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DESCRIPCION
Un dispositivo de electroporacion cutanea tolerable y minimamente invasivo
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, entre otras cosas, a dispositivos de electroporacion y su uso para facilitar la
introduccion de biomoléculas en células del tejido cutaneo en un mamifero.

Antecedentes

La magnitud de la respuesta inmunitaria a una vacuna de ADN puede depender, a menudo, de tres criterios
principales - el disefio de vector optimizado, el uso de un adyuvante adecuado y el suministro con éxito y la posterior
expresion del plasmido en el tejido diana. La electroporacion in vivo ha demostrado ser particularmente eficaz para
suministrar de forma eficiente inmundgenos de ADN al musculo y la piel y, de hecho, varios dispositivos se han visto
involucrados en ensayos clinicos humanos.

El suministro de farmacos a tejido dérmico (intradérmico, ID) es un método atractivo en un entorno clinico por una
serie de razones. La piel es el 6érgano mas grande del cuerpo humano, el mas accesible, el mas facilmente
monitorizado, ademas de ser altamente inmuno-competente. Sin embargo, la funcién de barrera impermeable de la
piel ha sido un obstaculo fundamental para el suministro transdérmico de farmacos eficiente.

La piel humana se extiende hasta aproximadamente 2 m? de area y tiene, de promedio, aproximadamente 2,5 mm
de grosor, convirtiéndola en el érgano mas grande del cuerpo humano. Convencionalmente, la piel tiene dos tipos de
tejido general, la epidermis y la dermis. La epidermis es un epitelio estratificado queratinizado de forma continua. La
capa mas externa de la piel es el estrato corneo (EC) y actua como la funcién de barrera primaria para la piel. El EC
es una capa de 15-30 células de grosor de corneocitos no viables pero bioquimicamente activos. Los otros tres
estratos de la epidermis (E. granuloso, E. espinoso, E. basal) contienen todos queratinocitos en diferentes fases de
diferenciacion, asi como las células de Langerhans inmunitarias y células dendriticas dérmicas.

Métodos tanto fisicos como quimicos para suministro transdérmico de farmacos y suministro de genes han sido
detallados por grupos en todo el mundo. lontoforesis, suministro de lipidos y pistola génica son ejemplos de ese tipo.
Otro método fisico para incrementar temporalmente la permeabilidad de la piel es la electroporacion. La
electroporaciéon implica la aplicacion de breves impulsos eléctricos que dan como resultado la creacién de
trayectorias acuosas dentro de las membranas de bicapa lipidica de las células de mamiferos. Esto permite el paso
de moléculas grandes, que incluyen ADN, por la membrana celular que, de lo contrario, seria menos permeable. Por
lo tanto, la electroporacion incrementa la captacion, asi como la medida en que farmacos y ADN son suministrados a
su tejido diana. Para la que la electroporacion cause la formacién de poros, es necesario que se alcance un umbral
de energia y el movimiento producido por el efecto electroforético depende tanto del campo eléctrico como de la
longitud del impulso.

En el caso de vacunas de ADN, la electroporacion ha demostrado mejorar cuantitativamente respuestas
inmunitarias, incrementar la amplitud de esas respuestas inmunitarias asi como mejorar la eficiencia de la dosis. Las
muchas ventajas del suministro cutaneo, de la forma mas notable la presencia de diversas células inmunitarias
relevantes, facil accesibilidad clinica como 6rgano diana de inmunizacion, y la profundidad minima de suministro
(minimamente invasiva) son atractivas; sin embargo, persiste la cuestion en cuanto a la capacidad de alcanzar tasas
de transfeccion elevadas y posteriormente respuestas inmunitarias robustas.

El suministro de ADN desnudo a través de una inyeccion intramuscular (IM) estandar es notoriamente ineficiente
fuera de modelos en roedor. Esto ha causado una incapacidad de alcanzar respuestas inmunitarias robustas en
mamiferos grandes y seres humanos. Se han desarrollado varias estrategias para mejorar la expresion de vacunas
a base de ADN, tales como optimizacién de codones, optimizacion de ARN, adicion de secuencias lider y el
desarrollo de secuencias consenso optimizadas. El documento US 2006/084938 A1 desvela dispositivos y
electrodos para la aplicacién de campos eléctricos controlados para suministro in vivo de compuestos farmacéuticos
y genes al interior de células mediante electroporacion.

A pesar de las mejoras en el disefio de vectores y el uso de adyuvantes moleculares, sigue habiendo una necesidad
de un método eficiente de administracion de vacunas de ADN que de cémo resultado un elevado nivel de expresion
del plasmido en el tipo celular deseado del tejido deseado, de la forma mas habitual, masculo, tumor o piel. Ademas,
sigue habiendo una necesidad de un dispositivo y método de electroporacion de suministro de vacunas que sea
eficaz para generar una respuesta inmunitaria tanto protectora como tolerable (o casi indolora).

Sumario de la invencién

La invencion es tal como se expone en las reivindicaciones adjuntas.
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Breve descripcion de los dibujos

Los numerosos objetivos y ventajas de la presente invencion pueden ser entendidos mejor por los expertos en la
materia mediante referencia a las figuras adjuntas, en las que:

La figura 1 presenta un plano de una realizacion de un conjunto de un dispositivo de EP minimamente invasivo
(“MIED”).
La figura 2 presenta dibujos tridimensionales de componentes de una realizacién de un MIED. “@” muestra una

carcasa de matriz estéril desechable, “b” muestra una carcasa duradera y “c’ muestra la carcasa de electrodos
dentro de la matriz desechable (2a).

La figura 3 presenta dibujos tridimensionales de una realizacion de un MIED que es de mano, que funciona con

bateria con matriz desprendible (para esterilizacion) “a” muestra una vista externa.
“b” muestra una vista interna (incluyendo baterias).
La figura 4 presenta fotos de una realizacion del MIED.

La figura 5 presenta imagenes fluorescentes de tejido de piel de cobaya para detectar la expresion de GFP
después de administrar suministro facilitado por electroporaciéon de construcciones de expresiéon de GFP usando
un MIED.

La figura 6 presenta imagenes fluorescentes de tejido de la piel de diversos animales para detectar la expresion
de GFP después de administrar suministro facilitado por electroporacion de construcciones de expresion de GFP
usando un MIED.

La figura 7 presenta graficos que muestran resultados de inmunogenicidad en proteccion de provocacién con
gripe en ratones.

La figura 8 presenta graficos que muestran resultados de inmunogenicidad en proteccion de provocaciéon con
gripe en cobaya.

La figura 9 presenta graficos que muestran resultados de inmunogenicidad en proteccion de provocaciéon con
gripe en primates no humanos.

Descripcion detallada de la invencion

Se proporcionan las siguientes definiciones abreviadas o acortadas para ayudar a la comprension de las
realizaciones preferidas de la presente invencién. Las definiciones abreviadas que se dan aqui no son de modo
alguno exhaustivas ni contradictorias a las definiciones tal como se entienden en el campo o el significado en el
diccionario. Las definiciones abreviadas se dan aqui para complementar o definir con mayor claridad las definiciones
conocidas en la técnica.

La expresiéon “corriente constante” se usa en el presente documento para definir una corriente que es recibida o
experimentada por un tejido, o células que definen dicho tejido, a lo largo de la duracion de un impulso eléctrico
suministrado al mismo tejido. El impulso eléctrico se suministra desde los dispositivos de electroporacion descritos
en el presente documento. Esta corriente se mantiene a un amperaje constante en dicho tejido a lo largo de la vida
de un impulso eléctrico, ya que el dispositivo de electroporacion proporcionado en el presente documento tiene un
elemento de retroalimentacion, que tiene preferentemente una retroalimentaciéon instantanea. El elemento de
retroalimentacion puede medir la resistencia del tejido (o células) durante toda la duracién del impulso y puede hacer
que el dispositivo de electroporacion altere su produccion de energia eléctrica (por ejemplo, incremento de tension),
de modo que la corriente en el mismo tejido permanezca constante durante todo el impulso eléctrico (en el orden de
microsegundos) y de impulso a impulso. En algunas realizaciones, el elemento de realimentaciéon comprende un
controlador. Los valores de amperaje de la corriente descritos para ser suministrados por los dispositivos en el
presente documento son, preferentemente, valores de amperaje de corriente constante.

La expresién “tension constante” se usa en el presente documento para definir una tension o potencial eléctrico que
es recibido o experimentado por un tejido, o células que definen dicho tejido, durante la duracion de un impulso
eléctrico suministrado al mismo tejido. El impulso eléctrico es suministrado desde los dispositivos de electroporacion
descritos en el presente documento. Esta tension se mantiene en una tension constante en dicho tejido a lo largo de
la vida de un impulso eléctrico, ya que el dispositivo de electroporacion proporcionado en el presente documento
tiene un elemento de retroalimentacion, que tiene preferentemente una retroalimentacion instantanea. El elemento
de retroalimentacion puede medir la resistencia del tejido (o células) durante toda la duracion del impulso y puede
hacer que el dispositivo de electroporacion altere su produccién de energia eléctrica, de modo que la tension en el
mismo tejido se mantenga constante durante todo el impulso eléctrico (del orden de microsegundos) y de impulso a
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impulso. En algunas realizaciones, el elemento de retroalimentacion comprende un controlador. Los valores de
tension descritos para ser suministrados por los dispositivos en el presente documento son, preferentemente,
valores de tension constantes.

El término “retroalimentacion” o la expresion “retroalimentacion de corriente” se usan de forma intercambiable y
significan la respuesta activa de los dispositivos de EP de la piel proporcionados, que comprende medir la corriente
en el tejido entre los electrodos y alterar la produccion de energia suministrada por el dispositivo de EP en
consecuencia a fin de mantener la corriente a un nivel constante. Este nivel constante es predeterminado por un
usuario antes de iniciar la secuencia de impulsos o el tratamiento eléctrico. Preferentemente, la retroalimentacion se
consigue mediante el componente de electroporacion, por ejemplo, el controlador, del dispositivo de EP cutanea, ya
que el circuito eléctrico en el mismo es capaz de monitorizar continuamente la corriente en el tejido entre los
electrodos y comparar esa corriente monitorizada (o corriente dentro del tejido) con una corriente predeterminada y
hacer continuamente ajustes en la produccidon de energia para mantener la corriente monitorizada en niveles
predeterminados. En algunas realizaciones, el bucle de retroalimentacion es instantaneo, ya que es una
retroalimentacion en bucle cerrado analdgica.

El término “biomolécula”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a secuencias de acidos nucleicos,
proteinas, lipidos, microburbujas (por ejemplo, vesiculas cargadas con farmaco) y productos farmacéuticos.
Preferentemente, la biomolécula es una vacuna, y mas preferentemente la biomolécula es una vacuna de ADN, y
aun mas preferentemente una vacuna de ADN plasmidico.

El término “electroporacion” y las expresiones “electro-permeabilizacion”, o “mejora electro-cinética” (‘EP”), tal como
se usan de forma intercambiable en el presente documento se refieren al uso de un impulso de campo eléctrico
transmembrana para inducir trayectorias microscopicas (poros) en una membrana bioldgica; su presencia permite a
biomoléculas tales como plasmidos, oligonucleétidos, ARNip, farmacos, iones y agua que pasen de un lado de la
membrana celular al otro.

La expresion “corriente descentralizada” se usa en el presente documento para definir el patrén de corrientes
eléctricas suministradas a partir de las diversas matrices de electrodos de aguja de los dispositivos de
electroporacién descritos en el presente documento, en el que los patrones minimizan, o preferentemente eliminan la
aparicion de estrés térmico relacionado con electroporacion en cualquier zona del tejido que esta siendo
electroporado.

La expresion “mecanismo de retroalimentacion”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un proceso
realizado por software o hardware (o firmware), proceso que recibe y compara la impedancia del tejido deseado
(antes, durante y/o después del suministro de impulsos de energia) con un valor presente, preferentemente
corriente, y ajusta el impulso de energia suministrado para alcanzar el valor predeterminado. El término “impedancia”
se usa en el presente documento cuando se describe el mecanismo de retroalimentacion y se puede convertir en un
valor de corriente de acuerdo con la ley de Ohm, lo que permite comparaciones con la corriente predeterminada. En
una realizacion preferida, el “mecanismo de retroalimentacion” se realiza mediante un circuito en bucle cerrado
analogico.

La expresién “minimamente invasivo/a”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una penetracion
limitada por los electrodos de aguja del dispositivo de electroporaciéon proporcionado, y puede incluir electrodos no
invasivos (o agujas no penetrantes). Preferentemente, la penetracion es a un grado que penetra a través del estrato
corneo, y preferentemente se introduce en la capa mas externa de tejido vivo, el estrato granuloso, pero no penetra
en la capa basal. La profundidad de penetracién no debe superar 0,1 mm, y preferentemente profundidades que
varian entre aproximadamente 0,010 mm y aproximadamente 0,040 mm para atravesar el estrato corneo.
Preferentemente, esto se consigue usando un electrodo que tiene un extremo de trocar rectificado para proporcionar
una punta afilada que permite la penetracién a través del estrato cérneo pero que evita la penetracién profunda.

El término “tolerable” o “indoloro/a”, se usan en el presente documento de manera intercambiable, y cuando se
refieren a la electroporacion, significan un nivel del dolor asociado con la electroporacion sustancialmente inferior al
habitual con los dispositivos de electroporacion disponibles. Mas especificamente, la electroporacion tolerable (o
casi indolora) es el resultado de la combinacién de utilizar el MIED descrito en el presente documento, evitando
electroporacion del musculo, junto con el suministro de campos eléctricos bajos, a las capas epidérmicas entre el
estrato corneo y las capas basales. Preferentemente, los campos eléctricos estaran compuestos por niveles bajos
de tension, es decir, por ejemplo de aproximadamente 0, 01 V a 70 V, de aproximadamente 1 V a 15 V. Cuando se
miden usando una EVA, los sujetos que experimentan la electroporacion con MIED de acuerdo con los métodos
proporcionados en el presente documento experimentan niveles de dolor que estan dentro del 20 % (de la escala
completa) desde su puntuacion indolora o sin dolor, por ejemplo, en 2 puntos, con una escala completade 0 - 10, y
preferentemente dentro del 10 % desde su puntuacioén indolora.

En un aspecto de la presente divulgacion, hay dispositivos de electroporacion capaces de suministrar a un sujeto un

potencial eléctrico tolerable a capas de tejido epidérmico entre el estrato cérneo y las capas basales que da como
resultado electroporacion de células en dicho tejido que comprende: un generador de tensién; y una matriz que tiene
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una pluralidad de electrodos en comunicacion eléctrica con el generador de tension. Cada uno de la pluralidad de
electrodos estan separados de cada electrodo adyacente una distancia de aproximadamente 0,5 mm a
aproximadamente 2,5 mm; el generador de tension suministra, mediante los electrodos, un potencial eléctrico de
aproximadamente 0,1 voltios a aproximadamente 50 voltios al tejido epidérmico; y los electrodos tienen un apice en
el extremo distal que es romo con una punta afilada que permite al electrodo penetrar en capas de tejido de la
epidermis entre el estrato corneo y las capas basales, y suministra el potencial eléctrico desde el generador de
tension al tejido de la epidermis. En algunos casos, los electrodos tienen un apice en el extremo distal que es
generalmente romo pero tiene una punta afilada, o en otras palabras una punta afilada seguida por angulos pocos
profundos o romos. Por ejemplo, el electrodo puede tener un extremo distal que es un apice de trocar de rectificados
10° fuera del eje, hasta casi perpendiculares al eje de la aguja.

En otro aspecto de la presente divulgacion, hay dispositivos de electroporacion capaces de suministrar a un sujeto
un potencial eléctrico tolerable a tejido epidérmico que da como resultado electroporacion de células en dicho tejido
epidérmico que comprende: un generador de tensién; y una matriz que tiene una pluralidad de electrodos en
comunicacion eléctrica con el generador de tensién. Cada uno de la pluralidad de electrodos estan separados de
cada electrodo adyacente una distancia de aproximadamente 0,5 mm a aproximadamente 2,5 mm; el generador de
tensiéon suministra, mediante los electrodos, un potencial eléctrico de aproximadamente 0,1 voltios a
aproximadamente 50 voltios al tejido epidérmico; y los electrodos estan adaptados para penetrar en el tejido
epidérmico a profundidades de 0,1 mm o menos.

En otro aspecto de la presente divulgacion, hay dispositivos de electroporacion capaces de suministrar a un sujeto
un potencial eléctrico tolerable a tejido epidérmico que da como resultado electroporacion de células en dicho tejido
que comprende: un generador de tension; y una matriz que tiene una pluralidad de electrodos en comunicacion
eléctrica con el generador de tension. Cada uno de la pluralidad de electrodos estan separados de cada electrodo
adyacente una distancia de aproximadamente 0,5 mm a aproximadamente 2,5 mm; el generador de tension
suministra a la matriz un campo eléctrico de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50 voltios; y en el que los
electrodos suministran un potencial eléctrico tolerable a las células del tejido epidérmico que es casi indoloro segun
lo medido mediante una escala visual analdgica.

En otro aspecto de la presente divulgacion, hay dispositivos de electroporacion capaces de suministrar a un sujeto
un potencial eléctrico tolerable a tejido epidérmico que da como resultado electroporacion de células en dicho tejido
que comprende: un generador de tension; y una matriz que tiene una pluralidad de electrodos en comunicacion
eléctrica con el generador de tension. Cada uno de la pluralidad de electrodos estan separados de cada electrodo
adyacente una distancia de aproximadamente 0,5 mm a aproximadamente 2,5 mm; el generador de tension
suministra a la matriz un campo eléctrico de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50 voltios; y en el que los
electrodos suministran un potencial eléctrico tolerable a las células del tejido epidérmico como se demuestra
mediante dafio tisular minimo en dichas células.

En algunas realizaciones, los dispositivos tienen electrodos que estan adaptados para penetrar en el tejido
epidérmico a profundidades de 0,1 mm o menos, y preferentemente a profundidades de aproximadamente 0,01 mm
a aproximadamente 0,04 mm. Preferentemente, los electrodos estan separados de cada electrodo adyacente una
distancia de aproximadamente 1,5 mm. Ademas, preferentemente, el generador de tension suministra al tejido de la
epidermis un potencial eléctrico de aproximadamente 1 voltio a aproximadamente 15 voltios, y mas preferentemente
aproximadamente 15 voltios.

En algunas realizaciones, los dispositivos suministran el potencial eléctrico tolerable, el potencial eléctrico durante
una duracion que varia entre aproximadamente 5 ms y aproximadamente 250 ms, intervalos de duracion y tiempos
entre ellos.

En algunas realizaciones, los dispositivos suministran un potencial eléctrico tolerable que genera una evaluacion del
dolor por dicho sujeto que es casi indoloro segun lo medido mediante una escala visual analdgica. La EVA es una
linea horizontal de 100 mm de largo en la que 0 mm indicaba ningun dolor y 100 mm indicaba el peor dolor. Casi
indoloro es una puntuacion usando la metodologia EVA que produce una puntuacién media de aproximadamente <
20 mm (dentro del intervalo de confianza del 95 %), y preferentemente < 10 mm (dentro del intervalo de confianza
del 95 %).

En algunas realizaciones, los dispositivos suministran un potencial eléctrico tolerable que es un potencial eléctrico
que da como resultado dafio tisular minimo en dichas células del sujeto, y preferentemente ningin dafio tisular
visible mediante analisis histopatolégico del tejido. El analisis histolégico puede utilizarse para evaluar el dafio visual.

El analisis histolégico demuestra transfeccion en las capas superiores de la epidermis
Se realizd analisis histopatolégico de tejido cutaneo de cobaya. Cada panel mostraba tejido que ha sido
electroporado mediante MID. Todos los portaobjetos han sido tefiidos con hematoxilina y eosina asi como se han

observado al microscopio fluorescente (objetivo de 20 aumentos) parta visualizar la positividad de GFP. Se mostré la
histopatologia del tejido cutaneo después del sacrificio del animal 3 dias después del tratamiento: el analisis reveld
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ningun dafio tisular asociado después de electroporacion con el dispositivo minimamente invasivo. En otras
palabras, el analisis histopatoldgico del tejido con electroporacion se mostraba similar al tejido sin electroporacion.

En otro aspecto de la presente divulgacion, hay métodos tolerables de suministro de una biomolécula a células de
tejido epidérmico de un sujeto mediante suministro asistido por electroporacion usando los dispositivos de
electroporacién descritos en el presente documento, que comprenden: administrar la biomolécula a las células;
poner en contacto los electrodos con el tejido epidérmico de modo que los electrodos penetren a través del estrato
corneo y residan en capas por encima de las capas basales; y suministrar un potencial eléctrico tolerable desde el
generador de tension a las células de la capa epidérmica mediante los electrodos.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden manipular los electrodos para penetrar en el tejido epidérmico a
profundidades de 0,1 mm o menos, y preferentemente a profundidades de aproximadamente 0,01 mm a
aproximadamente 0,04 mm. La matriz puede ajustarse manualmente atras y adelante (u ondularse) en el sitio de
inyeccion para garantizar un buen contacto y da como resultado que el apice de los electrodos atraviese la capa del
estrato cérneo. Preferentemente, la etapa de suministro comprende suministrar un potencial eléctrico tolerable que
genera una evaluacion del dolor por dicho sujeto que es casi indolora segun lo medido mediante una escala visual
analodgica. Ademas, preferentemente, la etapa de suministro comprende suministrar un potencial eléctrico tolerable
que da como resultado dafo tisular minimo en dichas células del sujeto. La etapa de suministro preferentemente
suministra un potencial eléctrico de aproximadamente 0,1 voltios a aproximadamente 15 voltios a las células.

En algunas realizaciones, los métodos incluyen la etapa de suministro que comprende suministrar un potencial
eléctrico durante una duracion de aproximadamente 5 ms a aproximadamente 250 ms, e intervalos de duracién y
numeros entre ellos, y preferentemente 100 ms.

Dispositivos de electroporacion generales

Se proporcionan generadores o controladores del dispositivo de electroporacion que pueden suministrar un impulso
de energia eléctrica a un tejido epidérmico entre el estrato corneo y las capas basales a campos eléctricos bajos
para causar electroporacion tolerable. Preferentemente, la electroporaciéon se producira principal o exclusivamente
en la capa del estrato granuloso. Los dispositivos suministran el impulso de energia a través del MIED
proporcionado mediante los electrodos de aguja que son capaces de penetrar a través del estrato cérneo.

En algunas realizaciones, la capacidad de respuesta del presente MIED, que preferentemente mantiene una
corriente constante en el tejido tratado, se alcanza a través de un mecanismo de retroalimentacion en el dispositivo
de EP cutanea, que impide el calentamiento de un tejido, y reduce el dafio tisular, el dolor y contribuye al éxito global
de la tecnologia de electroporacion cutanea proporcionada. En algunas realizaciones, el MIED puede estar
compuesto ademas por un controlar; un generador de forma de onda en comunicacion electronica con el
controlador; un registrador de forma de onda en comunicacion electrénica con el controlador; y una bateria
conectada eléctricamente al generador de forma de onda. El controlador puede recibir una entrada del usuario,
ordenar al generador de forma de onda que suministre el impulso de energia al tejido deseado de acuerdo con la
entrada, y comunicar datos al registrador de forma de onda de acuerdo con el impulso de energia suministrado; y en
el que la bateria envia una carga eléctrica al generador de forma de onda, siendo la bateria una bateria de iones de
litio, niquel- hidruro metdlico, acido-plomo, o niquel-cadmio. Preferentemente, el MIED (figura 3) es portatil. El
dispositivo portatil puede ser accionado mediante un médulo de bateria, y ser adecuado para vacunacion en masa
para fines terapéuticos o de vacunacion.

El MIED puede ser una combinacion de la matriz de electrodos proporcionada y el aplicador junto con diversos
componentes, o generadores, que generan un campo eléctrico (o que generan un impulso eléctrico). En algunos
ejemplos, los generadores pueden seleccionarse entre uno de los dispositivos de electroporacion conocidos,
incluyendo aunque sin limitarse a los siguientes: los dispositivos de electroporaciéon descritos en la patente de
Estados Unidos N.° 7.245.963, titulada, “Constant Current Electrode Assembly for Electroporation”, y la patente de
Estados Unidos N.° 5.273.525, la patente de Estados Unidos N.° 6.110.161, la patente de Estados Unidos N.°
6.261.281, la patente de Estados Unidos N.° 6.958.060, y la patente de Estados Unidos 6.939.862, entre otras. En
ejemplos mas preferidos, los generadores son aquellos usados con el dispositivo de EP CELLECTRA® y el
dispositivo de EP Elgen EP (ambos de Inovio Pharmaceuticals, Inc., Blue Bell, PA).

Agujas de electroporacion

Diversas agujas de electroporacion conocidas capaces de suministrar una carga eléctrica pueden incorporarse en el
MIED. Las agujas de electroporacién son minimamente invasivas, lo que incluye agujas no invasivas.
Preferentemente, las agujas son afiladas, por ejemplo, algunos casos usan un rectificado de trocar, de modo que
puedan penetrar a través del estrato corneo y alcanzar el estrato granuloso. El extremo del trocar puede ser
rectificado para dejar una punta afilada que permita la penetracion a través del estrato corneo pero evite una
penetracion profunda. En algunos ejemplos, los electrodos tienen un apice en el extremo distal que es generalmente
romo pero tiene una punta afilada, o en otras palabras una punta afilada seguida por angulos poco profundos o
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romos, por ejemplo, el electrodo puede tener un extremo distal que es un apice de trocar de rectificados 10° fuera
del eje, a casi perpendicular al eje de la aguja.

Matrices

Con el actual MIED pueden usarse una multitud de formaciones de matriz de agujas conocidas. Estas formaciones
de matriz de agujas contempladas incluyen cualquier numero de electrodos, cualquier patréon geométrico de
electrodos en una disposicion plana general. Preferentemente, los electrodos estan dispuestos distribuidos
uniformemente sobre la matriz de electrodos (o sobre la base o sustrato al que estan unidos los electrodos). Mas
preferentemente, los electrodos de aguja estan dispuestos en una disposicion similar a un cuadrado con cada
electrodo adyacente separado aproximadamente la misma distancia (excepto por los electrodos en el borde del
cuadrado).

En algunas realizaciones, la matriz esta compuesta por al menos tres agujas equidistantes en un patrén triangular, al
menos cuatro agujas equidistantes en un patrén circular, o agujas dispuestas en un patron 2 x 2, 3x 3,4 x4,5x5, 0
mayor. Como alternativa, el patron puede ser rectangular o romboidal. Preferentemente, los electrodos de aguja
estan dispuestos en una disposicion de matriz de agujas 4 x 4. Un ejemplo de la matriz de agujas 4 x 4 se muestra
en la figura 1. La figura 2 muestra un ejemplo de la carcasa del MIED, carcas de la matriz y carcasa del electrodo.
Cada electrodo de aguja puede estar separado de cada electrodo de aguja adyacente una distancia de 150 mm o
menos, de 100 mm a 1 mm, de 50 mm a 1 mm, de 40 mm a 1 mm, de 30 mm a 1 mm, de 20 mm a 1 mm, de 10 mm
a 1mm, de 5mm a1 mm, de 5 mm a 2 mm, de 5 mm a 2 mm, y preferentemente 2 mm, y mas preferentemente 1,5
mm.

Impulsos eléctricos (potencial eléctrico suministrado)

Los dispositivos proporcionados funcionan a tensiones y corrientes mas bajos que los métodos de EP tipicos para
mejorar la tolerabilidad mientras se mantiene la transfeccion con éxito de la biomolécula (tal como demuestra la
expresion y posteriormente la respuesta inmunitaria). El dispositivo se usa habitualmente con un generador de
impulsos disefiado para suministrar una tension, una corriente constante o una combinacion de ambas, segun se
deseen. Los impulsos eléctricos usados por el MIED para efectuar la transfeccion de las células en el tejido cutaneo
son cualesquiera patrones de impulsos conocidos que proporcionen la baja energia eléctrica requerida para producir
la electroporacion tolerable. En algunas realizaciones, el MIED suministra un impulso eléctrico al tejido deseado a
niveles de tensiéon de 0,01 Va70V,0,01vVa50V,001VvVa40V,001va30V,001Va20V,001VaisV, 0,1V
a70V,01Vab0Vv,01VvVad40V,01Va3d3dVv,01VazV,0,1Va1l5V,y preferentemente 1V - 15V. Mas
preferentemente los niveles de tensiéon son de 15 V cuando electrodos adyacentes del MIED estan separados
aproximadamente 2 mm, y preferentemente 1,5 mm.

En algunas realizaciones, el MIED suministra energia eléctrica tolerable que se caracteriza por un impulso eléctrico
que suministra la siguiente corriente al tejido deseado: de 0,2 mA a 100 mA, 0,1 mA a 100 mA, 0,5 mA a 100 mA, 1
mA a 100 mA, 1 mA a 80 mA, 1 mA a 60 mA, 1 mA a 50 mA, 1 mA a 40 mA, 1 mA a 30 mA, pero preferentemente
de 1 mA a 100 mA, y mas preferentemente de 1 mA a 30 mA, y mas preferentemente 10 mA.

Los impulsos eléctricos tolerables asociados con el MIED se caracterizaran, todos, por corta duracién de cada
impulso, incluyendo longitudes de impulso de 5 ms a 250 ms, impulso de 10 ms a 250 ms, 20 ms a 250 ms, 40 ms a
250 ms, 60 ms a 250 ms, 80 ms a 250 ms, 100 ms a 250 ms, 20 ms a 200 ms, 40 ms a 200 ms, 60 ms a 200 ms, 80
ms a 200 ms, 100 ms a 200 ms, 20 ms a 150 ms, 40 ms a 150 ms, 60 ms a 150 ms, 80 ms a 150 ms, 100 ms a 150
ms, 100 ms a 140 ms, 100 ms a 130 ms, 100 ms a 120 ms, 100 ms a 110 ms, y mas preferentemente 100 ms.

Los impulsos eléctricos tolerables asociados con el MIED se caracterizaran también por impulsos bajos repetidos.
Los impulsos suministrados por el MIED se repiten para suministrar el siguiente nimero de impulsos para cada
vacunacion: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 0 10, y preferentemente de 1-6 impulsos, y mas preferentemente 2 impulsos.

Tejido para administrar vacuna + EP

El MIED es para el suministro de energia eléctrica que permite la electroporacion a células de tejido cutaneo para
ayudar al suministro de biomoléculas a las células en su interior, y preferentemente la vacunacion con vacunas de
ADN. Preferentemente, los electrodos penetran solamente en el tejido cutaneo que es la capa de tejido vivo justo
debajo del estrato corneo y por encima de la capa basal; y preferentemente en las capas del estrato granuloso
solamente. La biomolécula se suministra habitualmente al tejido diana usando la técnica de Mantoux.

Version que funciona con bateria con componentes electrénicos en el mango (véase la figura 3)
El MIED puede ser un dispositivo de EP portatil. Se proporciona un dispositivo MIED auténomo portatil en el que el

dispositivo es de mano y en el que la fuente de energia eléctrica para impulsos eléctricos es al menos una bateria
que tiene un potencial de tension de entre 1,5V y 12 V.
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El MIED portatil puede comprender una carcasa dentro de la cual estd contenida dicha bateria, una placa de
circuitos que comprende un circuito eléctrico en comunicacion eléctrica con y que funciona con dicha bateria, y al
menos un condensador capaz de contener una capacitancia de entre 1000 y 100000 pF (microFaradios). En una
realizacion relacionada, los componentes (es decir, bateria, circuito y condensador) estan, en general, colocados
espacialmente dentro de dicha carcasa en una disposicién lineal o uno al lado del otro, de modo que la carcasa
pueda tener una forma generalmente rectangular o cilindrica capaz de estar sujeta en la mano de una persona que
maneja el dispositivo. Por ejemplo, la carcasa tendra un extremo proximal y un extremo distal, de modo que el
cilindro o parte larga de dicho rectangulo esté entre ellos y en la que dicha bateria esta ubicada dentro de dicho
extremo proximal de dicha carcasa y es accesible desde dicho extremo mediante una cubierta amovible. En el
extremo distal de dicha carcasa pueden estar ubicados conductos eléctricos que estan en comunicacién eléctrica
con dicho circuito y que sirven como conectores para conectar a al menos un catodo y al menos un anodo a usar
para completar un circuito que comprende un pulso electroporador alimentado por dicha bateria a través de dicho
condensador y circuito. El extremo distal de dicha carcasa también puede comprender en asociaciéon con, o como
parte de, dicha carcasa un mecanismo para unir, de forma semipermanente o permanente, y/o desprender del
mismo, un conjunto de cabeza, comprendiendo dicho conjunto de cabeza, a su vez, cualquiera de un depdsito para
contener un agente terapéutico fluido, un orificio en comunicacion fluida con dicho deposito a través del cual dicho
fluido puede ser dirigido a un tejido corporal, una fuente de energia para mover dicho fluido desde dicho depésito a
través de dicho orificio, y al menos un electrodo que comprende al menos un anodo y un catodo.

En algunas realizaciones, el MIED portatil es capaz de suministrar al tejido cutaneo de un mamifero un impulso
eléctrico capaz de electroporar células dentro de dicho tejido, teniendo dicho impulso eléctrico una tension
generalmente de entre 0,1 V y 70 V, preferentemente 0,1 V y 50 V, mas preferentemente 1 V y 15 V. Es mas, el
dispositivo es capaz de administrar un impulso electroporador a dichas intensidades de campo durante un periodo
de tiempo de entre 5 milisegundos y 250 milisegundos, y mas habitualmente de entre 10 y 100 milisegundos, aun
mas habitualmente entre 30 y 70 milisegundos, y mas preferentemente 50 milisegundos. Es mas, el dispositivo es
capaz, mediante su microprocesador, de suministrar un impulso bipolar o un impulso monopolar de energia eléctrica
electroporadora, impulsos bipolares 0 monopolares que pueden comprender un tren predeterminado de multiples
impulsos, y/o impulsos conformados en tensiéon, o mas aun impulsos de descarga de forma exponencial. Dicha
capacidad de emitir impulsos variables permite la optimizacién del potencial del proceso de electroporacion
incluyendo optimizacién de la tension, forma del impulso, duracién y polaridad de los impulsos de electroporacion.

Ejemplos
La presente divulgacion se ilustra adicionalmente en los siguientes ejemplos.

Puede llevarse a cabo un ensayo para evaluar tolerabilidad o el dolor reducido generado por los dispositivos de
electroporacién descritos en el presente documento. El personal del estudio puede poner en marcha un cronémetro
para cada paciente en el momento de la administracion de la electroporaciéon. Cada paciente realizara evaluaciones
de dolor estandar bajo la supervision de personal del estudio formado, y registraran estas evaluaciones en un diario
a: cinco, 10, 15, 20, 30 y 45 minutos, una hora y una hora y media después de la electroporacion, a continuacion
cada hora durante 12 horas después de la electroporaciéon, y a las 16 horas y 24 horas después de la
electroporacion. Los pacientes midieron la intensidad del dolor usando tanto una escala categérica como una EVA.
Tal como se ha indicado previamente, la escala categodrica incluia cuatro categorias:

0 = ninguno, 1 = leve, 2 = moderado y 3 = grave.

La EVA es una linea horizontal de 100 mm de largo en la que 0 mm indicaba ningun dolor y 100 mm indicaba el peor
dolor. Usando esta escala de 100 mm, una puntuacion casi indolora seria una puntuacién que esta dentro de 20 mm
desde una puntuacion que indica sin dolor (son se sinti6 ningun dolor). En algunos casos, casi indoloro seran
puntuaciones de 10 mm desde una puntuacion sin dolor.

Métodos

Los siguientes métodos se utilizan en cada uno de los ejemplos, a continuacion, donde sea apropiado segun la
descripcion.

Disefio del dispositivo minimamente invasivo - Matrices de electrodos que consistian en una aguja de trocar bafiada
en oro de 4x4 de 0,0175 pulgadas de diametro a una separacion de 1,5 mm estaban construidos para usarse junto
con el generador de impulsos ELGEN1000 (Inovio Pharmaceuticals, Inc., Blue Bell, PA) o un circuito de baja tensién
que funciona con bateria.

Preparacion del plasmido - El plasmido gWiz GFP se adquiri6 de Aldevron (Fargo ND). El plasmido NP codifica la
NP de longitud completa derivada de la cepa Puerto Rico 8 (H1N1) de la gripe. El plasmido M2 codifica la M2 de
longitud completa de la cepa New Caledonia/99 (H1N1) de la gripe. La construccion tenia las sefales que dirigen al
nucleo mutadas y fue optimizada y sintetizada por GeneArt (Alemania). Todos los plasmidos se diluyeron en 1xPBS
antes de la inyeccion. El coctel plasmidico de vacuna contra la gripe SYNCON * (construccion de ADN sintética)
(100 pg/plasmido) que contenia pGX2005 (construccion de vacuna SYNCON™ que codifica una secuencia consenso



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 594 498 T3

de H1HA) y pGX2009 (construccion de vacuna SYNCON™ que codifica una secuencia consenso de H1HA de cerdo)
se diluyeron en 1xPBS antes de la inyeccion.

Animales - Cobayas Hartley hembra (cédigo de estirpe 051), conejos New Zealand hembra y ratones Balb C hembra
se adquirieron de Charles River Laboratories. Ratas Wistar hembra se adquirieron de Charles River Laboratories.
Cerdos Yorkshire hembra se adquirieron de S & S Farm's (Ramona, CA). Las cobayas, las ratas, los conejos y los
ratones se alojaron en BioQuant (San Diego, CA). Macacos macho (4) y hembra (4) (Macaca mulatto) se alojaron
individualmente en BIOQUAL, Inc. (Rockville, MD), con acceso ad libitum a alimento y agua. A los macacos se les
permitio aclimatarse durante al menos 30 dias en cuarentena antes del experimento. Todos los animales se alojaron
y se manipularon de acuerdo con los estandares del Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC).
Preparacion de animales - Los resultados de informador de GFP observados de las cobayas Hartley después de la
eliminacion del pelo fueron los mismos que los resultados observados en las cobayas sin pelo IAF en experimentos
previos. Dado que la eliminacion del pelo parecia no tener ningun efecto sobre la transfeccion resultante y debido a
consideraciones de coste, se decidi6 llevar a cabo el resto del estudio en los animales Hartley. Las cobayas Hartley
se afeitaron y el vello corto se elimind mediante crema depilatoria (Veet) 24 h antes del tratamiento. Los ratones, las
ratas, los conejos, los cerdos y los macacos se afeitaron antes del tratamiento.

Inyecciones de ADN - Los macacos se sedaron con quetamina inyectada. Todos los demas animales se sedaron
con isoflurano inhalado. Todos los animales se inyectaron por via intradérmica (método Mantoux - aguja para
insulina del calibre 29) con 50 pl de 1 x PBS que contenia la dosis deseada de plasmido. A los ratones se les
inyectaron por via intramuscular, en el cuadriceps, 50 ul de 1xPBS que contenia la dosis deseada de plasmido. A los
macacos se les inyectaron por via intramuscular, en el cuadriceps, 400 ul de 1xPBS que contenia la dosis deseada
de plasmido. El vector vacio se afiadié para mantener cantidades de ADN iguales para cada grupo.

Electroporacion con dispositivo dérmico - Inmediatamente después de la inyeccion de ADN, el dispositivo dérmico se
aplicé al sitio de inyeccién dérmica. La matriz se “hizo oscilar” en el sitio de inyeccion para garantizar el buen
contacto y electrotransferencia conseguida a través de la generacion de impulsos a partir del Elgen 1000 o un
circuito de bateria de baja tension. Los parametros usados fueron tres impulsos de 15 voltios de 100 ms de duracion.
Electroporacion del musculo - Inmediatamente después de la inyeccion IM, se realizé electroporacion insertando una
matriz de agujas de 27 G, 2 con una separacion de electrodos de 4 mm en el sitio del musculo inyectado. Se
suministraron dos impulsos de 125 V/cm que duraron 60 ms cada uno usando el Elgen 1000.

Imaginologia de la piel - Se retiraron muestras o biopsias de piel post-mortem de animales después del sacrificio y
se almacenaron en hielo hasta que se obtuvieron imagenes en un microscopio de imaginologia OV 100 (Anti Cancer
Inc., San Diego, CA) a 480 nm.

Histopatologia - Se retiraron muestras o biopsias de piel post-mortem de animales después del sacrificio y se
conservaron inmediatamente en formalina tamponada neutra al 10 % y se enviaron a Pacific Pathology, San Diego,
CA, para procesamiento y analisis histopatolégico. Tejidos apropiados se recortaron, se procesaron, se incluyeron
en parafina, se seccionaron a aproximadamente 5 um, y se tifieron con hematoxilina y eosina. Los portaobjetos
resultantes fueron examinados por un patélogo certificado por el consejo. Las secciones se visualizaron usando un
microscopio Zeiss Axioplan con un objetivo 10 x en el Burnham Institute, San Diego, CA.

Deteccion de anticuerpos para NP en suero de ratéon inmunizado - Las respuestas de anticuerpo contra NP se
evaluaron mediante ELISA usando suero de ratones inmunizados. A los ratones se les extrajo sangre retro-orbital
después semanas después de la ultima inmunizacion. Placas Nunc Maxi-Sorp Immuno Plates se revistieron con NP
(5 pg/ml, Imgenex IMR-274) a 4 °C durante una noche. Los anticuerpos no unidos se eliminaron por lavado de la
placa mediante un lavado de la placa automatico usando PBS con Tween-20 al 0,05 %. Las placas se bloquearon
para union inespecifica afadiendo 200 ul de PBS con BSA al 0,5 % durante una hora a 37 °C. Después de lavar
como anteriormente, se diluyé suero 1:50 en PBS con BSA al 0,2 % y Tween-20 al 0,05 % y se afiadieron al primer
pocillo. Se realizé una dilucion sucesiva diluyendo de 1:3 a 1:5 para cada pocillo. El suero se incub6 durante dos
horas a 37 °C antes de lavar. La IgG-biotina anti-ratéon (B9904 5 ml; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE. UU.) se diluyo
a 1:10000 y se anadieron 50 pl a cada pocillo y se incubaron una hora a 37 °C antes de lavar. A esto le sigui6 la
adicién a cada pocillo de 50 pl de estreptavidina-HRP (Southern Biotech, Birmingham, AL, EE. UU.) diluido a 1:1000
y se incubd durante una hora a 37 °C antes de lavar. La etapa final se realiz6 afiadiendo 50 pl de sustrato de HRP
(P-9187, Sigma-Aldrich) e incubando a temperatura ambiente en la oscuridad durante 10 minutos antes de leer la
densidad 6ptica (DO) a 450 nm. Se consideraba que una lectura era positiva si la DO era tres veces mayor que la
DO del suero de ratones sin exposicion previa. Los resultados se presentaron como valor cuantitativo final, es decir,
la dltima diluciéon donde la DO era mayor o igual a tres veces mayor que la del suero sin exposicion previa.

Ensayo ELISpot - Dos semanas después de la inmunizacion, se aislaron esplenocitos de cada grupo de ratones. Se
aclararon suspensiones de células individuales de globulos rojos usando tampoén de lisis RBC (eBioscience). El kit
de ensayo ELISPOT se adquiri6 de R&D Systems. Placas ELISPOT de 96 pocillos (Millipore) se revistieron con
anticuerpo monoclonal anti-interferon (IFN)-y de ratén. Después de incubacion durante una noche a 4 °C, los pocillos
se lavaron y se bloquearon con tampdén de bloqueo de acuerdo con el protocolo de R&D Systems. Esplenocitos
combinados de cada grupo se afadieron a los pocillos y se incubaron con 1 ug/ml de NP147 (TYQRTRALV
Biosynthesis Inc.) durante 48 h. Las placas se lavaron y revelaron a continuacion siguiendo el protocolo tal como lo
describe el fabricante. Las manchas fueron contadas y analizadas por Cellular Technology Ltd.

Provocacion intranasal con gripe - Ratones Balb/c en grupos de 10 se inmunizaron la semana 0, 3 y 6. Los ratones
se inmunizaron: Principal 30+30 ug semana 0, refuerzo 30+30 pg semana 3, refuerzo 100+100 pg semana 10. La
semana 12, se llevaron a cabo experimentos de provocacion con gripe usando protocolos BSL IV en The National
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Microbiology Laboratory, Public Health Agency of Canada, Winnipeg, MB, Canada de acuerdo con directrices éticas
de su comité ético. Una dosis de 100xDL50 de la cepa A/Vietnam/1203/04 de H5N1 se usé para provocacion nasal.
Los ratones fueron monitorizados a continuacion para supervivencia y peso corporal cada dia durante 21 dias
después de la provocacion.

Ensayos HAI - A los animales se les extrajo sangre y se almacenaron muestras de suero inmediatamente en hielo
seco antes de enviarlo a BIOQUAL, Rockville, MD para procesamiento. Los sueros se trataron con enzima
destructora del receptor diluyendo 1 parte de suero con 3 partes de enzima y se incubaron durante una noche en un
bafio de agua a 37 °C. La enzima se inactivd mediante 30 minutos de incubacién a 56 °C, seguida por la adicion de
6 partes de solucion salina tamponada con fosfato para una dilucion final de 1/10. Se realizaron ensayos HAI en
placas de microvaloracién de 96 pocillos de fondo en V, usando 4 unidades de hemaglutinacién de virus y gldbulos
rojos al 1 % tal como se ha descrito previamente. Los virus usados para los ensayos HAI se obtienen a partir de la
rama de gripe del CDC.

Ejemplo 1

La electroporacion usando un dispositivo minimamente invasivo da como resultado robusta transfeccion del gen
informador

Un dispositivo de electrodos minimamente invasivo (MIED) se disefié para uso con el suministro de una vacuna de
ADN. Este nuevo aplicador consiste en electrodos de aguja de acero inoxidable bafiados en oro con rectificados de
trocar (los electrodos tienen un apice en el extremo distal que es romo con una punta afilada) a una separacion de
1,5 mm en un patréon de matriz 4 x 4 (figuras 4a y 4c). Hileras alternas de cuatro electrodos pueden activarse con
polaridad inversa: positiva y a continuacion negativa. Los electrodos son capturados en tomas eléctricas dentro del
mango de plastico, permitiendo que cada electrodo sea dirigido individualmente para patrones de activacion
alternativos. El dispositivo esta disefiado para establecer contacto solamente con la superficie de la piel y no
penetrar directamente en el tejido. Tras el contacto apropiado, lo afilado de los electrodos puede permitir a la matriz
del dispositivo romper la capa de barrera del estrato cérneo, garantizando mediciones de impedancia coherentes
dando como resultado tratamientos de electroporacion repetibles. El dispositivo prototipo se construyé con cable de
conexion para enlace al generador de impulsos (figura 4b).

Se estudiaron los limites inferiores de los parametros de tension requeridos para transfeccion exitosa y respuestas
inmunitarias usando este nuevo dispositivo de electrodos de aguja minimamente invasivo (MIED). Sitios de la piel
diferentes en el flanco de una cobaya se inyectaron usando la técnica Mantoux con 50 pl de 1 mg/ml de plasmido de
GFP y se sometieron a impulsos inmediatamente usando el MIED ajustado a una tension de tan solo 15 V (figura
5a). La transfeccion de GFP robusta y reproducible era visible 8 horas después de tratamiento alcanzaba un maximo
a los 3 dias. La transfeccion de GFP minima o ninguna era detectable después de la inyeccion del plasmido de GFP
en solitario (datos no mostrados). Aunque un intervalo de parametros eléctricos y tensiones daba como resultado
transfeccion de GFP, impulsos a 15 voltios fueron mas reproducibles (datos no mostrados). La reproducibilidad se
cuantific6 y se evalu6 mediante recuento de pixeles positivos después de microscopia de fluorescencia en
condiciones estandarizadas. Los nimeros de recuento de pixeles mas consistentes dentro de un area definida se
obtuvieron a los parametros de 10-15 voltios. Los patrones de transfeccion de GFP reales aparecieron como
distintas “islas” alrededor del punto de contacto con cada electrodo (figura 5b). La EP eficaz es poco profunda y esta
altamente localizada alrededor del apice del electrodo a baja tension, por lo tanto, no hay ninguna transfeccion
significativa por debajo de las capas del estrato basal de la epidermis.

Para asegurarse de que la transfeccion robusta no era un fendmeno especifico de la cobaya, se llevé a cabo
localizacion de GFP en una serie de especies. Sitios de la piel en ratones, conejos, ratas y cerdos se inyectaron con
50 wl (30 pl en ratones) de 1 mg/ml de plasmido de GFP y se sometieron a impulsos inmediatamente usando el
MIED. Todas las especies demostraron una robusta transfecciéon de GFP dérmica después de la electroporacién con
minima o ninguna transfeccion detectada después de la inyeccion de plasmido de GFP en solitario (figura 6). En
todas las especies, se detectd una fuerte positividad de GFP en todas las muestras de piel electroporadas. Sin
embargo, solamente las muestras de conejo demostraron el patrén de “isla” distintivo observado en las muestras de
cobaya (figura 5). La localizacién de GFP en la piel de rata, ratdon y cerdo parecia mas difusa. El area transfectada
real fue similar entre rata, conejo y cerdo (aproximadamente 4 mm?) dado que estaba en funcion del tamafio de la
burbuja de inyeccion. El area transfectada en la piel de raton fue ligeramente mas pequefia debido al volumen de
inyeccion mas pequefio. En el panel de ratén, se muestra toda la piel del ratén, de modo que puede apreciarse el
tamafo relativo. Células positivas para GFP se detectaron solamente en la superficie de la piel en las muestras de
rata, conejo y cerdo. No se observo ninguna sefial de GFP en el lado inferior de estas muestras. El lado inferior de
las pieles de ratén parecia tener una sefial de GFP positiva. Sin embargo, esto parece estar relacionado con la
delgadez de la muestra de piel.

Estos datos sugieren que el MIED puede transfectar de forma eficiente el plasmido a la piel en modelos en animales
tanto pequefios como grandes.
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Ejemplo 2

Electroporacion usando un dispositivo minimamente invasivo - El analisis histolégico demuestra transfeccion en las
capas superiores de la epidermis

Para abordar el efecto de electroporacion mediante el MIED a nivel celular, se llevé a cabo un analisis histologico.
Sitios en una cobaya se inyectaron con 50 de 1 mg/ml de plasmido de GFP y se sometieron a impulsos
inmediatamente usando el MIED. Se extirparon muestras de biopsia 3 dias después del tratamiento, se fijaron, se
seccionaron en parafina y se tifieron con H&E (no se muestra el portaobjetos). El analisis patolégico no reveld
ningun dafio tisular asociado después de electroporacion con el dispositivo minimamente invasivo. Microscopia de
alta potencia revel6 que la mayoria de la transfeccion de GFP se producia en la capa de células del estrato
granuloso de la epidermis (no se muestra el portaobjetos). También se detectaron células positivas para GFP en el
estrato basal. En contraste, solamente unas pocas células positivas para GFP se detectaron en la biopsia que
recibi6 inyeccion de plasmido de GFP en solitario. Esto contrastaba directamente con la robusta sefial observada en
la muestra de biopsia procedente de tejido que habia recibido electroporacion. Una estimacion visual de mejora de la
expresion seria superando las 100-1000 veces basandose en el nimero de células positivas para GFP con respecto
a ADN en solitario.

Ejemplo 3

Electroporacion usando un dispositivo minimamente invasivo - resultados en respuestas celulares robustas y
proporciona 100 % de proteccion contra provocacion letal en ratones

Se inmunizaron ratones con ADN que codifica antigenos de la gripe NP y M2: Principal 30+30 ug semana 0, refuerzo
30+30 ug semana 3, refuerzo 100+100 pg semana 10. Antigeno NP emparejado de la cepa Puerto Rico/39 y
antigeno M2 emparejado de la cepa New Caledonia/99 se optimizaron, se sintetizaron y a continuacion se clonaron
en la cadena principal de un vector de expresién de mamifero clinicamente aprobado, pMB76.5. Los antigenos NP y
M2e se seleccionaron para evaluar principalmente la inmunidad celular. Estas proteinas no son capaces de inducir
respuestas de anticuerpo neutralizante.

Se electroporaron grupos de ratones con el dispositivo dérmico minimamente invasivo o con el dispositivo
intramuscular Elgen 1000 (Inovio Pharmaceuticals, Inc., Blue Bell, PA). La induccion de respuestas celular y humoral
potentes en el modelo en raton segun lo medido por ensayos ELISPot con células T especificas de antigeno y los
valores cuantitativos de anticuerpo se observaron en todos los ratones. Las respuestas de CTL especificas de
antigeno fueron 200 +/- 57,9 UFE/1076 esplenocitos contra NP para MIED y 85+/- 36,3 UFE/10%6 esplenocitos
contra NP para IM (figura 7A). Aquellos animales electroporados por via intradérmica mostraron valores cuantitativos
mas elevados y respuestas celulares aunque no estadisticamente significativas.

En un intento de determinar si las respuestas inmunitarias inducidas fueron capaces de afectar a la infeccién, los
ratones fueron provocados con una dosis letal de gripe A/H5N1/Vietnam/1203/04 mediante inoculacion intranasal
(i.n.) (figura 7B). Se sabe que la cepa VN/1203/04 (H5N1) de la gripe causa morbilidad y mortalidad rapidas. Aunque
el 100 % de los ratones sin provocacion previa sucumbieron a la infeccion el dia 11, el 100 % de los ratones
inmunizados con el MIED fueron protegidos tanto contra morbilidad como contra mortalidad hasta el dia 15 (fin del
experimento). Analogamente, el dia 15, el 90 % de los animales de control positivo inmunizados IM sobrevivieron.

Ejemplo 4

Electroporacion usando un dispositivo minimamente invasivo, resultados en inmunogenicidad humoral y valores
cuantitativos HI protectores

Cobayas

Es dificil dirigirse a la dermis en ratones debido a la estructura extremadamente fina de la piel y la estrecha
proximidad del musculo subyacente. Por esta razén, a menudo respuestas inmunitarias inducidas en ratones son
una combinacion de piel y musculo. Por lo tanto, el MIED se ensayd en un modelo en un animal mas grande -
cobayas, que tiene una estructura cutanea mejor definida.

Se inmunizaron cobayas con una vacuna para la gripe SYNCON™ de consenso descrita anteriormente mediante
electroporacion intradérmica mediante MIED. Los animales se vacunaron con un céctel plasmidico de vacuna (100
pg/plasmido) que contenia pGX2005 (construccion de vacuna SYNCON™ que codifica una secuencia consenso de
H1HA) y pGX2009 (construccion de vacuna SYNCON™ que codifica una secuencia consenso de H1HA de cerdo) en
un volumen de 50 pl diluidos en 1 x PBS. Dos semanas después de dos inmunizaciones, cada animal desarrollo
robustos valores cuantitativos de HAI por encima de 1:40 contra H1N1 la cepa pandémica Mexico/2009, y también
para la cepa A/H3N2 Brisbane, y en cierta medida para la cepa A/H5N1 Vietnam/2005 (figura 8).
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Macacos

Se vacunaron macacos con un coctel plasmidico de vacuna para la gripe consenso descrito previamente (100
ug/plasmido) que contenia pGX2005 (construccion de vacuna SYNCON  que codifica una secuencia consenso de
H1HA) y pGX2009 (construccion de vacuna SYNCON™ que codifica una secuencia consenso de H1HA de cerdo) en
un volumen de 50 ul mediante electroporacion intradérmica (MIED) o intramuscular (Elgen 1000). Después de dos
inmunizaciones, cuatro de cuatro animales desarrollaron valores cuantitativos de HAI por encima de 1:40 contra la
cepa H1N1/Mexico/2009, y contra la cepa A/H1N1/New Caledonia, cuando se inmunizaban por via intradérmica con
MIED (figura 9).

Ejemplo 5
Estudio de tolerabilidad con el dispositivo minimamente invasivo

Para evaluar el nivel de dolor de EP con el dispositivo de EP minimamente invasivo, éste se aplica a las capas
epidérmicas entre el estrato corneo y la capa basal. La respuesta visual del ensayo con animales anestesiados no
produce los espasmos musculares observados con impulsos de mayor potencia o matrices de electrodos invasivas,
aunque demostrando transfeccion eficaz con genes informadores y respuesta inmunitaria con plasmidos antigénicos.
Tensiones de impulso hasta 15 V y corrientes hasta aproximadamente 30 mA producen solamente una sensacion
leve, mientras que inducen respuestas inmunitarias protectoras en cobayas y monos macaco rhesus para gripe.

Se aplica EP in vivo usando la matriz del dispositivo dérmico invasivo y ha demostrado una marcada reduccion del
dolor en comparacion con las matrices invasivas del dispositivo intramuscular. Se espera que el MIED de como
resultado una reduccion del dolor aun mayor.

Se aplica EP in vivo usando la matriz del MIED después de una inyeccion ID de solucion salina al 0,9 % en el estrato
granuloso. A los pacientes se les inyectan 0,15 ml de solucion salina en la capa del estrato granuloso y a
continuacion se realiza EP usando CELLECTRA® 2000 (Adaptive Constant Current Device o, como alternativa, un
dispositivo Elgen 1000, Inovio Pharmaceuticals, Inc., Blue Bell, PA). Los parametros de EP son 15V, impulso de 100
ms, y 3 impulsos en total.

Para cada sujeto, el dolor en el sitio de inyeccion se evaluaria usando una puntuacioén visual analégica (EVA), que
se determina inmediatamente después de EP.
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REIVINDICACIONES
1. Un dispositivo de electroporaciéon minimamente invasivo que comprende:

un generador de tension; y una matriz que tiene una pluralidad de electrodos en comunicacion eléctrica con el
generador de tension, en el que:

el dispositivo de electroporacion es capaz de suministrar a un sujeto un potencial eléctrico a capas de tejido
epidérmico entre el estrato corneo y las capas basales que da como resultado la electroporacion de células
en las capas de tejido epidérmico entre el estrato cérneo y las capas basales;

cada uno de la pluralidad de electrodos estan separados de cada electrodo adyacente una distancia de
aproximadamente 0,5 mm a aproximadamente 2,5 mm;

el generador de tensién suministra, mediante los electrodos, un potencial eléctrico de aproximadamente 0,01
voltios a aproximadamente 70 voltios a las capas de tejido epidérmico entre el estrato cérneo y las capas
basales; y

los electrodos tienen un apice en el extremo distal que es romo con una punta afilada que permite que el
electrodo penetre en las capas de tejido de la epidermis entre el estrato corneo y las capas basales al tiempo
que impide que la profundidad de penetracién supere 0,1 mm, estando dichos electrodos adaptados para
suministrar el potencial eléctrico desde el generador de tension a las capas de tejido de la epidermis entre el
estrato cérneo y las capas basales.

2. El dispositivo de la reivindicacion 1,
en el que los electrodos estan adaptados para penetrar en las capas de tejido epidérmico entre el estrato cérneo y
las capas basales a profundidades de aproximadamente 0,01 mm a aproximadamente 0,04 mm.

3. El dispositivo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
en el que los electrodos estan separados de cada
electrodo adyacente una distancia de aproximadamente 1,5 mm.

4. El dispositivo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3,
en el que el generador de tension suministra al tejido de la epidermis un potencial eléctrico de aproximadamente 1
voltio a aproximadamente 15 voltios.

5. El dispositivo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4,
en el que el generador de tension suministra al tejido de la epidermis un potencial eléctrico a una corriente que varia
entre aproximadamente 1 mA y aproximadamente 50 mA.

6. El dispositivo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el generador de tension suministra al tejido

de la epidermis un potencial eléctrico durante una duracidon que varia entre aproximadamente 5 ms y
aproximadamente 250 ms.
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Figura 1 - Conjunto de dispositivo de EP minimamente invasivo
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Figura 2 - Componentes de MIED. “a” muestra la carcasa de matriz estéril desechable, “b” muestra la carcasa
duradera y “c” muestra la carcasa de electrodos dentro de la matriz desechable (2a)
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Figura 3 - Dispositivo de EP minimamente invasivo que funciona con bateria con matriz desprendible (para
esterilizacion)

a” muestra una vista externa. “b” muestra una vista interna (incluyendo las baterias)
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Figura 4 Dispositivo de electroporacién minimamente invasivo

(A) Dibujo CAD de un dispositivo minimamente invasivo prototipo que consta de electrodos de aguja bafiadas en oro
con trocar a una separacion de 1,5 mm en un patréon 4 x 4. (B) La matriz esta unida al mango del dispositivo y
conectada directamente al generador de impulsos, en este caso, el Elgen 1000. La EP puede desencadenarse
mediante la activaciéon de un pedal o un botdn activador en la pantalla (C). El prototipo construido en funcionamiento
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Figura 5 - La electroporacion usando un dispositivo minimamente invasivo da como resultado transfeccion robusta
del gen informador

Expresion de proteina verde fluorescente (GFP) después de administracion de plasmidos ID seguida por
electroporacion (EP) con el dispositivo minimamente invasivo en piel de cobaya. (A) Los plasmidos se suministraron
en multiples sitios (14) y se comparé el tamario del patrén con la matriz. (B) Ejemplo aumentado de un tnico sitio de
tratamiento que muestra la transfeccion que se produce en el punto de contacto con los electrodos
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Figura 6 - La electroporacion minimamente invasiva da como resultado transfeccion positiva en un amplio espectro
de especies

Expresion de proteina verde fluorescente (GFP) después de administracion de plasmidos ID con o sin
electroporacion (EP) con el dispositivo minimamente invasivo en piel de conejo, ratén y cerdo. Los paneles muestran
el tejido cutaneo después del sacrificio del animal 3 dias después del tratamiento. Los paneles muestras piel a la que
se le inyectd plasmido de GFP en solitario o seguido inmediatamente por EP. Solamente se muestran las vistas del
lado superior (superficie de la piel). El lado inferior (musculo subyacente) de la piel no mostraba transfeccion positiva
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Figura 7A

Resultados de inmunogenicidad humoral y celular en la proteccion frente a provocacion en ratones

La electroporacion con el dispositivo minimamente invasivo da como resultado respuestas de anticuerpo y celular
robustas, lo que otorga proteccion de los ratones después de una provocacion letal con gripe. (7A) Los ratones se
inmunizaron con plasmido (3 ug) que expresa la proteina antigénica NP de gripe usando una via i.d. (dispositivo
minimamente invasivo) o i.m. (inyector doble Elgen). Se midieron los valores cuantitativos de anticuerpo y ensayos
ELISpot de células T especificas de antigeno.
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Figura 7B

Resultados de inmunogenicidad humoral y celular en la proteccion frente a provocacion en ratones

La electroporacion con el dispositivo minimamente invasivo da como resultado respuestas de anticuerpo y celular
robustas, lo que otorga proteccion de los ratones después de una provocacion letal con gripe. (7B) Los animales
inmunizados estaban protegidos para morbilidad y mortalidad cuando fueron provocados con la cepa VN/1203/04
(H5N1) de gripe

21



ES 2 594 498 T3

_ 1500+ AN Medenf 2008 T 100
T (]
@ Fevy Ed 'g
'g .2 300'
> e -
2 10004 8
S -
E g 200'
S y Y 3
O 5004 6
5 = 1004
2 #k >
= Valor
R T AN SRS AR SR SR Ay ST cuantitativo
L~ B ’ de HI ¢
2g 9 oy o
cm 2 g g
2w
o ¥ B’
£
o
0 £
= o
@ Q
©
w
2
c
(]
_ 30007 A/HIND Brishane T 3000
I [
& 2500+ A * o 25001
9 2
2 20004 = 20004
£ £
-El 1&”" ........... g 1m
§ FYSEE o
© 1000+ & 10001
S N S
S 5004 = 5001
" Valor
- PR x <5 cUANtitativo o
?e ? - & de Hl
§2 £ 3 3 1240
S ® ©
o g‘
£s £
s g
s H
] (%]
o
w
k]
t —
o

de sangre
control negativo ﬁ

antes de las extracciones é

AN Neow
(aledonia
F'y ke
¢
Valor
PO NN BN M NN x\i‘.‘ﬁ\.\. W e aw wheesw guantitativo
- - L ¥ de HI
o - N T
@ o ) 3 12480
52 3 3 i
2c =
o0 4
gg &2
%° 3
@ [
g 5
@ o
o
0
2
[
o
AHENT Yistnam/ 2005
*
.
A g
b Valor
‘f‘_ gttt e CUANTIALVO
- oo de HI

Figura 8 - Resultados de inmunogenicidad humoral en valores cuantitativos de HAI protectores en cobaya

Valores cuantitativos de HAI de macacos individuales 2 semanas después de la tercera inmunizacién contra las
cepas de H1N1 (Mexico 2009 y New Caledonia), H3N2 (Brisbane) y H5N1 (Vietnam/2005). Los animales fueron
inmunizados con las vacunas plasmidicas contra gripe SynCon descritas anteriormente mediante la via i.d.
(minimamente invasiva) o la via i.m. (inyector doble Elgen).
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Figura 9 - Resultados de inmunogenicidad humoral en valores cuantitativos de HAI protectores en primates no
humanos

Valores cuantitativos de HAI de macacos individuales 2 semanas después de la segunda inmunizaciéon contra dos
cepas de H1N1 (Mexico 2009 y New Caledonia). Los animales fueron inmunizados con las vacunas plasmidicas
contra gripe SynCon publicadas anteriormente mediante la via i.d. (minimamente invasiva) o la via i.m. (inyector
doble Elgen).
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