburg; sindrome de Warrdenburg/albinismo
ocular; variante neurolégica de Waardenburg-Shah; sindromedeWaardenburg-
Shah;sindromedeWagner;sensibilidadawarfarina; sindrome de Watson; sindrome de Weissenbacher-
Zweymuller; sindrome de Werner; disostosis acrodental de Weyers; nevus despigmentado; sindrome de
Williams-Beuren; tumor de Wilms (tipo 1); enfermedad de Wilson; sindrome de Wiskott- Aldrich; sindrome de
Wolcott- Rallison; sindrome de Wolfram; enfermedad de Wolman; xantinuria (tipo 1);xeroderma pigmentoso;
X-SCID; sindrome de hipopigmentacion de sordera- ceguera Yemenite; hipercalcemia ipocalciurica (tipo |);
sindrome de Zellweger y sindrome de Zlotogora- Ogur.

Las enfermedades a tratar en el contexto de la presente invencién igualmente incluyen enfermedades que
tienen un antecedente genético heredado y que son causadas tipicamente por un
solodefectogénicoyseheredandeacuerdoconlasleyesdeMendel, preferentemente seleccionadas del
grupoconsistenteenenfermedades heredadas autosémicas-recesivas, por ejemplo deficiencia de adenosina
desaminasa, hipercolesterolemia familiar, sindrome de Canavan, enfermedad
deGaucher,anemiadeFanconi,lipofuscinosisceroide neuronal, mucoviscidosis (fibrosis quistica), anemia de
células falciformes,fenilcetonuria,alcaptonuria,albinismo,hipotireosis,galactosemia, deficiencia de alfa- 1- anti-
tripsina, xeroderma pigmentoso, sindrome de Ribbing, mucopolisacaridosis, labio leporino, paladar hendido,
sindrome de Laurence Moon Biedl Bardet, sindrome de polidactiia de costilla corta,
cretinismo,sindromedeJoubert,progeriatipoll,braquidactilia,sindromeadrenogenital y enfermedades heredadas
por cromosoma X, tales como, por ejemplo, ceguera de color, por ejemplo, ceguera a rojo/verde, sindromeX
fragil, distrofia muscular(tipoDuchenneyBecker-Kiener),hemofiliaAy B, deficiencia de G6PD, enfermedad de
Fabry, mucopolisacaridosis, sindromedeNorrie,retinitispigmentosa, granulomatosisséptica,X-SCID,deficiencia
de ornitina transcarbamilasa, sindrome de Lesch-Nyhan, o de enfermedades heredadas dominantes
autosémicas, tales como, por ejemplo,
angioedemahereditario,sindromedeMarfan,neurofibromatosis,progeriatipo I,  osteogénesis  imperfecta,
sindrome de Klippel-Trenaurnay, sindrome de Sturge-Weber, sindrome de Hippel-Lindau y esclerosis por
tuberosis.

Lapresenteinvencidntambiénpermiteel tratamiento de
enfermedadesquenohansidoheredadasoquepodriannoserresumidasbajolascategoriasanteriores.Estasenferm
edadespueden incluir, por ejemplo, el tratamiento en pacientes que requieran de un factor de proteina
especifico, por ejemplo, una proteina terapéuticamente efectiva especifica como la mencionada arriba. Esto
puede, por ejemplo, incluir pacientesdedialisis,porejemplo,pacientesquesufranunadialisisrenal(regular), y que
puedan estar en necesidad deproteinas terapéuticamente activas especificas como las definidas aqui,por
ejemplo, eritropoyetina (EPO), etc.

Igualmente,lasenfermedadesenelcontextodelapresente

invenciénpuedenincluirenfermedadescardiovascularesseleccionadasde,sin limitarse a, enfermedad cardiaca
coronaria, arteriosclerosis, apoplexia e hipertension, etc.
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Finalmente, las enfermedades en el «contexto de Ila presente invencion se pueden
seleccionardeenfermedadesneuronalesincluyendo
porejemploenfermedaddeAlzheimer,esclerosislateralamiotréfica,distonia, epilepsia, esclerosis multiple y mal
de Parkinson, etc.

De acuerdo con otra realizacién, la presente invencion esta dirigida alsegundo usomédico delcomplejo de
cargaportador poliméricode la invencion como se define aqui, esto es del complejo de carga portador
polimérico de la invencién para su usoen el tratamiento de enfermedades como las definidas aqui por medio
de terapia génica.

En una realizacion preferente mas, el complejo de carga portador poliméricodelainvenciénpuede emplearse
paralapreparaciondeunacomposiciénfarmacéutica,unagenteinmunoestimulador,unadyuvanteo una vacuna.

La composicion farmacéutica de la invencion, el agente inmunoestimulador, adyuvante o la vacuna pueden
ademas usarse para el tratamiento de una enfermedad o un trastorno como el definido aqui.

De acuerdo con una realizacion final, la presente invencién también proporciona kits, particularmente kits de
partes, que comprenden como componentes solos oen combinacion coningredientes adicionales al menos un
complejo de carga portador polimérico de la invencion como se
defineaqui,almenosunacomposicionfarmacéutica,un agenteinmunoestimulador, un adyuvante o una vacuna
que comprende los mismos y/o kits que comprenden los mismos, y opcionalmente instrucciones técnicas con
informacion sobre la administracion y dosis de la molécula portadora polimérica, el acido nucleico, el complejo
o portador polimérico de la invencion y/o la composicion farmacéutica de la invencion.Estos Kkits,
depreferencia kits de partes, puedenseraplicados,porejemplo,para cualquiera de las aplicaciones o usos
mencionados  arriba. Estoskits, cuandosepresentancomounkitdepartes,puedencontenerademascada
componentedelacomposiciénfarmacéuticadelainvencion, agente inmunoestimulador, adyuvante o vacuna en
una parte diferente del kit.

Enlapresenteinvencion,sinoseindicalocontrario,las diferentes caracteristicas de alternativas y realizaciones
pueden combinarseunas con otras cuando sea adecuado.Ademas, el término “que comprende” no se debera
considerar como significando “que consiste en”, si no se menciona especificamente. Sin embargo, en el
contexto de la presente invencion, el término “que comprende” puede sustituirseconeltérmino “que consiste
en”, cuando sea adecuado.

Breve descripcion de las figuras

Las siguientes figuras intentan ilustrar mas la invencién.No se intenta que limiten la materia de la invencion a
las mismas.

Figura 1: muestra la expresion de luciferasa en células HepG2 después de transfeccion con
complejos de carga portadores poliméricos que comprenden5ugdeARNmquecodificaparaluciferasa(R1180).
CR12 C/R1180 indica el complejo de carga portador poliméricodela invencion formado por el péptido
catiénico entrelazado por disulfuro CR12 C (Cys-Arg12 -Cys)yelARNmR1180comocargadeacidonucleico.R12
/R1180 indicaun complejo de carga portador no inventivo formado por el péptido catiénico no polimerizado
R12 (Arg12) y elARNmR1180como carga de acido nucleico para efectos de comparacion.Los complejos
contienen péptido catidnico y acido nucleico en una relacién en masa 1:2 (p/p) o 2:1 (p/p) como se
indica.R1180 representa células que fueron transfectadas con ARN no complejado.
Tamponrepresentaelcontrolnegativoparacélulas no transfectadas. Después de 24 horas se cuantifico el nivel
de luciferasa en los lisados por medicidon por quimioluminiscencia de oxidacién de luciferina.Los puntos de
datos indican réplicas biolégicas individuales.Los resultados muestran primero que los complejos
decargaportadorespoliméricosdelainvencion(CR 12 C/R1180)inducen niveles mas altos de expresion de
luciferasa que los complejos de carga portadoresnoinventivos(R12 /R1180)conelpéptidoR12nopolimerizado.
Y en segundo lugar se podria mostrar que relaciones N/P de mas de 1 son adecuadas para transfeccion in
vitro.

Figura 2: muestra la expresion de luciferasa (in vitro) en células HepG2 yen células B16F 10 después
de transfeccion con complejos de carga portadores poliméricos que comprenden 5 ug de ARNm que codifica
para luciferasa(R1180).CR12C/R1180Indicaelcomplejodecargaportadorpolimérico de la invenciéon formado
por el péptido catiénico reticulado pordisulfuro CR12 C (Cys-Arg12 -Cys) y el ARNm R1180 como carga de
acido nucleico. R12 /R1180 Indica un complejo de carga portador no inventivo formado porelpéptido
catidniconopolimerizadorR12(Arg12)y elARNmR1180comocargadeacidonucleicoparaefectosdecomparacion.
CR9 C/R1180 Indica el complejo de carga portador poliméricodela invencion formado por elpéptido catiénico
polimerizado CR9 C(Cys-Arg9 -Cys) y el ARNm R1180 como carga de acido nucleico.Los complejos
contienen un péptido catidnico y acido nucleico en una relacion masica 2:1 (p/p). R1180 representa células
que fueron transfectadas con ARN no complejado. Tampon representa el control negativo para células
notransfectadas. Después de 24 horas se cuantificd el nivel de luciferasa en los lisados por mediciéon de
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quimioluminiscencia de oxidacién de luciferina.Los puntos de datos indican réplicas bioldgicas individuales.
Los resultados muestran que los complejos de carga portadorespoliméricos de la invencion (CR12C/R1180 y
CR9/CR1180) inducen niveles mas altos de expresion de luciferasa que los complejos de carga portadores
no de la invencion (R12 /R1180 yR9 / 1180)conlospéptidosno polimerizados R9y R12.

Figura3: muestralaexpresioninvivodeluciferasadespuésde inyeccion intradérmica en ratones BALB/c hembra
de 5 uyg de ARNm que codifica para luciferasa (R1180). CR12 C/R1180 Indica el complejo de carga portador
polimérico de la invencion formado por el péptido catidnico entrelazadopordisulfuroCR12C(Cys-Arg12-
Cys)yelARNmR1180comocarga deacidonucleico. R12/R1180 Indicauncomplejodecargaportador no inventivo
formado por el péptido catidnico no polimerizador R12(Arg12) y el ARNm R1180 como carga de acido
nucleico para efectos de comparacion.CR9C/R1180 Indica el complejo de carga portador poliméricode la
invencion formado por el péptido cationico polimerizado CR9C (Cys-Arg9-Cys) y el ARNm R1180 como carga
de acido nucleico. Los complejos contienen un péptido catiénico y acido nucleico en una relacion 2:1 (p/p)
como se indica.Después de 24 horas el nivel de luciferasa se cuantifico en loslisados de tejido por un ensayo
de quimioluminiscencia.Los resultados muestran primero que nada que los complejos de carga portadores
poliméricos de lainvencion(CR12 C/R1180)inducen niveles mas altos de expresion de luciferasa que los
complejos de carga portadoresnoinventivos(R12 /R1180)conelpéptidoR12nopolimerizado(de hecho no pudo
detectarse expresion de luciferasaenlamuestraconel péptido no polimerizado R12). Y en segundo lugar se
podria mostrar que relaciones N/P de mas de 1 son adecuadas para transfeccion in vitro.

Figura 4: muestra la curva de correlacién en bruto para los complejos de carga poliméricos
portadores de la invencion formados por lospéptidos catidnicos reticulados por disulfuro CR12C y CR7C
como portador para liofilizacién en comparacion con los complejos no de la invencién con péptidos cationicos
no polimerizadores como portadores (R12yR7)
mediantedispersiondeluzdinamicausandoZetasizerNano(Malverninstruments, Malvern, RU). Los diametros
hidrodinamicos fueron medidos con complejos recién preparados y con complejos reconstituidos después de
liofilizacion.La relacion masica péptido:ARNera 1:2.Como resultado
sepuedemostrarqueloscomplejosdecargaportadorespoliméricosdelainvencion que comprenden péptidos
quecontienencisteinacomo componentes catidnicos que llevan a una polimerizacién del portador polimérico
por enlaces disulfuro no cambian en tamafio en contraste por los complejos formados por péptidos no
polimerizadores con incremento en tamafio y por lo tanto no son estables durante la etapa de
liofilizacion.Portanto, loscomplejosconpéptidospolimerizadoscomoportadores poliméricos muestran
propiedades adecuadas para la liofilizacién.

Figura 5: muestra el potencial Zeta de complejos de carga portadores poliméricos de la invencion
formados por el péptido catidnico reticuladopordisulfuroCR12CyR722comocargadeacidonucleicoadiferentes
relaciones p/p de acuerdo con la invenciéon.Como se puede

ver,elpotencialzetacambiadepositivoanegativocuandolarelacionp/ p cambia de exceso de péptido a una
relacion 1: 1 (péptido/ ARN).

Figura 6A: muestra la secreciondecitoquina hIFNa(in vitro)
enhPBMCsdespuésdeestimulacionconcomplejosdecargaportadorespoliméricos formados
porelpéptidocatidnicoentrelazadopordisulfuro CR12 C y el CpG 2216 como carga de acido nucleico en una
relacion en masa 1:2,5 (p/p C/ CpG 2216) de acuerdo con la invencion. Como puede verse, los complejos de
carga portadores poliméricos de la invencion llevaron a unincremento de liberacion decitoquina hiIFNa en
hPBMCs en comparacion con la carga de acido nucleico sola o el péptido catiénico solo.

Figura 6B: muestra la secrecion decitoquina hTNFa (in Vitro)
enhPBMCsdespuésdeestimulacionconcomplejosdecargaportadorespoliméricos formados
porelpéptidocatidnicoreticuladopordisulfuro CR12 C y el CpG 2216 como carga de acido nucleico en una
relacion en masa 1:2,5 (p/p) (CR12 C/CpG 2216) de acuerdo conlainvencion.Comose puede ver,
loscomplejosdecargaportadorespoliméricosdelainvencion no llevaron a un incremento en liberacion
decitoquina hTNFa en hPBMCs encomparacién con la carga de acido nucleico sola o el péptido catidnico
solo.

Figura 7A: muestra la secrecion decitoquina hIFNa (in vitro) en hPBMCs después de estimulacion con
complejos de carga portadores poliméricos formados por el péptido catidnico reticulado pordisulfuro
CR12yelARNmMR491quecodificaparaluciferasacomocargadeacidonucleico en una relacién en masa 1:2 (p/p)
(CR12 C/R491) de acuerdo conla invencién. Como se puede ver, los complejos de carga portadores
poliméricos de la invencion llevaron a un incremento en la liberacién decitoquina hIFNa en hPBMCs en
comparacion con la carga de acido nucleico sola o el péptido catiénico solo.

Figura 7B: muestra la secrecion decitoquina hTNFa (in vitro) en hPBMCs después de estimulacion con
complejos de carga portadores poliméricos formados por el péptido catidnico entrelazado pordisulfuro
CR12yelARNmMR491quecodificaparaluciferasacomocargadeacidonucleico en una relacién en masa 1:2 (p/p)
(CR12 C/R491) de acuerdo con la invencién. Como puede verse, los complejos de cargaportadores
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poliméricos de la invencion llevaron a un incremento de liberacion decitoquina hTNFa en hPBMCs en
comparacion con la carga de acido nucleicosola o el péptido cationico solo.

Figura 8A: muestra la secrecion de lacitoquina hlIFNa(in vitro) en hPBMCs después de estimulacion
con complejos de carga portadores poliméricos formados por el péptido catiénico reticulado por disulfuro
CR12 C y un oligonucleétido de ARN rico en GU corto (rico en GUcorto) como carga de acido nucleico en una
relacion en masa 1:2,5 (p/p)(CR12 C/rico en GU corto) de acuerdo con la invencién. Como puede verse, los
complejos de carga portadores poliméricos de la invencion llevaron a un incremento en la liberacion
decitoquinas hIFNa en hPBMCs en comparacién con la carga de acido nucleico sola o el péptido catidnico
solo.

Figura 8B: muestra la secrecion decitoquina hTNFa (in vitro) en hPBMCs después de estimulacion con
complejos de carga portadores poliméricos formados por el péptido cationico reticulado pordisulfuro CR12 C y
un oligonucledtido de ARN rico en GUcorto(ricoenGUcorto)
comocargadeacidonucleicoenunarelaciénenmasai:2,5(p/p)(CR12 C/rico en GU corto) de acuerdo con la
invencion.Como puede verse, los complejos de carga portadores poliméricos de la invencion llevaron a un
incremento de liberacién decitoquina hTNFaenhPBMCsencomparacion con la carga de acido nucleico sola o
el péptido catidnico solo.

Figura 9A: muestra la secrecion decitoquina hiIFNa (in vitro) en hPBMCs después de estimulacion con
complejos de carga portadores poliméricos formados por el péptido catidnicoreticuladopordisulfuro CR7 C y el
ARNSsi R722 rico en GU de no codificacion largo como carga
deacidonucleicodeacuerdoconlainvencion.Comopuedeverse,loscomplejos de carga portadores poliméricos de
la invencion (CR7 C/R722) llevaron a un incremento de liberacion decitoquina hlIFNa en hPBMCs en
comparacionconcomplejosdecargaportadoresnodelainvencion (R7/R722) formados por el péptido no
polimerizado R7 .

Figura 9B: muestra la secrecion decitoquina hTNFa (in vitro) en hPBMCs después de estimulacion con
complejos de carga portadores poliméricos formados por el péptido catidnicoreticuladopordisulfuro CR7 C y el
ARNSsi R722 rico en GU de no codificacion largo como carga de
acidonucleicodeacuerdoconlainvencion.Comopuedeverse,loscomplejos
decargaportadorespoliméricosdelainvencion(CR7 C/R722) sdlo llevaron a un incremento débil de liberacion
decitoquina hTNFa en hPBMCs en comparaciéon con complejos de cargaportadoresnodela invencion (R7 /
R722) formados por el péptido no polimerizado R7.

Figura 10A: muestra la secrecion decitoquina hlFNa (in vitro)en hPBMCs después de estimulacién con
complejos de carga portadores poliméricos formados por el péptido catidnicoreticuladopordisulfuro CR9 C y el
ARNSsi R722 rico en GU de no codificacion largo como carga de
acidonucleicodeacuerdoconlainvencion.Comosepuedever,loscomplejos de carga portadores poliméricos de la
invencion (CR9 C/R722) llevaron a un incremento de la liberacion decitoquina hlIFNa en hPBMCs en
comparacion con complejos de carga portadores no inventivos (R9/R722) formados por el péptido no
polimerizado R9 .

Figura 10B: muestra la secrecion decitoquina hTNFa (in vitro) en hPBMCs después de estimulacion con
complejos de carga portadores poliméricos formados por el péptido catidnicoreticuladopordisulfuro CR9 C y el
ARNSsi R722 rico en GU de no codificacion largo como carga de
acidonucleicodeacuerdoconlainvencion.Comopuedeverse,loscomplejos de carga portadores poliméricos
delainvencion(R9 C/R722)no llevan a un incremento de la liberacion decitoquina hTNFa en hPBMCs en
comparacion con los complejos decargaportadoresnodelainvencion (R9 / R722) formados por el péptido no
polimerizado R9.

Figura 11A: muestra la secrecion decitoquina hlFNa (in vitro)en hPBMCs después de estimulacién con
complejos de carga portadores poliméricos formados por el péptido cationico reticulado pordisulfuro CR12 C y
el ARNsi R722 como cargadeacidonucleicoadiferentes relaciones p/p de acuerdo con la invencién. Como se
puede ver, los complejosdecargaportadorespoliméricosdelainvenciénllevaronaunincremento en la liberacion
decitoquina hIFNa enhPBMCs encomparacion con la carga de acido nucleico sola o el péptido catidnico solo.

Figura 11B: muestra la secrecion decitoquina hIFNa (in vitro)
enhPBMCsdespuésdeestimulacionconcomplejosdecargaportadorespoliméricos  formados por el péptido
catiénico reticulado pordisulfuro CR12 C y el ARNsi R722 como cargadeacidonucleicoadiferentes relaciones
p/p de acuerdo con la invencion. Como se puede ver, los
complejosdecargaportadorespoliméricosdelainvencionllevaronaunincremento en la liberacién decitoquina
hlIFNa en hPBMCs en comparacion con la carga de acido nucleico sola o el péptido catiénico solo.

Figura 12A: muestra la secrecion decitoquina hiIFNa (in vitro) en hPBMCs después de estimulacion con
complejos de carga portadores poliméricosformadosporelpéptidocationicoreticuladopordisulfuroCH6 R4 H6 C,
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CH3 R4 H3 C y CHK 7 HC y el ARNsi R722 como cargadeacido nucleico a diferentes relaciones N/ P de
acuerdo con la invencion. Como se puede ver, los complejos de carga portadores poliméricos de la invencion
llevaron a un incremento en la liberacién decitoquina hIFNa en hPBMCs en comparaciéon con la carga de
acido nucleico sola o el péptido catiénico solo.

Figura 12B: muestra la secrecion decitoquina hIFNa (in vitro) en hPBMCs después de estimulacion con
complejos de carga portadores poliméricos formados por el péptido cationico reticuladopordisulfuro CH6 R4
H6 C, CH3 R4 H3 C y CHK 7 HC y el ARNsi R722 como carga de acido nucleico a diferentes relaciones N/ P
de acuerdo con la invencién.Como sepuede ver, los complejos de carga portadores poliméricos delainvencion
llevaron a un incremento en la liberacién decitoquina hIFNa en hPBMCs en comparacién con la carga de
acido nucleico sola o el péptido catiénico
solo.Particularmentecomplejosdecargapoliméricosdelainvenciénconuna relaciéon N/ P mas grande o igual que
1 resultan en secrecion de TNFalfa.

Figura13: muestraelefecto(invivo)delaadiciondel
complejodecargaportadorpoliméricodelainvencionformadoporelpéptidocationicoreticuladopordisulfuroCR12
Ccomoportadoryel ARNsi R722 como carga de acido nucleico a la vacunadeproteina ovalbumina (proteina
OVA) para usarse como un adyuvanteen experimentos de reto de tumor. Como se puede ver, el complejo de
carga
portadorpoliméricodelainvenciondesaceleraextremadamenteelcrecimientodetumorencomparaciénconlavacuna
deproteinasola,que no tiene efecto en el crecimiento de tumor en comparacion con el control de regulador de
pH.

Figura14: muestraelefecto(invivo)delaadiciondel
complejodecargaportadorpoliméricodelainvencionformadoporelpéptidocationicoreticuladopordisulfuroCR12
Ccomoportadoryel ARNsi R722 como carga de acido nucleico a la vacunadeproteina ovalbumina (proteina
OVA) para usarse como un adyuvante en la induccién de anticuerpos IgG2a especificos de ovalbumina.
Como se puede ver, el complejodecargaportadorpoliméricodelainvencionincrementafuertemente la respuesta
de célulasB,locualpruebalaspropiedades adyuvantes
benéficasdeloscomplejosdecargaportadorespoliméricosde la invencion, particularmente con respecto a la
induccién de una respuesta inmune desplazada por Th1.

Figura 15: muestra el efecto (in vivo) de la adiciéon del complejo de carga portador polimérico de la
invencion formado por el péptido cationico reticuladopordisulfuroCR12  Ccomoportadoryel
ARNSsiR722comocargadeacidonucleicoalavacunadeproteinaovalbimina(proteinaOVA)olavacunadepéptidoesp
ecificode ovalbumina SIINFEKL para usarse como un adyuvante en la inducciéon de células T citotoxicas
especificas de ovalbumina. Como se puede ver, el complejo de carga portador polimérico dela
invenciénincrementa fuertementelainducciéndecélulasTcitotoxicasespecificasdeovalbimina, lo cual prueba
las propiedades adyuvantes benéficas de los complejos de carga portadores poliméricos de la invencion,
particularmente con respecto a la induccion de una respuesta inmune desplazada por Th1.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos intentan ilustrar mas la invencion. No se intenta que limiten la materia de la invencion
a los mismos.

1. Reactivos:

Péptidos catidnicos como componente catiénico:

R7: Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg (Argy;)

CR,C: Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (CysArg,Cys)

Rg: Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg (Argg)

Rz Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg (Arg,)

CRgC: Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys (Cys-Argg-Cys)

CR45C: Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg (Cys-Arg,,-Cys)
Acidos nucleicos como carga:

R1180: ARNm que codifica para luciferasa (SEQ ID NO: 384)

R722: ARN rico en isGU de no codificacion largo (SEQ ID NO: 385)
R491: ARNmM que codifica para luciferasa (SEQ ID NO: 386)
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CpG 2216: oligonucledtido CpG (SEQ ID NO: 387)
Rico en GU corto: oligonucleétido de ARN rico en GU (SEQ ID NO: 369).

2. Preparacion de s ecuencias de acido nucleico:

Para los presentes ejemplos se prepararon secuencias de acido nucleico como se
indicéenelejemplo1yseusaronparalaformacionde
loscomplejosdecargaportadorespoliméricospolimerizadosdelainvencion o para complejos de carga portadores
no polimerizados para comparacion. Estos complejos de cargaportadorespoliméricosseusaron para
transaccion in vitro e in vivo, para inmunoestimulacion in vitro y para caracterizaciones de particulas.

De acuerdo con una primera preparacion, se prepararon las secuencias de ADN que codifican para las
secuencias de ADN R1180, R722 y R491. Las secuencias de las moléculas de ARN correspondientes se
muestran en el listado de secuencias (SEQ ID NOS: 384, 385 y 386).

Las secuencias ricas en GU cortas y losoligonucleotidosCpG 2216 se
prepararonmediantesintesisenfasesélidaautomaticamediante quimica de fosforamidita. Lassecuencias se
muestran en el listado de secuencias (SEQ ID NOS: 387 y 369).

2. Transcripcion in vitro:

Los plasmidosdeADNrespectivospreparadosdeacuerdocon el ejemplo 2 para R1180, R722 y R91 fueron
transcritos in vitro usando T7-polimerasa(T7-
OptiARNmkit,CureVac, Tibingen,Alemania)siguiendolasinstruccionesdelfabricante.Posteriormenteel ARNmsep
urificdusando PureMessenger®(CureVac, Tubingen, Alemania).

3. Sintesis de complejos de carga portadores poliméricos

Las secuencias de acido nucleico definidas arriba en el
ejemplo1semezclaronconloscomponentescationicoscomolosdefinidosenelejemplo1.Portanto,lacantidadindicad
adesecuenciadeacido nucleico se mezclé con el componente catiénico respectivo en relaciones de masa
como se indican, formando asi un complejo. Siseusaban
componentescatiénicosdepolimerizaciondeacuerdoconlapresenteinvencién, la  polimerizaciéon de los
componentes cationicos tuvo lugar simultaneamente la complejacion de la carga de acido nucleico.
Posteriormente  la  soluciéon  resultante se ajust6 con agua a un volumen final
de50ulyseincubddurante30minutosatemperaturaambiente.Las diferentes relaciones componente
catiénico/acido nucleico usadas en los experimentos se muestran en la tabla 1.

Muestra(péptido catiénico/ acido Re;;a::'i)c':?l ;n RelacionN/P Relaciénmol
nudeico) masa ar
CR12C/R1180 1:2 0.9 44:1
CR12C/R1180 2:1 3.6 185:1
R12/R1180 1:2 0.7 48:1
R12/R1180 2:1 2.5 146:1
CR9C/R1180 2:1 0.9 55:1
R9/R1180 2:1 1.1 65:1
CR7C 1:2 0.8 70:1
R7 1:2 1.0 85:1
CR12C/CpG 1:2,5 4.9 8:1
CR12C/R491 1:2 0.9 150:1
CR12C/ricoenGUcorto 1:2,5 4.9 8:1
CR12C/R722 5:1 9.6 4441

-59-



10

15

20

25

30

ES 2 558 106 T3

CR12C/R722 4:1 7.6 355:1
CR12C/R722 3:1 5.7 266:1
CR12C/R722 2:1 3.8 1771
CR12C/R722 1:1 1.9 88:1
CR12C/R722 1:2 0.9 44:1
CR12C/R722 1:3 0.6 29:1
CR12C/R722 1:4 0.5 22:1
CR12C/R722 1:5 0.4 17:1

Relacion N/P = Es una medida de la carga idénica del componente cationico del portador polimérico o
del portador polimérico como tal. En caso de que las propiedades catidnicas del componente
catidnico se proporcionen por atomos de nitrégeno, la relacion N/P es la relacion entre atomos de
nitrégeno basicos y residuos fosfato, considerando que los atomos de nitrégeno confieren a cargas
positivas y fosfato del esqueleto de fosfato del acido nucleico confiere a la carga negativa. N/P se
calcula de preferencia por la siguiente férmula: N/ P = pmol [ARN]* relacion*cationico AS/ug
ARN*3*1000

Como ejemplo se aplico el ARN R722 de acuerdo con SEQ ID NO: 385, con un peso molecular de
186 kDa. Por tanto 1 ug de ARN R722 confiere a 5,38 pmol de ARN.

4. Transfeccion de células HepG2 y B16F10:

Se prepararon complejos de carga portadores poliméricos que contenian 5 ug de ARN que codificaba para
luciferasa (R1180)comose indica en el ejemplo 3. Células HepG2 o B16F10 (150x10%pocillo) fueron
sembradas 1 dia antes de la transfeccién en placas de microtitulaciéon de 24pocillos llevando a una
confluencia del 70% cuando se llevd a cabo la ftransfecciéon. Para la transfeccion, 50 i
delasoluciondecomplejode carga portador polimérico se mezclaron con 250 pl de medio libre de suero y se
afadieron a las células (concentracion final de ARN: 13 pg/ ml).Antesde la adicion de la solucién de
transfeccion libre de suero las células fueron lavadas suavemente y cuidadosamente 2 veces con 1 ml de
Optimen (Invitrogen) por pocillo.Luego, se afadio la solucién de transfeccion
(300ulporpocillo)alascélulasylascélulasseincubarondurante4horasa 37°C. Posteriormente se afiadieron 100 pl
de medio RPMI (Camprex)que contenia 10% de FCS por pocillo y las célulasseincubarondurante20 horas
mas a 37°C. La solucion de transfeccion fue succionada 24 horas después de la transfeccion y las células se
lisaron en 300 pl de regulador de pHdelisis(25mMdeTris-PO4,2mMdeEDTA,10%deglicerol,1%deTriton-
X100,2mMdeDTT).Lossobrenadantesfueronluegomezclados tampoén de luciferina (25 mM de dlicilglicina, 15
mMde MgSO, , 5 mM de ATP, 62.5 uM de luciferina) y se detecto la luminiscencia usando un luminémetro
(Lumat LB 9507 (Berthold Technologies,Bad Wildbad, Alemania).

5. Expresion de luciferasa in vivo:

Complejos de carga portadores poliméricos que contenian 5 Mg de
ARNmquecodificabaparaluciferasa(R1180)fueronpreparadoscomo

seindicéenelejemplo3.Posteriormentelasolucidnresultanteseajustocon una solucién de lactato de Ringer
hastaunvolumenfinalde100plyse incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente,produciendouna solucion
con una concentracion de 0,1 g/l de complejos de carga portadores
poliméricos.Seadministraronintradérmicamente 100pldeestasolucion(en la espalda) de ratones BALB/ c de
7semanasdeedad.Despuésde24 horas los ratones fueron sacrificados y las muestras (piel de laespalda)
fueron recuperadas, congeladas a -78°C y lisadas durante 3 minutos a
velocidadcompletaenunlisadordetejido(Qiagen,Hilden,Alemania).Posteriormente se afadieron 600 pl de
tampodnde lisis y las soluciones resultantes sesometieronotroséminutosavelocidadcompleta en el lisador de
tejidos. Después de 10 minutos de centrifugacion a 13.500 rpm a 4°C los sobrenadantes
semezclaronconreguladordepHde luciferina (25 mMde glicilglicina, 15 mM deMgSO., 5 mMde ATP,
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62,5uMdeluciferina)ylaluminiscenciasedetectdusandounluminémetro(Lumat LB 9507 (Berthold Technologies,
Bad Wilbbad, Alemania)).

6. Estimulacién decitoquinas en hPBMCs:

CélulasHPBMCdesangreperiféricadedonadoressanosseaislaron usando un gradiente Ficoll y se lavaron
posteriormente con 1 (PBS (solucion salina de tampén fosfato). Las células se sembraron después en placas
de microtitulacion de 96 pocillos (200x103/pocillo). Las células hPBMC
fueronincubadasdurante24horascon10uldelcomplejo de carga portador polimérico de la invencion del ejemplo
3 que contenia lacantidad indicada de acido nucleico en medio X-VIVO 15 Medium (BioWhittaker). El efecto
inmunoestimulador se midio al detectar la produccién decitoquinas de las hPBMCs (factor de necrosis tumoral
alfa e interferon alfa).Por lo tanto, las placas de microtitulacion de ELISA (NuncMaxisorb) se incubaron
durante la noche (o/n) con tampdénde unién (0.02% de NaNs, 15 mMdeNa,COs3,15mMdeNaHCO3,pH9,7), que
contenia ademas un anticuerpo decitoquina especifico. Las células se
bloquearondespuéscon1xPBS,quecontenial%deBSA(seroalbuminabovina).Elsobrenadantecelularsearnadioys
eincubddurante4 horas a 37°C. Posteriormente la placa de microtitulacion se lavécon 1xPBS, que contenia un
0,05% de Tween-20 y luegoseincubdconun anticuerpo secundario marcado con biotina (BD Pharmingen,
Heidelberg, Alemania).Se afiadié peroxidasa de rabano acoplada a estreptavidina a laplaca. Luego, la placa
se lavd de nuevo con 1xPBS, que contenia 0,05% de Tween-20 y ABTS (acido 2,2-azino-bis(3-etil-
benztiazolin-6-sulfénico) fue afiadido como un sustrato.La cantidad decitoquina se determiné midiendo la
absorcion a 405 nm (OD 405) usando una curva estandar concitoquinas
recombinantes(BDPharmingen,Heidelberg,Alemania)conellectorde ELISA Sunrise de Tecan (Crailsheim,
Alemania).

7. Mediciones de potencial zeta:

Elpotencialzetadeloscomplejosdecarga portadores
poliméricosseevaludporelmétododeelectroforesisconlaserDopplerusandounZetasizerNano(Malverninstrument
s, Malvern, RU). La medicion se llevo a cabo a 25°C y se us6 un angulo de dispersion de 173°.

8. Estabilidad de complejos después de liofilizacion:

Los diametros hidrodinamicos de los complejos de carga portadores poliméricos preparados arriba se
midieron mediante dispersion deluz dinamica usando un Zetasizer Nano (Malvern Instruments, Malvern, RU)
deacuerdo con las instrucciones del fabricante. Las mediciones se llevaron a cabo a 25°C en un tampodn
analizado por un método acumulativo para obtener los diametros hidrodinamicos e indices de polidispersion
de los complejos de carga portadores poliméricos. Los complejos decarga
portadorespoliméricosseformaroncomoseindicéenelejemplo3ylosdiametroshidrodinamicossemidieronconcomp
lejosreciénpreparadosy con complejos reconstituidos después de liofilizacion.

9. Experimentos de inmunizacion:

Paralainmunizacionlasvacunasproteinaovalbumina(OVA)(5 Mg) o] péptido especifico de
ovalbuminaSIINFEKL(50ug)se combinaron con los complejos de carga poliméricos de la invencion
R722/CR12C ( a una relacion 2:1 p/p) (30 pg R722/15 pyg CR12C)como adyuvante y se inyectaron
intradérmicamente en ratones C57BL/6 hembra (7 ratones por grupo paratumory 5 ratones por grupo para
deteccionde una respuesta inmune). La vacunacion se repitid 2 veces en 2 semanas. Para comparacion los
ratones fueron inyectados sin los complejos de carga portadores poliméricos de la invencion.

10. Detecciondeunarespuestainmuneespecificade antigeno (respuesta inmune de células B):

Ladetecciondeunarespuestainmuneespecificadeantigenos
(respuestainmunedecélulasB)sellevdéacabodetectandoanticuerposespecificos de antigenos.Asi,
setomaronmuestrasdesangrede ratones vacunados 5 diasdespuésdeladltimavacunacionyseprepararon los
sueros. Placas Maxi Sorb(NalgeneNuncinternational)serecubrieron con proteina de ovalbumina de Gallus
gallus. Después debloquearcon 1xPBSquecontenia0,05%deTween-20y1%deBSA lasplacasseincubaron
consueroderatondiluido.Posteriormenteseafiadidun anticuerpo secundario acoplado a biotina (anti-mouse-
IgG2a Pharmingen). Después de lavar, la placa seincubdconperoxidasaderabano- estreptavidina y
posteriormente se midié la conversion del substrato de ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-etil-benztriazolin-6-
sulfénico).

11. Deteccion de una respuesta inmune celular especifica deantigeno por ELISPOT:
5diasdespuésdelaultimavacunacionlosratonesfueron sacrificados, los bazos se retiraron y los esplenocitos se

aislaron.Para la deteccion de INFgamma, una placa de recubrimiento de varias pantallas (Millipore) se incubo
durante la nochecontamponde recubrimiento(tampdncarbonato-bicarbonato0,1MpH9,6,10,59 g/l de Na,COs,
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8,4 g/l de NaHCO3) que comprendia anticuerpo contralNFy (BD Pharmingen, Heidelberg, Alemania).
Aldiasiguiente,se afadieron 1 x 10° célula/pocillo y se volvieron a estimular con 1 pg/pocillo de péptido
relevante (SIINFEKL de ovalbumina); péptido irrelevante
(conexina=péptidodecontrol)oreguladordepHsinpéptido.Posteriormente las células se incubaron durante 24
horas a 37°C.Aldia siguiente las placas se lavaron 3 veces con PBS, una vez con agua y una vez con
PBS/0,05% de Tween-20 y posteriormente se incubaron con un anticuerpo secundario acoplado a
biotinadurante11-24horasa4°C. Después las placas se lavaron con PBS/0,05% de Tween-20 y se
incubarondurante 2 horas a temperatura ambiente con fosfatasa alcalina acoplada a estreptavidina en un
tampoén de bloqueo. Después de lavar con PBS/0,05% de Tween-20, el sustrato (sistema de sustrato liquido
de fosfato de 5-bromo- 4-cloro-3-indolilo/azul de nitrotetrazolio de Sigma
Aldrich, Taufkirchen,Alemania)seafiadidalaplacaylaconversiondel sustrato
pudodetectarsevisualmente.Lareaccidnsedetuvodespuésal lavar las placas con agua. Las placas
secasfueronluegoleidasporun lector de placa ELISPOT. Para visualizacion de los niveles de puntos los
numeros se corrigieron por sustraccion de fondo.

12. Ataque con tumor:
Unasemanadespuésdelaultimavacunacic’)n1x106células E.G7-
OVA(célulastumoralesqueexpresanestablementeovalbimina)seimplantaron subcutaneamente en los ratones

vacunados. El crecimiento de tumor se monitoreé midiendoeltamafiodeltumoren3dimensionesusando un
calibre.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> CureVac GmbH
BAUMHOF, Patrick

VOSS, Sohnke

KRAMPS, Thomas
KALLEN, Kajo

<120> Formacion de complejos de acidos nucleicos con componentes catidnicosentrelazados por disulfuro
para transfeccién e inmunoestimulacion

<130> CU01P094WO
<160> 387

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia: péptido catidnico o policationico de la férmula (Ib): Cys
{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400> 1
Cys Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Cys
1 5

<210> 2

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia: péptido catidnico o policationico de la férmula (Ib): Cys
{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400> 2

Cys Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Cys
1 5 10

<210> 3

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Descripcion de Secuencia: péptido catidnico o policationico de la férmula (Ib): Cys
{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400> 3

-63-



10

15

20

25

30

35

ES 2 558 106 T3

gys Arg Arg Arg ;;.rg Arg Arg Arg Arg .;Eg Cys

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

<220>

<223>

4
12

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de Secuencia: péptido cationico o policationico de la formula (Ib): Cys

{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400>

Cys
1

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

<220>

<223>

4

Arg Arg Arg ?rg Arg Arg Arg Arg igg Arg Ccys

5

13

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de Secuencia: péptido cationico o policationico de la formula (Ib): Cys

{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400>

5

t‘i.ys Arg Arg Arg .;.rg Arg Arg Arg Arg iEg Arg Arg Cys

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

<220>

<223>

6

14

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de Secuencia: péptido cationico o policationico de la formula (Ib): Cys

{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400>

Cys

1
<210>
<211>

<212>
<213>

<223>

6

Arg Arg Arg grg Arg Arg Arg Arg ?59 Arg Arg Arg Cys

7

15

PRT

Secuencia Atrtificial <220>

Descripcion de Secuencia: péptido cationico o policationico de la formula (Ib): Cys

{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400>

7

Cys Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Cys
1 5 10 15

-64 -



10

15

20

25

30

35

ES 2 558 106 T3

<210> 8

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcion de Secuencia: péptido catidnico o policationico de la férmula (Ib): Cys
{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400> 8

Eys Arg Arg Arg a;rg Arg Arg Arg Arg ?Eg Arg Arg Arg Arg Agg Cys
1

<210> 9

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcion de Secuencia: péptido catidnico o policationico de la férmula (Ib): Cys
{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400> 9

Cys Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5 10 15

Cys

<210> 10

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Descripcion de Secuencia: péptido catidnico o policationico de la férmula (Ib): Cys
{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400> 10

Cys Arg Arg Arg grg Arg Arg Arg Arg %‘g Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 15

Arg Cys

<210> 11

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Descripcion de Secuencia: péptido catidnico o policationico de la férmula (Ib): Cys
{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400> 11
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(iy's Arg Arg Arg J;rg Arg Arg Arg Arg igg Arg Arg Arg Arg ?Eg Arg

Arg Arg Cys

<210> 12

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcion de Secuencia: péptido catidnico o policationico de la férmula (Ib): Cys
{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400> 12

'fiiys Arg Arg Arg J;.r'g Arg Arg Arg Arg ?59 Arg Arg Arg Arg i;‘g Arg

Arg Arg Arg Cys
20

<210> 13

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcion de Secuencia: péptido catidnico o policationico de la férmula (Ib): Cys
{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400> 13

a‘iys Arg Arg Arg .;rg Arg Arg Arg Arg T{r;g Arg Arg Arg Arg ?Eg Arg

Arg Arg Arg Arg Cys
20

<210> 14

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcion de Secuencia: péptido catidnico o policationico de la férmula (Ib): Cys
{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys

<400> 14

gys Arg Arg Arg a;.rg Arg Arg Arg Arg ?Eg Arg Arg Arg Arg ;gg Arg

Arg Arg Arg ggg Arg Cys
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<210> 15

<211> 2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 15

Trp Tyr
1

<210> 16

<211> 2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 16

TYyr Trp

<210> 17

<211> 2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 17

Trp Trp
1

<210> 18

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 18

Tyr Tyr
1

<210>19
<211>3
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 19

Irp Tyr Trp

<210> 20

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 20
Tyr Trp Tyr
1

<210> 21

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 21

Irp Trp Trp

<210> 22

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 22
'{y r Tyr Tyr

<210> 23

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar
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<400> 23

Irp Tyr Trp Tyr

<210> 24

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 24
Tyr Trp Tyr Trp
1 <210> 25

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 25

Trp Trp Trp Trp
1

<210> 26

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 26
Phe Tyr
1

<210> 27

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 27
Tyr Phe
1

<210> 28

<211> 2
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<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 28
Phe Phe
1

<210> 29

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 29

ihe Tyr Phe

<210> 30

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 30

Tyr Phe Tyr
1

<210> 31

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 31
Phe Phe Phe
1

<210> 32

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar
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<400> 32
Phe Tyr Phe Tyr
1

<210> 33

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 33

Tyr Phe Tyr Phe
1

<210> 34

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 34
Phe Phe Phe Phe
1

<210> 35

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 35

Phe Trp
1

<210> 36

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar
<400> 36

Trp Phe
1

<210> 37
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<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 37
Phe Phe
1

<210> 38

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 38
Phe Trp Phe
1

<210> 39

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 39
Irp Phe Trp

<210> 40

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 40
Phe Trp Phe Trp
1

<210> 41

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar
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<400> 41

Irp Phe Trp pPhe

<210> 42

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 42

I)’I"‘ TYyr Tyr Tyr

<210> 43

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 43

Eys Tyr Cys

<210> 44

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 44

iys Trp Cys

<210> 45

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 45

Eys Trp Tyr Cys
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<210> 46

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 46

Eys Tyr Trp Cys

<210> 47

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 47

Eys Trp Trp Cys

<210> 48

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 48

Cys Tyr Tyr Cys
1

<210> 49

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 49

Cys Trp Tyr Trp Eys
1

<210> 50

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 50

i:‘.l:ys Tyr Trp Tyr (Slys

<210> 51

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 51

gys Trp Trp Trp cszys

<210> 52

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 52

Eys Tyr Tyr Tyr Eys

<210> 53

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 53

Kiys Trp Tyr Trp 'IS'yr Cys

<210> 54

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 54

Cys Tyr Trp Tyr }rp Cys
1
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<210> 55

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 55
gys Trp Trp Trp Erp Cys

<210> 56

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 56

EYS Tyr Tyr Tyr ‘é’yr Cys

<210> 57

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 57

Cys Phe Cys
1

<210> 58

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 58

Eys Phe Tyr Cys

<210> 59

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 59
gys Tyr Phe Cys

<210> 60

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 60

Cys Phe Phe Cys
1

<210> 61

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 61

Cys Tyr Tyr Cys
1

<210> 62

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 62

Cys Phe Tyr Phe ts‘:ys
1

<210> 63

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 63

%ys Tyr Phe Tyr cs:ys:
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<210> 64

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 64

Eys Phe Phe Phe Eys

<210> 65

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 65

Eys Tyr Tyr Tyr Eys

<210> 66

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 66

Cys Phe Tyr Phe ;yr Cys
1

<210> 67

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 67

gys Tyr Phe Tyr Ehe

<210> 68

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 68
Cys Phe Phe Phe Phe Cys
1 5

<210> 69

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 69

Eys Phe Trp Cys

<210> 70

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 70

Eys Trp Phe Cys

<210> 71

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 71

Eys Phe Phe Cys

<210> 72

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 72
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Eys Phe Trp Phe Eys

<210> 73

<211>5

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

<400> 73

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>

Cys Trp Phe Trp Eys
1

74

6

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

74

Eys Phe Trp Phe ;rp Cys

75

6

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) aromatico ejemplar

75

Cys Trp Phe Trp Ehe Cys
1

76

2

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidréfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

76

ser Thr
1
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PRT
Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

<400> 77

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

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

<223>

<400>

Thr ser
1

78

2

PRT

Secuencia Artificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar
78

Ser ser
1l

79

2

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidréfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

79

Thr Thr
1

80

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

80

ier Thr Ser

81

3

PRT

Secuencia Atrtificial <220>

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

81
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<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>

ES 2 558 106 T3

Thr Ser Thr
1

82

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

82
ser ser ser
1

83

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

83
Thr Thr Thr
1

84

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

84
Ser Thr Ser Thr
1

85

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

85

Ihr ser Thr ser
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<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

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

<220>

<223>

ES 2 558 106 T3

PRT
Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

86
Ser Ser Ser Ser
1

87

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

87
Ihr Thr Thr Thr
88
2
PRT
Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

88
GIn Asn
1

89

2

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

89

Asn Gln
1

90

2

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

ES 2 558 106 T3

90
Gln Gln
1

91

2

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

91
Asn Asn
1

92

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polar no cargado) ejemplar

92
GIln Asn GIn
1

93

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

93
Asn GIn Asn
1

94

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

94

GIn GIn Gln
1
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

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

<220>

<223>

<400>

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

<220>

ES 2 558 106 T3

95

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

95
Asn Asn Asn
1

96

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

96
GIn Asn GIn Asn
1

97

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

97
Asn GIn Asn GIn
1

98

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

98
GIn GIn GIn GIn
1

99

4

PRT

Secuencia Atrtificial
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<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

ES 2 558 106 T3

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

99
Asn Asn Asn Asn|
1

100

2

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

100
Ser Asn
1

101

2

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

101
AsSn Ser
1

102

2

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

102
ser ser
1

103

2

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

103

Asn Asn
1
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

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

<220>

<223>

ES 2 558 106 T3

104

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

104
sSer Asn Ser
1

105

3

PRT

Secuencia Artificial

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

105
Asn Ser Asn
1

106

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

106
Ser Ser Ser
1

107

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polar no cargado) ejemplar

107
Asn Asn AsSn
1

108

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

ES 2 558 106 T3

108
Ser Asn Ser Asn
1

109

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

109
AsSn Ser Asn Sser
1

110

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

110
ser Ser Ser Sser
1

111

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

11
Asn Asn AsSn Asn
1

112

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

112

Eys Thr Cys

-88 -



10

15

20

25

30

35

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

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

<220>

<223>

<400>

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

<220>

ES 2 558 106 T3

113

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

113

Eys ser Cys

114

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

114

Eys Ser Thr Cys

115

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

115
Cys Thr Ser Cys
1

116

4

PRT

Secuencia Artificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

116
Cys Ser Ser Cys
1

117

4

PRT

Secuencia Atrtificial
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<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

ES 2 558 106 T3

Componente aminoacido (AA) hidréfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

117
Cys Thr Thr cys
1

118

5

PRT

Secuencia Atrtificial
Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar
118

Cys Ser Thr Ser Cys
1 5

119

5

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

119
Cys Thr Ser Thr Cys
1 5
120
5
PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidréfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

120
Cys Ser Ser Ser Cys
1 5
121
5
PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

121
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>

ES 2 558 106 T3

Cys Thr Thr Thr gys
1

122

6

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polar no cargado) ejemplar

122
Cys Ser Thr Ser Thr Cys
1 5

123

6

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

123
Cys Thr Ser Thr Ser Cys
1 5

124

6

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

124
Cys Ser Ser Ser Ser Cys
1 5

125

6

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

125
Cys Thr Thr Thr Thr Cys
1 5

126

3
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<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

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

<220>

<223>

ES 2 558 106 T3

PRT
Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

126

Cys Asn Cys
1 Yy

127

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

127

?1n Cys GlIn

128

4

PRT

Secuencia Artificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

128
Cys GIn Asn Cys
1

129

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidréfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

129

Cys Asn GlIn Cys
1

130

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

ES 2 558 106 T3

130

Cys GIn GIn Cys
1

131

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

131

Eys Asn Asn Cys

132

5

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidréfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

132
Cys GIn Asn GIn Cys
1 5
133
5
PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

133
Cys Asn GIn Asn Cys
1 5
134
5
PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

134

Cys GlIn GIn Gln Cys
1 5
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15

20

25

30
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

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

<220>

<223>

<400>

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

<220>

<223>

<400>

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

ES 2 558 106 T3

135

5

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

135
Cys Asn Asn Asn Cys
1 5
136
6
PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

136
Eys GIn Asn Gln ?sn Cys
137
6
PRT

Secuencia Artificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polar no cargado) ejemplar

137
Cys Asn GIn Asn Glin Cys
1 5

138

6

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidréfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

138
Cys GIn GIn GIn GIn Cys
1 5

139

6

PRT

Secuencia Atrtificial
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<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

ES 2 558 106 T3

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

139
Cys Asn Asn Asn Asn Cys
1 5

140

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

140
Eys AsSn Cys

141

3

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar
141

Cys Sser Cys

1

142

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

142
Cys Ser Asn Cys
1

143

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

143
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15

20

25

30

35

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>

ES 2 558 106 T3

Cys Asn Ser Cys
1

144

4

PRT

Secuencia Artificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

144
Cys 5ser 5er Cys
1

145

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

145
Cys Asn Asn Cys
1

146

5

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

146

Cys Ser Asn Ser Cys
1 5

147

5

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidréfilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

147
Cys Asn Ser Asn Cys
1 5
148
5

-96 -



10

15

20

25

30

35

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

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

<220>

<223>

ES 2 558 106 T3

PRT
Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

148

Cys Ser Ser Ser Cys
1 5

149

5

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

149
Cys Asn Asn Asn Cys
1 5
150
6
PRT

Secuencia Atrtificial
Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar
150

Cys Ser Asn Ser ﬁsn Cys
1

151

6

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

151
Cys Asn Ser Asn Ser Cys
1 5

152

6

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrdfilo (y de preferencia polar no cargado) ejemplar
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

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

<220>

<223>

<400>

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

<220>

ES 2 558 106 T3

152

Cys Ser Ser Ser Ser Cys
1 5

153

6

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) hidrofilo (y de preferencia polarno cargado) ejemplar

153
Cys Asn Asn Asn Asn Cys
1 5

154

2

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) lipdfilo ejemplar

154
Leu val
1

155

1

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) lipdfilo ejemplar

155
Leu
1
156
2
PRT

Secuencia Atrtificial

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 156

Leu Leu
1

<210> 157
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ES 2 558 106 T3

<211>0

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar
<400> 157

000

<210> 158

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 158
Leu val Leu
1

<210> 159

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 159
val Leu val
1

<210> 160

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 160
Leu Leu Leu
1

<210> 161

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar
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ES 2 558 106 T3

<400> 161
val val val
1

<210> 162

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 162
Leu val Leu val
1

<210> 163

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 163
val Leu val Leu
1

<210> 164

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 164
Leu Leu Leu Leu
1

<210> 165

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 165

\{a'l val val val
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ES 2 558 106 T3

<210> 166

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 166
Ile Ala
1

<210> 167

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 167
Ala Ile
1

<210> 168

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 168

Ile Ile
1

<210> 169

<211> 2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 169
Ala Ala
1

<210> 170

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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ES 2 558 106 T3

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 170
Ile Ala Ile
1

<210> 171

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 171
Ala Ile Ala
1

<210> 172

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 172
Ile Ile Ile
1

<210> 173

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 173
Ala Ala Ala
1

<210> 174

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 174

ITe Ala Ile Ala

1
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ES 2 558 106 T3

<210> 175

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 175
Ala Ile Ala Ile
1

<210> 176

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 176
ITle Ile Ile Ile
1

<210> 177

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 177
Ala Ala Ala Ala
1

<210> 178

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 178
Met Ala
1

<210> 179

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

-103 -



10

15

20

25

30

ES 2 558 106 T3

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 179
Ala met
1

<210> 180

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 180
Met Met
1

<210> 181

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 181
Ala Ala
1

<210> 182

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 182
Met Ala Met
1

<210> 183

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 183
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Ala Met Ala
1

<210> 184

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipdfilo ejemplar

<400> 184
Met Met Met
1

<210> 185

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 185

Ala Ala Ala
1

<210> 186

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 186

Met Ala Met Ala
1

<210> 187

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 187
Ala Met Ala Met
1

<210> 188

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 188
Met Met Met Met
1

<210> 189

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 189

Cys val Cys
1

<210> 190

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 190

gys Leu Cys

<210> 191

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 191

Cys Leu val Cys
1

<210> 192

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 192
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Eys val Leu Cys

<210> 193

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 193
Cys Leu Leu Cys
1

<210> 194

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 194
Cys val val cCys
1

<210> 195

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 195

gys Leu vVal Leu gys

<210> 196

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 196
Cys val Leu val Cys
1 5
<210> 197
<211>5
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 197
Cys Leu Leu Leu Cys
1 5

<210> 198

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 198
Cys val val val Cys
1 5
<210> 199
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 199
Cys Leu val Leu val Cys
1 5

<210> 200

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 200

Cys val Leu val Leu Cys
1 5

<210> 201

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 201

Cys Leu Leu
1

<210> 202

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 202

Cys val val
1

<210> 203

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 203

Leu Leu Cys
5

val val Cys
5

Eys Ala Cys

<210> 204

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 204

%ys Ile Cys

<210> 205

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 205
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Eys Ile Ala Cys

<210> 206

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 206
Cys Ala Ile Cys
1

<210> 207

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 207

Eys Ile Ile Cys

<210> 208

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 208

%ys Ala Ala Cys

<210> 209

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 209
Cys Ile Ala Ile Cys
1 5
<210> 210
<211>5
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 210

Cys Ala Ile Ala gys
1

<210> 211

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipdfilo ejemplar
<400> 211

Cys Ile Ile Ile Cys
1 5

<210> 212

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 212

Cys Ala Ala Ala Cys
1 5

<210> 213

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipdfilo ejemplar

<400> 213
Eys Ile Ala Ile ?1a Cys

<210> 214

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 214
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Eys Ala Ile Ala g]e Cys

<210> 215

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 215
Cys Ile Ile Ile Ile Cys
1 5

<210> 216

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 216
Cys Ala Ala Ala Ala Cys
1 5

<210> 217

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 217

Cys Met Cys
1

<210> 218

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 218

gys Met Ala Cys

<210> 219
<211>4
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<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 219
Cys Ala Met Cys
1

<210> 220

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 220

Cys Met Met Cys
1

<210> 221

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 221
Cys Ala Ala Cys
1

<210> 222

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 222
Cys Met Ala Met Cys
1 5
<210> 223
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar
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<400> 223
Cys Ala met Ala Cys
1 5

<210> 224

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 224

Cys Met Met Met Cys
1 5

<210> 225

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 225
Cys Ala Ala Ala Cys
1 5
<210> 226
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 226
Cys Met Ala Met Ala Cys
1 5

<210> 227

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 227

Cys Ala Met Ala Met Cys

1 5
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<210> 228

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 228

Eys Met Met Met

<210> 229

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) lipofilo ejemplar

<400> 229

Eys Ala Ala Ala

<210> 230

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 230
Asp His
1

<210> 231

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 231

His Asp
1

<210> 232

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar
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<400> 232

Asp Asp
1

<210> 233

<211>2

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 233
His His
1

<210> 234

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 234
ASp His Asp
1

<210> 235

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 235
His Asp His
1

<210> 236

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 236

isp Asp Asp
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<210> 237

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 237
His His His
1

<210> 238

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 238

Asp His Asp His
1

<210> 239

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 239
His Asp His Asp
1

<210> 240

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 240

ASp Asp Asp Asp

<210> 241

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 241
His His His His
1

<210> 242

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 242
Cys His Cys
1

<210> 243

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 243

Cys Asp Cys.
1

<210> 244

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 244
Cys Asp His Cys
1

<210> 245

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 245
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gyS His Asp Cys

<210> 246

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 246

Cys Asp Asp Cys
1

<210> 247

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 247
Cys His His Cys
1

<210> 248

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 248

Eys Asp His Asp Eys

<210> 249

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 249

gyg His Asp His Eys

<210> 250
<211>5
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 250

Cys ASp ASp Asp Cys
1 5

<210> 251

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 251
Cys His His His Cys
1 5
<210> 252
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 252

Eys ASp His Asp ?15 Cys

<210> 253

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

<400> 253

Cys His Asp His Asp Cys
5

<210> 254

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar
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<400>

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

<220>

<223>

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>
nuclear

ES 2 558 106 T3

254

Cys ASp Asp ASp éSD cys
1

255

6

PRT

Secuencia Atrtificial

Componente aminoacido (AA) basico débil ejemplar

255
Cys His His His His Cys
1 5

256

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

256

iys Asp Glu Leu

257

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

257

Asp Asp Glu Leu

258

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

-121-



10

15

20

25

30

35

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
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258
Asp Glu Glu Leu
1

259

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

259
GIn Glu Asp Leu
1

260

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefal de localizacion o sefal de

localizaciéon nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

260

Arg Asp Glu Leu
1

261

8

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

261
Gly GIn Asn Leu Ser Thr Ser Asn
1 5

262

7

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

262
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

ES 2 558 106 T3

;ro LYS LyS LYyS ?rg Lys val

263

7

PRT

Secuencia Artificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion
263

Ern GIn Lys Lys §1E Lys Ser

264

5

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefal, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

264
GIn Pro Lys Lys Pro
1

265

4

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion
265

irg Lys Lys Arg

266

12

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

266
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>
nuclear

<400>
Arg
1
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>
nuclear

<400>

1

ES 2 558 106 T3

irg Lys Lys Arg érg Gln Arg Arg Arg %Aa His Gln

267

16

PRT

Secuencia Artificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

267

GIn Ala Arg Arg Asn Arg Arg Arg Arg Trp Arg Glu Arg GIn Arg
5 10 15

268

19

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

268

Met Pro teu Thr ?rg Arg Arg Pro Ala Ala Ser Gln Ala Leu Ala Pro

10 15

Pro Thr Pro

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

269

8

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacion o sefial de localizacion

269
?1y Ala Ala Leu Ehr Ile Leu val
270
8
PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacion o sefal de localizacion

270
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>
nuclear

<400>

Met
1

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

<220>

<223>
nuclear

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2 558 106 T3

?1y Ala Ala Leu ghr Leu Leu Gly

271

15

PRT

Secuencia Artificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

271

Asp Asp GIn Arg Asp Leu Ile Ser Agn Asn Glu GIn Leu Pgo
5 1 1

272

32

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

caracteristica_misc

(7)..(8)

Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

caracteristica_misc
(32)..(32)
Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

272

Met Leu Phe Asn Leu Arg Xaa Xaa Leu Asn Asn Ala Ala Phe Arg His
1 5

10

Gly His Asn Slae Met val Arg Asn ;Ee Arg Cys Gly Gln ;Ea Leu Xaa

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

273

8

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion
273

Gly Cys val Cys Ser Ser Asn Pro
1 5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

<210>
<211>

ES 2 558 106 T3

274

8

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

274
Gly GIn Thr val Thr Thr Pro Leu
1 5

275

8

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

275
Gly GIn Glu Leu Ser GIn His Glu
1 5>

276

8

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

276
G.ljﬂr Asn Ser Pro Ser T)fl" Asn Pro
1 5

277

8

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefal, secuencia o sefalde localizacion o sefal de localizacion

277

§1y val ser Gly ger Lys Gly GIn
278
8
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<212>
<213>
<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

ES 2 558 106 T3

PRT
Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

278
Gly GIn Thr Ile Thr Thr Pro Leu
1 5

279

8

PRT

Secuencia Artificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacion o sefal de localizacion

279
Gly GIn Thr Leu Thr Thr Pro Leu
1 5

280

8

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

280
Gly GIn Ile Phe %er Arg Ser Ala
1

281

8

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

281
Gly GIn Ile His Gly Leu Ser Pro
1 5

282

8

PRT

Secuencia Atrtificial

-127 -



10

15

20

25

30

35

<220>

<223>
nuclear

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

ES 2 558 106 T3

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

282
Gly Ala Arg Ala Ser val Leu Ser
1 5

283

8

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

283
Gly Cys Thr Leu Ser Ala Glu Glu
1 5

284

8

PRT

Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

284
g]y Ala Gin val %er Ser GIn Lys
285
8
PRT
Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

285
Gly Ala GIn Leu Ser Arg Asn Thr
1 5

286

8

PRT

Secuencia Atrtificial
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<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>
nuclear

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>
nuclear

<400>

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

<220>

<223>

ES 2 558 106 T3

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizaciéon o sefial de localizacion

286
Ely Asn Ala Ala ?1a Ala Lys Lys
287
8
PRT
Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

287
g1y Asn Glu Ala Eer Tyr Pro Leu
288
8
PRT
Secuencia Atrtificial

Descripcion de secuencia: péptido de sefial, secuencia o sefialde localizacién o sefal de localizacion

288

?1y Sser Ser Lys %Er Lys Pro Lys

289

20

ARN
Artificial

secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (11)

<400> 289

gguuuuuuuu uuuuuuuggg 20

<210>290
<211>20

<212>

<213>ARN Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 290

ggggguuuuu uuuuuggggg 20
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<210>291

<211>40

<212>ARN

<213>Artificial

<220>

<223>secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (Il)
<400> 291

ggggguuuuu UUUUUUUUUU UUuuuuuuuU uuuuuggggg 40
<210>292

<211>39

<212> ARN

<213>Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 292

gugugugugu guuuuuuuuu uuuuuuugug ugugugugu 39

<210> 293

<211> 39

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (Il)
<400> 293

gguugguugg uuuuuuuuuu uuuuuuuggu ugguugguu 39

<210> 294

<211> 20

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223>secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (Il)

<400> 294

99999ggggu uugggggggg 20
<210> 295

<211> 20

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (Il)

<400> 295

999999gguu uugggggggg 20

<210> 296
<211> 20
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<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 296

999gggguuu uuuggggggg 20
<210> 297

<211> 20

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 297

999gggguuu uuuugggggg 20
<210> 298

<211> 20

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 298

gggggguuuu uuuugggggg 20
<210> 299

<211> 20

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 299

gggggguuuu uuuuuggggg 20
<210> 300

<211> 20

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 300

gggggguuuu uuuuuugggg 20

<210> 301
<211> 20
<212> ARN
<213> Artificial
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<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la féormula (l1)
<400> 301

ggggguuuuu uuuuuugggg 20

<210> 302

<211> 20

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 302

ggggguuuuu uuuuuuuggg 20

<210> 303

<211> 20

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 303

gggguuuuuu uuuuuuuggg 20

<210> 304

<211> 20

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (l1)
<400> 304

gggguuuuuu uuuuuuuugg 20

<210> 305

<211> 20

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 305

gguuuuuuuu uuuuuuuugg 20

<210> 306

<211> 20

<212> ARN
<213> Artificial
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<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 306

guuuuuuuuu uuuuuuuuug 20

<210> 307

<211> 22

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 307

999999999y uuuggggggg g9 22
<210> 308

<211> 22

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 308

9999999g9gu uuuggggagg g9g 22

<210> 309

<211> 22

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 309

gggggggguu uuuugggggg gg 22
<210> 310

<211> 22

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 310

gggggggguu uuuuuggggg gg 22
<210> 311

<211> 22

<212> ARN

<213> Artificial

<220>
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<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 311

ggggggguuu uuuuuggggg gg 22
<210> 3120

<211> 22

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (I1)

<400> 312

99ggggguuu uuuuuugggg gg 22
<210> 313

<211> 22

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 313

ggggggguuu uuuuuuuggg gg 22
<210> 314

<211> 22

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 314

gggggguuuu uuuuuuuggg gg 22
<210> 315

<211> 22

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 315

gggggguuuu uuuuuuuugg gg 22
<210> 316

<211> 22

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
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<400> 316

ggggguuuuu uuuuuuuugg gg 22

<210> 317

<211> 22

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 317

ggggguuuuu uuuuuuuuug gg 22

<210> 318

<211> 22

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 318

ggguuuuuuu uuuuuuuuug gg 22

<210> 319

<211> 22

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 319

gguuuuuuuu UuuuUUUUuuU gg 22

<210> 320

<211>24

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 320

9999999999 guuugggggg 9ggg 24

<210> 321

<211> 24

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 321
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999999999y uuuugggggg gggg 24
<210> 322

<211> 24

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 322

9999gggggu uuuuuggggg gggg 24
<210> 323

<211> 24

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 323

9999gggggu uuuuuugggg gggg 24
<210> 324

<211> 24

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (I1)

<400> 324

9999gggguu uuuuuugggg gggg 24

<210> 325

<211> 24

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 325

9999gggguu uuuuuuuggg gggg 24

<210> 326

<211> 24

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 326

9999gggguu uuuuuuuugg gggg 24
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<210> 327

<211> 24

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 327

ggggggguuu uuuuuuuugg gggg 24
<210> 328

<211> 24

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 328

ggggggguuu uuuuuuuuug gggg 24
<210> 329

<211> 24

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 329

gggggguuuu uuuuuuuuug gggg 24

<210> 330

<211>24

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 330

gggggguuuu uuuuuuuuuu gggg 24

<210> 331

<211>24

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 331

gggguuuuuu uuuUUUUUUU gggg 24

<210> 332

<211>24
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<212> ARN
<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 332

ggguuuuuuu uuuUUUUUUU uggg 24

<210> 333

<211> 32

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la féormula (l1)
<400> 333

guuuUUUUUU UUUUUUUUUU uuuuuuuuuu ug 32

<210> 334

<211> 34

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 334

gguuuuUUUU UUUUUUUUUU Uuuuuuuuuu uugg 34

<210> 335

<211> 36

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 335

ggguuuuuuu UUUUUUUUUU Uuuuuuuuuu uuuggg 36

<210> 336

<211> 37

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 336

gggguuuuuu uuUUUUUUUU Uuuuuuuuuu uuuuggg 37

<210> 337

<211> 39

<212> ARN
<213> Artificial
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<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 337

ggggguuuuu UUUUUUUUUU UUuuuUuUuU uuuuugggg 39

<210> 338

<211> 41

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 338

gggggguuuu UUUUUUUUUU UUUUUUUUUU uuuuuugggg g 41

<210> 339

<211> 43

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 339

ggggggguuu UUUUUUUUUU UUUUUUUUUU uuuuuuuggg ggg 43
<210> 340

<211> 45

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 340

gggggggguu uUUUUUUUUU UUUUUUUUUU Uuuuuuuugg ggggg 45
<210> 341

<211> 47

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 341

gggggggggu uuUUUUUUUU UUUUUUUUUU Uuuuuuuuug gggggagag 47
<210> 342

<211>7

<212> ARN

<213> Artificial

<220>
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<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 342

gguuugg 7
<210> 343
<211>8
<212> ARN
<213> Atrtificial
<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 343

gguuuugg 8

<210> 344

<211>9

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (I1)
<400> 344

gguuuuugg 9

<210> 345

<211>10

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 345

gguuuuuugg 10

<210> 346

<211> 11

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 346

gguuuuuuug g 11

<210> 347

<211>12

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
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<400> 347

gguuuuuuuu gg 12

<210> 348

<211> 13

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 348

gguuuuuuuu ugg 13

<210> 349

<211> 14

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 349

gguuuuuuuu uugg 14

<210> 350

<211> 15

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 350

gguuuuuuuu uuugg 15

<210> 351

<211> 16

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 351

gguuuuuuuu uuuugg 16

<210> 352

<211> 17

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 352
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gguuuuuuuu uuuuugg 17
<210> 353

<211> 18

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 353

gguuuuuuuu uuuuuugg 18
<210> 354

<211> 19

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 354

gguuuuuuuu uuuuuuugg 19
<210>355

<211>9

<212>ARN

<213>Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 355

ggguuuggg 9

<210> 356

<211> 10

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 356

ggguuuuggg 10

<210> 357

<211> 11

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 357

ggguuuuugg g 11
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<210> 358

<211> 12

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 358

ggguuuuuug gg 12

<210> 359

<211> 13

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 359

ggguuuuuuu ggg 13

<210> 360

<211> 14

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 360

ggguuuuuuu uggg 14

<210> 361

<211> 15

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 361

ggguuuuuuu uuggg 15

<210> 362

<211> 16

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)
<400> 362

ggguuuuuuu uuuggg 16

<210> 363

<211> 17
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<212> ARN
<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 363

ggguuuuuuu uuuuggg 17
<210> 364

<211> 182

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 364

ggguuuuuuu uuuuuggg 18
<210> 365

<211>19

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 365

ggguuuuuuu uuuuuuggg 19
<210> 366

<211> 57

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 366

ggguuuuuuU UuUUUUUUgg guuuuuuuuu uuuuuugggu uuuuuuuuuu uuuuggg 57

<210> 367
<211> 42
<212> ARN
<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l1)

<400> 367

ES 2 558 106 T3

ggguuuuuuu UuuUuUUugg gggguuuuuu uuuuuuuuug gg 42

<210> 368
<211> 51
<212> ARN
<213> Artificial
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<220>
<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la férmula (l11)

<400> 368

ggguuugggu uuggguuugg guuuggguuu ggguuugggu uuggguuugg g 51

<210> 369
<211> 20
<212> ARN
<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (II) — Ricoen GU corto

<400> 369

gguuuuuuuu uuuuuuuggg 20
<210> 370

<211> 57

<212> ARN

<213> Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (111)

<400> 370

CCCUUUUUUU UUUUUUUUCC CUUUUUUUUU UUUUUUCCCU UUUUUUUUUU uuuucce 57

<210> 371

<211> 51

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (111)
<400> 371

CCCUUUCCCU UUCCCUUUCC CUUUCCCUUU CCCUUUCCCU uucccuuucc ¢ 51
<210> 372

<211> 42

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (l11)
<400> 372

CCCUUUUUUU UUUUUUUUCC CCCCUUUUUU uuuuuuuuuc cc 42

<210> 373

<211> 60

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (IV)

<400> 373

uagcgaagcu cuuggaccua gguuuuuuuu uuuuuuuggg ugcguuccua gaaguacacg 60
<210> 374

<211> 120

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la féormula (V)

<400> 374

uagcgaagcu cuuggaccua gguuuuuuuu uuuuuuuggg ugcguuccua gaaguacacg

aucgcuucga gaaccuggau ccaaaaaaaa aaaaaaacccC acgcaaggau cuucaugugc

<210> 375

<211> 229

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la féormula (V)

<400> 375

gggagaaagc ucaagcuugg agcaaugccc gcacauugag gaaaccgagu ugcauaucuc
agaguauugg cccccgugua gguuauucuu gacagacagu ggagcuuauu cacucccagg
auccgagucg cauacuacgg uacuggugac agaccuaggu cgucaguuga ccaguccgcc

acuagacgug aguccgucaa agcaguuaga uguuacacuc uauuagauc
<210> 376

<211> 547

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (V)

<400> 376
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gggagaaagc
agaguauugg
auccgagucg
acuagacgug
Ccuggaaggag
gcuuauuaac
aauuacugac
aggugaccaa
cggucaaucu

ccucuag

<210> 377
<211> 1083
<212> ARN

ucaagcuugg
cceccgugua
cauacuacgg
aguccgucaa
caggaguagu
gaacggcucc
ugccuggauu
cgcccacucg

dacuucuggcu

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 558 106 T3

agcaaugccc
gguuauucuu
uacuggugac
agcaguuaga
guucuugcuc
uccucuuaga
acccucggac
aguagaccag

aguuaagaau

gcacauugag
gacagacagu
agaccuaggu
uguuacacuc
uaaguaccga
cugcagcgua
auauaaccuu
cucucuuagu

aggcugcacc

gaaaccgagu
ggagcuuauu
cgucaguuga
vauuagaucu
gugugcccaa
agugcggaau
guagcacgcu
ccggacaaug

gaccucuaua

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (IV)

<400> 377
gggagaaagc
agaguauugg
auccgagucg
acuagacgug
cuggaaggag
gcuvauuaac
aauuvacugac
aggugaccaa
cggucaaucu
ccucuagage
uuauucggug
gaagacgcgce
uagggcaaua
uucgucugaa
gcacuaagau
ccuaugeccyg
gacgugggua
ccgaccuaaa

auu

<210> 378

ucaagcuugg
ccccegugua
cauacuacgg
aguccgucaa
caggaguagu
gaacggcucc
ugccuggauu
cgcccacucg
acuucuggcu
uacgcagguu
aaacgccaga
gcuuaucuug
ggggagcugg
acaacccgge
ucauggugua
ggcuugugec
ccgauucgug

cugguccaau

agcaaugccc
gguuauucuy
uacuggugac
agcaguuaga

guucuugcuc

uccucuuaga
acccucggac
aguagaccag
aguuaagaau
cgcaauaaaa
augcuaaauu
uguacguucu
guagcagcga
auccguugua
gucgacaaua
ucucaggqugc
acacuuccua

guauacgcau

gcacauugag
gacagacagu
agaccuaggu
uguuacacuc
uaaguaccga
cugcagcgua
auvauaaccuu
cucucuuagu
aggcugcacc
gcguugauua
ccaauaacuc
cgcacaugga
aaaagggccc
gcgaucccgu
acagcgucuu
acagcgauac
agauuauucc

ucgcugagceg
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gaaaccgagu
ggagcuuauu
cgucaguuga
uauuagaucu
gugugcccaa
agugcggaau
guagcacgcu
ccggacaaug
gaccucuaua
gugugcauag
uucccaaaac
agaaucagcg
cugcgcacgu
uaucaguguu
ggcagauucu
uuaaagccuu
acuguguuag

gaucgauaau

ugcauaucuc
cacucccagg
ccaguccgee
cggauuacag
uacccgauca
cuggggauca
guugcuguau
auaggaggcg
aguagcgugu

ugcavaucuc
cacucccagg
ccaguccgcc
cggauuacag

uacccgauca

cuggggauca
guugcuguau
auaggaggcg
aguagcgugu
aacagaccuc
gcguacggcec
ggcauggugg
agcuucgcug
auucuugugc
ggucacgugc
caagguacuc
ccccgeaccg

aaaagcuuga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
547

60
120
180
240
300

3e0
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1083
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<211> 229

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (V)

<400> 378
gggagaaagc ucaagcuuau Ccaaguaggce uggucaccug uacaacguag ccgguauuuu
uuuvuuuuuuy uuuuuuduga ccgucucaag dguccaadguua gucugccuau aaaggugcgg

auccacagcu gaugaaagac uugugcggua cgguuaaucu CCCCUuuuuU uuuuuuuuuy

uuuuuaguaa augcgucuac ugaauccagc gaugaugcug gcccagauc

<210> 379
<211> 546
<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (IV)

<400> 379

gggagaaagc
uuuUUUUUY
auccacagcu
uuuuuaguaa
gugcauauag

cugagacuuc

gaaaucccgu
guggaguguc
uuuuuuguuu

gcucua

<210> 380
<211> 1083
<212> ARN

ucaagcuuau
uuuuUuuuga
gaugaaagac
augcgucuac
uagucaucga

gcuagagacu

ucagguuuuu
acugcucucg

uuuuuuuuuu

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ccaaguaggc
ccgucucaag
uugugcggua
ugaauccagc
gggucgccuu

acaguuacag

uuuuuuuuuY
aggucucacg

uugugcgacg

uggucaccug
guccaaguua
cgguuaaucu
gaugaugcug
IVRTIVVIVTTIVY

cugcaguagu

uuuuuuccgco

agagcgcucg

aucacagaga

uacaacguag
gucugccuau
ccccuuuuuy
gcccagaucu
uuuuUuUUUY

aaccacugcg

ucacuaugau
auacaguccu

acuucuauuc

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (IV)

<400> 380
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ccgguauuuu
d43aaggugcgg
uuuuuuuuuu
ucgaccacaa
uggcccaguu

gcuauugcag

uaagaaccag
uggaagaauc

augcaggucu

60
120
180
229

60
120
180
240
300
360

420
480
540
546
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gggagaaagc
uuuuUUuuuY
auccacagcu
uuuuuaguaa
gugcauauag
cugagacuuc
gaaaucccgu
guggaguguc
uuuuuUuuuU
gcucuagaac
uuuuuuuuuC
augccguggc
accacaaaua
uacauguugc
ucaaaagacg

uucguguuuy

ucauagggua
uuuuuuUuuY
auu

<210> 381

<211>59
<212> ARN

ucaagcuuau
uuuuuuuuga
gaugaaagac
augcgucuac
uagucaucga
gcuagagacu
ucagguuuuu
acugcucucg
uuuuuuuuuu
gaacugaccu
cucccaacaa
uccauaggac
auauucuugc
acaggcuccu
gcagacguca

uuuuuuuuuu

ccggcucaga

uucauauucc

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 558 106 T3

ccaaguaggc
ccgucucaag
uugugcggua
ugaauccagc
gggucgccuu
acaguuacag
uuuuuuuuuyu
aggucucacg
uugugcgacg
gacgccugaa
augucgauca
guguagacuu
uugguugggc
uuuuUUUUUL
gucgacaaca

uuuuuuguga

guuaugccuu

caugcuaagc

uggucaccug
guccaaguua
cgguuaaucu
gaugaugcug
uuuuuuuuuug
cugcaguagu
uuuuuuccgc
agagcgcucg
aucacagaga
cuuaugagcg
auagcugggc
cuauuuuuuu
gcaagggccc
uuuuuuuuuyg
cggucuaaag

accuacacgg

gguugaaaac

aagggaugcc

uacaacguag
gucugccuau
ccccuduuuu
gcccagaucu
uuuuuuuuuy
aaccacugcg
ucacuaugau
auacaguccu
acuucuauuc
ugcguauuuu
uguuggagac
uuuuuuuuuy
cguaucaggu
uucgcugagu
cagugcuaca

cgugcacugu

ugcccagcau

gcgagucaug

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (V)

<400> 381

uagcgaagcu cuuggaccua Ccuuuuuuuu Uuuuuucccu gcguuccuag aaguacacg 59

<210> 382
<211>120
<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> secuencia de acido nucleico de acuerdo con la formula (V)

<400> 382

ccgguauuuu
aaaggugcgg
uuuuuuuguu
ucgaccacaa
uggcccaguu
gcuauugcag
uaagaaccag
uggaagaauc
augcaggucu
uuuuUuUUUY
gcgucagcaa
uuuucccggg
cauaaacggg
uauuccgguc
aucugccgug

aguucgcaau

acuuuuuuuu

uuaagcuuga

uagcgaagcu cuuggaccua CCUUUULUUU UULUUUUECCC ugcguuccua gaaguacacg

aucgcuucga gaaccuggau ggacaaaaaa aaaaaaaggg acgcaaggau cuucaugugc

<210> 383
<211> 15
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<212> ARN
<213> Artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia:

(C/U)CCANXCCC(U/A)PyxUC(C/U)CC

<220>
<221> variacion
<222> (1)..(1)

secuencia de

<223> /[reemplazar="citosina” /reemplazar="uracilo”

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(1)

<223> &cido nucleico = citosina o uracilo

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (5)..(5)

<223> Nx = a, g, ¢ 0 u o cualquier otro acido nucleico

<220>
<221> variacion
<222> (5)..(5)

estabilizacion

genérica

de

laférmula

<223> /[reemplazar="citosina”/reemplazar="uracilo” /reemplazar="guanosina”’/reemplazar="adenosina”, o

cualquier otro acido nucleico

<220>

<221> unidad_de repeticion
<222> (5)..(5)

<223> x = cualquier numero

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (9)..(9)

<223> &cido nucleico = uracilo o adenosina

<220>
<221> variacion
<222> (9)..(9)

<223> [reemplazar="uracilo” /reemplazar="adonosina’

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (10)..(10)
<223> Py = pirimidina

<220>

<221> unidad_de repeticion
<222> (10)..(10)

<223> x = cualquier nUmero

<220>

<221> variacion

<222> (10)..(10)

<223> /reemplazar="pirimidina”

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (13)..(13)

<223> acido nucleico = citosina o uracilo

<220>
<221> variacion
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<222> (13)..(13)

ES 2 558 106 T3

<223> /reemplazar="citosina” /reemplazar="uracilo”

<400> 383

nccanccenn ucnce 15

<210> 384
<211> 1845
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> R1180 - carga de acido nucleico ejemplar

<400> 384
gggagaaagc
cccgeuggag
ggugccgggc
guacuucgag
ccaccggauc
ccucuucauc
gaacagcaug
gauccugaac
gaccgacuac
cuucaacgag
Caugaacaqgc
cugcgugcge
cgccauccug
ccucaucugc
gagccugcag
cgccaagagc
gggcgecccg
cauccgccag
ggacgacaag

ccuggacacc

uugaggaugg
gacgggaccyg
acgaucgccu
augagcgugc
guggugugcu
ggcguggcecg
gggaucagcc
gugcagaaga
cagggcuucc
uacgacuucg
agcggcagca
uucucgcacg
agcguggugc
ggcuuccggg
gacuacaaga
acccugaucg
cugagcaagg
ggcuacggcec
€cgggcgecg

ggcaagaccc

aggacgccaa
ccggegagea
ucaccgacgc
gccuggecga
cggagaacag
ucgceccegge
agccgaccgu
agcugceccau
agucgaugua
ucccggagag
ceggecugec
cccgggaccc
cguuccacca
ugguccugau
uccagagecgce
acaaguacga
aggugggcga
ugaccgagac
ugggcaaggu
ugggcgugaa

gaacaucaag
gcuccacaag
ccacaucgag
ggccaugaag
ccugcaguuc
gaacgacauc
gguguucgug
cauccagaag
cacguucgug
cuucgaccgg
gaagggggug
caucuucggc
cggcuucggce
guaccgguuc
gcugcucgug
ccugucgaac
ggccguggcec
cacgagcgcg
ggucccguuc

ccagecggggce

-151-

dadagggcccgg
gccaugaagc
gucgacauca
cgguacggec
uucaugccgg
uacaacgagc
agcaagaagg
aucaucauca
accagccacc
gacaagacca
gccecugecgce
aaccagauca
auguucacga
gaggaggagc
ccgacccugu
cugcacgaga
aagcgguucc
auccugauca

uucgaggcca

gagcugugcg

cgcccuucua
gguacgcccu
ccuacgcgga
ugaacaccaa
ugcugggcgc
gggagcugcu
gccugcagaa
uggacagcaa
ucccgeecggg
ucgcccugau
accggaccgce
ucccggacac
cccugggceua
uguuccugcg
ucagcuucuu
ucgccagcegg
accucccggg
ccceccgaggg
agguggugga
ugcgggggec

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
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15

gaugaucaug
cggcuggeug
cgaccggeug
gagcauccug
cgacgceggce
gaaggagauc
cgugguguuc
ccgcgagauc
agacugacua
auaaaaaaaa

dddddaduauu

<210> 385
<211> 547
<212> ADN

agcggcuacg
cacagcggcg
aagucgcuga
cuccagcacc
gagcugccgg
gucgacuacg
guggacgagg
cugaucaagg
gcccgauggg
aaaaaaaaaa

CCCccccccc

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 558 106 T3

ugaacaaccc
acaucgccua
ucaaguacaa
ccaacaucuu
ccgegguggu
uggccageca
ucccgaaggg
ccaagaagqg
ccucccaacg
aaaaaaaaaa

cCCccccccco

<223> R722 - carga de acido nucleico ejemplar

<400> 385

gggagaaagc
UuUUUUUL U
auccacagcu
uuuuuaguaa
gugcauauag
cugagacuuc
gaaaucccgu
guggaguguc
uuuUUUUUUU
gcucuag

<210> 386
<211> 1857
<212> ADN

ucaagcuuau
uuuuuuLuga
gaugaaagac
augcgucuac
uagucaucga
gcuagagacu
ucagguuuuu
acugcucucg

(ELFIFLFIRITIFITIN]T]

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ccaaguaggc
cecgucucaag
uugugcggua
ugaauccagc
gggucgccuu
acaguuacag
uuuuuuuuuu
aggucucacg

uugugcgacg

<223> R491 - carga de acido nucleico ejemplar

<400> 386

ggaggcecacc
cugggacgag
gggcuaccag
cgacgccgge
ggugcuggag
ggugaccacc
ccugaccggg
cggcaagauc
ggcccuccuc
aaaaaaaaaa

CcCcccccccec

uggucaccug
guccaaguua
cgguuaaucu
gaugaugcug
uuuUUUUuLY
cugcaguagu
uuuuuuCcCcge
agagcgcucg

aucacagaga
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dacgcccuca
gacgagcacu
quggcgecgg
guggccgggce
cacggcaaga
gccaagaagc
aagcucgacg
gccguguaag
cccuccuugce
aaaaaaaaaa

ucuag

uacaacguag
gucugccuau
ccccuuuuuy
gcccagaucu
uuuUUUUUYU
aaccacugcg
ucacuaugau
auacaguccu

acuucuauuc

ucgacaagga
ucuucaucgu
ccgagcugga
ugccggacga
ccaugacgga
ugcggyeacyg
cccggaagau
acuaguuaua
accgagauua

dddaaadaaaa

ccgguauuuu
aaaggugcgg
(SINIRLEIWIT LIV INIY)
ucgaccacaa
uggcccaguu
gcuauugcag
uaagaaccag
uggaagaauc

augcaggucu

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1845

60
120
180
240
300
360
420
480
540
547



gggagaaagc
cccgcuggag
ggugccgggc

guacuucgag
ccaccggauc

ccucuucauc
gaacagcaug
gauccugaac
gaccgacuac
cuucaacgag
caugaacagc
cugcgugcge
cgccauccug
ccucaucuge
gagccugcag
cgccaagage
gggcgceccg
cauccgccag
ggacgacaag
ccuggacace
gaugaucaug
cggcuggcug
cgaccggcug
gagcauccug
cgacgcegge
gaaggagauc
cgugguguuc
ccgegagauc
agacugacua
auaaaaaaaa

ddaaaaauauu

<210> 387
<211> 20
<212> ADN

uugaggaugg
gacgggaccg
acgaucgccu

augagcgugc
guggugugcu

ggcguggccg
gggaucagec
gugcagaaga
cagggcuucc
uacgacuucg
agcggcagcea
uucucgcacg
agcguggugc
ggcuuccggg
gacuacaaga
acccugaucy
cugagcaagg
ggcuacggec
ccgggegeeg
ggcaagaccc
agcggcuacg
cacagcggeg
aagucgcuga
cuccagcace
gagcugccgg
gucgacuacg
guggacgagg
cugaucaagg
gcccgauggg
aaaaaaaaaa

cCcccccccc

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2 558 106 T3

aggacgccaa
ccggegagea
ucaccgacgc

gccuggccga
cggagaacag

ucgececggce
ageegaccgu
agcugcccau
agucgaugua
ucccggagag
ccggecugec

cccgggaccce

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

CCCCCcCCCccC

gaacaucaag
gcuccacaag
ccacaucgag

ggccaugaag
ccugcaguuc

gaacgacauc
gguguucgug
cauccagaag
cacguucgug
cuucgaccgg
gaagggggug
caucuucggc
cggcuucggc
guaccgguuc
gcugcucgug
ccugucgaac
ggccguggcec
cacgagcegeg
ggucccguuc
ccagcgggge
ggaggccacc
cugggacgag
gggcuaccag
cgacgecgyc
ggugcuggag
ggugaccacc
ccugaccggg
cggcaagauc
ggecccuccuc
aaaaaaaaaa

ccceceececc

<223> CpG 2216 - carga de acido nucleico ejemplar

-153 -

aagggcccgg
gccaugaagce
gucgacauca

cgguacggcece
uucaugccgg

uacaacgagc
agcaagaagg
aucaucauca
daccagccacc
gacaagacca
gcccugeege
aaccagauca

auguucacga
gaggaggagc
ccgacccugu
cugcacgaga
aagcgguucc
auccugauca
uucgaggeca
gagcugugceg
aacgcccuca
gacgagcacu
guggcgeegg
guggccgggc
cacggcaaga
gccaagaagce
aagcucgacg
gccguguaag
cccuccuuge
aaaaaaaaaa

ucuagacaau

cgcccuucua
gguacgcccu
ccuacgcgga
ugaacaccaa
ugcugggegc
gggagcugcu
gccugcagaa
uggacagcaa
uccegeeggg
ucgcccugau
accggaccgce

ucccggacac

cccugggeua
uguuccugcy
ucagecuucuu
ucgccagegy
accucccggg
cceecgaggg
agguggugga
ugcagaggce
ucgacaagga
ucuucaucgu
ccgagcugga
ugccggacga
ccaugacgga
ugcggggcyg
cccggaagau
acuaguuaua
accgagauua
aaaaaaaaaa

uggaauu

60
120
180

240
300

360
420
480
540
600
660
720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1857
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<400> 387

gggggacgat cgtcgggggg 20
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Reivindicaciones
Complejodecargaportadorpolimérico que comprende:

comounportador,unportadorpoliméricoformadopor componentes catiénicos reticulados con disulfuro,
donde los componentes cationicos reticulados con disulfuro son péptidos catiénicos, teniendo los
pépridos catidnicos una longitu de 10-100 residuos aminoacidos, donde los enlaces disulfuro estan
formados por residuos cisteina contenidos en los péptidos catidnicos, que estan situados proximales
a los extermos terminales de los péptidos catiénicos, y

comounacarga,almenosunamoléculadeARN monohebra,

para su uso en un método para inmunoestumlar inespecificamente la respuesta inmune de un
paciente que lo necesite o para uso en un método para un tratamiento adyuvante de un paciente que
lo necesite.

Complejo de carga portador polimérico para su uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque
los residuos cisteina que forman los enlaces disulfuro estan situados en los extremos terminales de
los péptidos catidnicos.

Complejo de carga portador polimérico para su uso segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado
porque la al menos unamolécula de ARN monohebra es un ARN inmunoestimulador (ARNsi) o un
ARNm.

Complejo de carga portador polimérico para su uso segun la reivindicacion 1, 2 o 3, caracterizado
porque la relacion nitrégeno/fosfato (N/P) entre los péptidos catiénicos y la almenosunamoléculade
ARN monohebra esta enelintervalode 0,1-20,0enelintervalode0,1-5,0 en el intervalo de 0,1-1.

Complejo de carga portador polimérico para su uso segun una de las reivindicaciones 1 a 4,
caracterizado porque los péptidos catidnicos disulfuro-reticulados comprenden péptidos o proteinas
funcionales ademas de los péptidos catiénicos.

Complejo de carga portador polimérico para su uso segun la reivindicacion 5, caracterizado porque
los péptidos o proteinas funcionales son antigenos de péptidos o proteinas o epitopos antigénicos.

Complejo de carga portador polimérico para su uso segun una de lasreivindicaciones 1
a7,caracterizadoporque los péptidos catidnicos disulfuro-reticulados ademas comprenden un
ligando.

Complejo de carga portador polimérico para su uso segun la reivindicacion 7, caracterizado porque
el ligando es manosa.

Complejo de carga portador polimérico para su uso segun una de las reivindicaciones 1 a 8,
caracterizado porque los componentes catidnicos son péptidos policatidnicos.

Complejo de carga portador polimérico para su uso segun una de las reivindicaciones 1 a 9,
caracterizado porque lospéptidoscationicosse seleccionan de entre péptidos de acuerdo con la
férmula (1b)

Cysy{(Arg);(Lys),:(His),:(Orn),:(Xaa),} Cys,
donde
l+m+n+0+x=898,y

I,m,nuo=independientementeunodeotroes un
numeroseleccionadode0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15, 16,17,18,19,20,21-30,31-40,41-
50,51-60,61-70,71-80 y81-90, siempre que el contenido total de Arg, Lys, His yOrnrepresenteal
menos el 10% de todos los aminoacidos del péptido catidnico, y Xaa es
cualquieraminoacidoseleccionadodeentre aminoacidosnativos(=origen natural) o no nativos
excepto de Arg, Lys, His u Orn; yx = cualquier numero seleccionado de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21-30,31-40,41-50,51-60,61-70,71-80,81-
90,siempreycuandoelcontenidototaldeXaanoexceda el 90% de todos los aminoacidos del péptido
catiénico,

donde Cys1 y Cys> son cisteinas proximales a o terminales a (Arg);;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x.
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Complejo de carga portador polimérico como se define segun las reivindicaciones 1 a 10 para su
uso como medicamento.

Composicion farmacéutica que comprende el complejo de carga portador polimérico como se
define segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su uso como medicamento.

Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 12, carcaterizada porque
comprende ademas un portador y/o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Vacuna que comprende un complejo de carga portador polimérico tal como se define en cualquiera
de las reivindicaciones 1-10 y un antigeno.
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RLU (Oxidacion de Luciferina)
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Expresion de luciferasa en celulas HepG2
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RLU (Oxidacion de Luciferina)

RLU (Oxidacién de Luciferina)
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Expresion de luciferasa en celulas HepG2
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RLU (Oxidacion de Luciferina)
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Expresion de luciferasa en Balb/c
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Coeficiente de correlacién
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Potencial-Zeta
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Fig. 5
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hiFNa
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hiFNa
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hiFNa
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hiFNa
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A IFNa
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Crecimiento tumoral E.G7-OVA

4 H control de regulador de pH
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Fig. 13
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Induccion de anticuerpos de lgG2a especificos OVA
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Fig. 14
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Namero de puntos IFN-y/ 1x108 células
después de correccion de fondo
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Secrecion IFN-y en esplenocitos
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