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DESCRIPCION
Método para mejorar la produccién de ARN

La presente invencion se refiere, entre otros, a un método para sintetizar una molécula de ARN de secuencia dada. Las
moléculas terapéuticas de acido ribonucleico (ARN) representan una clase emergente de farmacos. Las terapias basadas
en ARN incluyen moléculas de ARNm que codifican antigenos para su uso como vacunas (Fotin-Mleczek et al. 2012. J.
Gene Med. 14 (6): 428-439). Ademas, se prevé utilizar moléculas de ARN para terapias de reemplazo, por ejemplo
proporcionar proteinas ausentes, tales como factores de crecimiento o enzimas, a los pacientes (Kariké et al., 2012. Mol.
Ther. 20 (5): 948-953; Kormann et al., 2012. Nat. Biotechnol. 29 (2): 154-157). Ademas, se considera el uso terapéutico
de moléculas de ARN inmunoestimuladoras no codificantes (W02009/095226) y otros ARN no codificantes, tales como
microARN y ARN largos no codificantes (Esteller, 2011. Nat. Rev. Genet. 12 (12): 861-74).

La expresion exitosa de proteinas a partir de ARN transfectado depende de la eficiencia de transfeccion, de la estabilidad
del ARN y de la eficiencia de traduccion. La estructura de cap5'y la cola 3’ poli(A) son caracteristicas importantes para la
traduccion eficiente del ARNm y la sintesis de proteinas en células eucaridticas. Los ARNm recién sintetizados estan
modificados con una estructura cap cuando el transcripto alcanza una longitud de 20 a 30 nucleétidos. En primer lugar, el
nucledtido terminal 5' pppN se convierte en 5' GpppN por una enzima caperuza bi-funcional que tiene las actividades tanto
de la ARN-5'-trifosfatasa como de la guanililtransferasa. Entonces, la parte GpppN es metilada por una segunda enzima
con actividad de (guanina-7)-metiltransferasa para formar la estructura cap m7GpppN monometilada tipo 0. La cap tipo 0
se convierte luego en una estructura m7GpppN tipo 1 en el nucleo por 2'-O-metilacion (Tcherepanova et al., 2008. BMC
Mol. Biol. 9:90).

Las moléculas de ARN cortas pueden sintetizarse por métodos quimicos, mientras que los ARN largos tipicamente se
obtienen mediante reacciones de transcripcion in vitro que contienen una plantilla de ADN adecuada con un promotor
derivado de bacteriéfago, una ARN polimerasa, por ejemplo ARN polimerasa de bacteri6fagos SP6, T3 o T7 y
ribonucledésido-trifosfatos (NTP). Principalmente, las estructuras cap 5' se pueden introducir mediante dos protocolos en
el ARN transcrito in vitro.

En el primer protocolo, la introduccion de la caperuza se produce al mismo tiempo que el inicio de la transcripcion (capping
co-transcripcion). En este enfoque, se debe afiadir un analogo de dinucleétido cap, tal como m7G(5)ppp(5')G (M7G), a la
mezcla de reaccion. La plantilla de ADN generalmente se disefia de manera que el primer nucleétido transcrito es
guanosina. El anélogo de cap compite directamente con GTP por la incorporaciéon como nucleétido inicial (nucleétido de
inicio) y se incorpora tan facilmente como cualquier otro nucle6tido (W0O2006/004648). Para favorecer la incorporacion
del andlogo de cap, normalmente se usa un exceso molar del analogo de cap en relacion al GTP (por ejemplo en una
proporcion 4:1) y la concentracion de GTP se reduce en comparacion con otros ribonucledsidos-trifosfato ATP, CTP y
UTP. En estas condiciones, el GTP generalmente se convierte en el factor limitante para la sintesis de moléculas de ARN.
En consecuencia, una alta proporcion de los otros NTP (generalmente entre el 40 y el 70%) no se utilizan para la sintesis
de ARN, sino que se desperdician. Con este enfoque, el rendimiento de ARN esta tipicamente limitado a aproximadamente
1 mg/ml (documento W0O2006/004648).

En el segundo protocolo, la introduccion de la caperuza se realiza en una reaccion enzimatica separada después de la
transcripcion in vitro (capping post-transcripcion o enzimatica). La enzima Cap del virus Vaccinia (VCE) posee las tres
actividades enzimaticas necesarias para sintetizar una estructura cap m7G (ARN-5'-trifosfatasa, guanililtransferasa y
guanina-7-metiltransferasa). Usando GTP como sustrato, la reaccion VCE lleva a caps de ARN en la orientacion correcta.
Ademas, se puede crear una cap tipo 1 afiadiendo una segunda enzima Vaccinia, 2'-O-metiltransferasa, a la reaccion de
introduccion de la caperuza (Tcherepanova et al., 2008. BMC Mol. Biol. 9:90).

Se ha informado que el ARN transcrito in vitro por polimerasas de fago puede contener miltiples contaminantes,
incluyendo moléculas de ARN de doble cadena generadas por la extension 3'-auto-complementaria y moléculas de ARN
cortas producidas por eventos abortivos de iniciacién de la transcripcion.

Las moléculas de ARN sintetizadas por la T7-ARN-polimerasa durante la transcripcion run-off de las plantillas de ADN
linealizadas pueden ser mas largas que el ARN codificado (Triana-Alonso et al., 1995, JBC; 270 (11): 6298-6307).
Después de dejar la plantilla de ADN, la ARN polimerasa puede unir un transcripto al sitio de la plantilla y el extremo 3'
del transcripto al sitio del producto y extenderlo, si el extremo 3' no es parte de una estructura secundaria estable (auto-
extensiéon 3’ complementaria). Este efecto parece ser especialmente sensible a la concentracion de UTP y una reduccion
exclusivamente de la concentracion de UTP conduce a una transcripcion fiel. Sin embargo, disminuir la concentracion de
UTP también puede afectar al rendimiento de ARN. Especialmente si el ARN contiene una cola poli(A), como es comun
en ARN tal como ARNm, un exceso de UTP no incorporado en la reaccion de transcripcion puede resultar en una
incorporacién de nucleétidos de uridina dependiente de la plantilla de ARN opuesta a la secuencia poli-A, lo que resulta
en moléculas de ARN de doble hebra que pueden activar la respuesta inmune innata y disminuir la sintesis de proteinas
(Kariko et al., 2011, Nucleic Acids Res .; 39 (21): e142).
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Ademas de la molécula de ARN de longitud completa deseada, las reacciones de transcripcién in vitro también pueden
producir oligoribonucleétidos mas pequefios, que son el resultado de eventos abortivos de inicio de la transcripcion
(Milligan, et al., 1987. Nucleic Acid Res. 15 (21): 8783-8798). Estos transcritos abortivos (prematuros) son moléculas de
ARN cortas que se liberan prematuramente del complejo ternario consistente en ARN polimerasa, plantilla de ADN y
cadena de ARN naciente. Tipicamente, la mayoria de los transcriptos abortivos tienen una longitud de dos a ocho
nucledtidos y se forman debido a un ciclo abortivo durante el inicio. Curiosamente, se observd un aumento de la
transcripcion abortiva cuando las concentraciones de NTP eran inferiores a aproximadamente 2 mM (Kern et al., 1999.
Biotechnol. Prog. 15, 174-184). Los transcriptos abortivos no son deseables, ya que su sintesis consume NTP valiosos y
reduce el rendimiento del producto de longitud completa.

Para el desarrollo exitoso de las terapias de ARN, la produccion de moléculas de ARN como ingredientes farmacéuticos
activos debe ser eficiente en términos de rendimiento, calidad, seguridad y coste, especialmente cuando el ARN se
produce a gran escala y se requieren moléculas de ARN de longitud completa o moléculas de ARN de longitud completa
con caperuza cap. Se describieron varios enfoques para aumentar la producciéon de moléculas de ARN mediante
transcripcion in vitro. Se espera que el uso de altas concentraciones de NTP aumente el rendimiento de las moléculas de
ARN. Alternativamente, para la sintesis eficiente de moléculas de ARN con caperuza, se ha sugerido el ajuste de la
relacion entre el analogo cap y el GTP.

Las concentraciones de nucle6tidos estandar para las reacciones de transcripcion in vitro tipicamente oscilan entre 1,5y
16 mM (Milligan, et al., 1987. Nucleic Acid Res. 15(21): 8783-8798; Sampson & Uhlenbeck, 1988. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85(4):1033-7; Cunningham & Ofengand 1990. Biotechniques 9(6):713-4; Weitzmann et al. 1990, Nucleic Acids Res.
18(12):3515-20; Gurevich et al. 1991. Anal. Bioquimica. 195(2):207-13). Se ha informado de posibles concentraciones de
NTP de hasta 40 mM cuando las concentraciones de Mg** se ajustan en consecuencia, resultando en un aumento del
rendimiento del ARN (US5256555).

En el mercado existen diversos kits de transcripcién de alto rendimiento, por ejemplo el kit de sintesis de ARN de alto
rendimiento T7 (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA), el kit de transcripcién de alto rendimiento TranscriptAidTM T7
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), el kit de transcripcion de alto rendimiento MEGAscript® (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA) o el kit de creacidon de mensajes de alto rendimiento AmpliCap-MaxTM T7 (Epicentre, Madison, W],
EUA). Para todos los kits, se sugieren altas concentraciones de trabajo totales de NTP, de 30 a 40 mM, para las reacciones
de transcripcion estandar. Para la sintesis de ARNm con caperuza, las concentraciones de GTP oscilan entre 1,5 mMy 2
mM.

Aunque generalmente se recomiendan concentraciones altas de nucleétidos para maximizar el rendimiento de ARN en
las reacciones de transcripcion in vitro, el uso de concentraciones altas de NTP también puede tener desventajas. Por
ejemplo, con altas concentraciones iniciales de NTP y concentraciones de Mg** suficientemente altas (por ejemplo,
Mg(OAc)2) se pueden obtener altos rendimientos de ARN. Sin embargo, a estas altas concentraciones, puede
incorporarse una fraccion més alta de NTP en los transcriptos abortivos cortas (Kern et al., 1997. Biotechnol. Prog. 13,
747-756).

Para producir ARNm con caperuza co-transcripcionalmente en presencia del analogo cap, por razones econémicas se
requieren concentraciones de trabajo de NTP mas bajas, ya que el andlogo cap debe emplearse usado en exceso con
respecto al GTP y es un factor de coste importante. Mayores proporciones entre el analogo cap y el GTP conduciran a
una mayor proporcion de ARN con caperuza, pero, por razones econémicas y de rendimiento, se suele sugerir una
proporcion 4:1 (New England Biolabs, Capped RNA synthesis (E2040), https://www.neb.com/protocols/1/01/01/ capped-
ma-synthesis-e2040).

Por ejemplo, para la transcripcion de ARN con caperuza, las instrucciones del fabricante para el kit de sintesis de ARN
de alto rendimiento T7 sugieren el uso de 2 mM GTP con un exceso 4:1 de analogo cap en relacion al GTP. Se indican
rendimientos por 20 ul de reaccion de 40-50 pug de ARN, correspondiente a 2-2,5 mg/ml, con aproximadamente un 80%
de transcriptos de ARN con caperuza (New England Biolabs, Capped RNA synthesis (E2040),
https://www.neb.com/protocols/ 1/01/01/ capped-rna-synthesis-e2040).

Para compensar el limitado rendimiento resultante de las bajas concentraciones de GTP, los rendimientos del ARN con
caperuza se incrementan complementando la reaccién con el nucle6tido competidor (GTP, o ATP en caso de que se
utilice una A-cap) de manera que se mantenga una relacién de entre 1:1 y 1:50 GTP:analogo cap. Con este enfoque, la
cantidad de ARN con caperuza producida por reaccion podria duplicarse (W0O2006/004648).

Las reacciones de transcripcion in vitro tipicamente se llevan a cabo como reacciones por lotes en las que se combinan
todos los componentes y luego se incuban para permitir la sintesis de moléculas de ARN hasta que la reaccién finaliza.
Ademas, se desarrollaron reacciones alimentadas por lotes para aumentar la eficiencia de la reaccion de transcripcion in
vitro (Kern et al., 1997. Biotecnologia. Prog. 13, 747-756; Kern et al., 1999. Biotecnologia. Prog. 15, 174-184). En un
sistema de alimentacién por lotes, se combinan todos los componentes, pero luego se afiaden cantidades adicionales de
algunos de los reactivos a lo largo del tiempo (por ejemplo NTP y magnesio) para mantener constantes las condiciones
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de reaccion. La estrategia de alimentacion por lotes condujo a una mejora del 100% en el ARN por unidad de polimerasa
de ARN o plantilla de ADN para una plantilla de ADN muy corta, de 38 pares de bases. Este método sélo se utilizo para
la sintesis de moléculas de ARN sin caperuza con un trifosfato en el extremo 5'.

Se ha informado del uso de un biorreactor (reactor de transcripcion) para la sintesis de moléculas de ARN por transcripcién
in vitro (W0O1995/08626). El biorreactor esta configurado de manera que los reactivos se suministran a través de una linea
de alimentacion al nucleo del reactor y los productos de ARN se eliminan pasando a través de una membrana de
ultrafiltracion (con un peso molecular nominal de corte de, por ejemplo, 100.000 dalton) a la corriente de salida.

En resumen, el rendimiento de las moléculas de ARN con caperuza a partir de reacciones de transcripcion in vitro depende
principalmente de dos factores: la concentracion total de NTP disponible para su incorporacion en la molécula de ARN y
la relacién anélogo cap:GTP. Para la introduccion cotranscripcional de una caperuza, las concentraciones de GTP
normalmente son mas reducidas en comparacion con las de otros NTP. Este hecho limita el posible rendimiento de
transcripcion, especialmente para plantillas de alto contenido en GC.

En vista de lo anterior, existe una necesidad continua de medios y métodos de produccién de ARN mejorados y
econdmicos, especialmente para la produccién de moléculas de ARN con caperuza de longitud completa que pueden
traducirse en proteinas.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere, entre otras cosas, a un método para sintetizar una molécula de ARN de secuencia dada,
comprendiendo los siguientes pasos:

a) determinar la fraccion (1) de cada uno de los cuatro nucleétidos G, A, C y U de dicha molécula de ARN, y

b) sintetizar dicha molécula de ARN mediante transcripcion in vitro en una mezcla de reaccion de secuencia
optimizada, donde dicha mezcla de reaccion de secuencia optimizada comprende los cuatro ribonucleétidos
GTP, ATP, CTP y UTP, donde la fraccion (2) de cada uno de los cuatro ribonucleétidos en la mezcla de reaccion
de secuencia optimizada corresponde a la fraccion (1) del nucleétido respectivo en dicha molécula de ARN, un
tampon, una plantilla de ADN y una ARN-polimerasa.

La presente descripcion también se refiere a un biorreactor para sintetizar moléculas de ARN de secuencia dada, teniendo
el biorreactor un médulo de reaccion para llevar a cabo reacciones de transcripcion de ARN in vitro en una mezcla de
reaccion de secuencia optimizada, un médulo de captura para capturar temporalmente las moléculas de ARN transcritas
y un modulo de control para controlar la alimentacién de los componentes de la mezcla de reaccion de secuencia
optimizada en el médulo de reaccién, comprendiendo el médulo de reaccién una membrana de filtracion para separar los
nucledtidos de la mezcla de reaccion de secuencia optimizada, y basandose el control de la alimentaciéon de los
componentes de la mezcla de reaccién de secuencia optimizada por el médulo de control en una concentracién medida
de nucledtidos individuales.

Definiciones

Se proporcionan las siguientes definiciones en pro de la claridad y la comprensién. Otras definiciones y explicaciones se
pueden proporcionar especificamente en el contexto de estas realizaciones, tal como se discuten y explican
posteriormente.

Estructura cap 5’: Una cap 5’ es tipicamente un nucledtido modificado, en particular un nucleétido guanina, afiadido al
extremo 5’ de una molécula de ARN. Preferentemente, la cap 5’ se afiade empleando un enlace 5 -5’-trifosfato. Una cap
5’ puede estar metilada, por ejemplo m7GpppN, donde N es el nucledtido 5’ terminal del acido nucleico que porta la cap
5, tipicamente el extremo 5’ de un ARN. La cap 5’ natural es m7GpppN.

Otros ejemplos de estructuras cap 5’ incluyen glicerilo, un residuo abasico invertido desoxi (fraccion), 4',5'-metileno-
nucledtido, 1-(beta-D-eritrofuranosil)-nucleétido, 4'-tio-nucledtido, nucledtido carbociclico, 1,5-anhidrohexitol-nucleétido,
L-nucleétidos, alfa-nucleétido, nucleétido de base modificada, treo-pentofuranosil-nucleétido, nucleoétido aciclico sec-3',4',
3,4-dihidroxibutil-nucleétido aciclico, 3,5-dihidroxipentil- nucledtido aciclico, un residuo 3'-3'-nucledtido invertido, un
residuo abasico 3'-3' invertido, un residuo 3'-2'-nucledtido invertido, un residuo abasico 3'-2' invertido, 1,4-butanodiol-
fosfato, 3'-fosforamidato, hexilfosfato, aminohexil-fosfato, 3'-fosfato, 3'-fosforotioato, fosforoditioato o una fraccion
metilfosfonato puente o no puente.

Estructuras cap 5' particularmente preferentes son CAP1 (metilacion de la ribosa del nucleétido adyacente de m7G), CAP2
(metilacion de la ribosa del 2° nucleétido aguas abajo del m7G), CAP3 (metilacion de la ribosa del 3er nucleétido aguas
abajo del m7G), CAP4 (metilacion de la ribosa del 4° nucleétido aguas abajo del m7G). Una estructura cap 5' puede estar
formada por un anéalogo de cap.
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Anélogo de cap: Un analogo cap se refiere a un di-nucleétido no extensible que tiene la funcionalidad cap, lo que significa
que facilita la traduccién o localizacion y/o previene la degradacion de la molécula de ARN cuando se incorpora en el
extremo 5' de la molécula de ARN. No extensible significa que el analogo de cap se incorporara sélo en el extremo 5’, ya
que no tiene un 5'-trifosfato y, por tanto, no puede extenderse en la direccion 3' mediante una ARN-polimerasa
dependiente de la plantilla.

Anélogos de cap incluyen, pero no se limitan a, una estructura quimica seleccionada del grupo consistente en m7GpppG,
m7GpppG, m7GpppA, m7GpppC; analogos de cap no metilados (por ejemplo GpppG); analogos de cap dimetilados (por
ejemplo m2,7GpppG), analogos de cap trimetilados (por ejemplo m2,2,7GpppG), analogos de cap dimetilados simétricos
(por ejemplo m7Gpppm7G) o anédlogos de cap anti-reversos (por ejemplo ARCA; m7,2'0OmeGpppG, m7,2'dGpppG,
m7,3'0meGpppG, m7,3'dGpppG y sus derivados tetrafosfato) (Stepinski et al., 2001. RNA 7(10):1486-95). En la Tabla 1
se muestran ejemplos de anélogos de cap.

Tabla 1
Andlogo de cap trifosfato Anélogo de cap tetrafosfato
m’GpsG m’GpaG
m2"3-9GpsG b’GpsG
b’GpsG b'm3-OGp4G
e’GpsG m22’GpsG
m227GpsG ms 227GpaG
ms?27’GpsG b’m?Gp4G
m’Gps2'dG m7Gp*m’G
m’Gpsm?-°G
m’Gpam’G
m2 72-OGp3G

m2 "?-°GpppsG (D1)
m2 "?-°GpppsG (D2)
m2 72-OGppspG (D1)
m2 7?-OGppspG (D2)
m2 7?-OGpsppG (D1)
m2 72-°GpsppG (D2)

Ya se han descrito anteriormente otros andlogos de cap (US7074596, W02008/016473, W02008/157688,
W02009/149253, W02011/015347 y WO2013/059475). La sintesis de dinucledtidos analogos de cap N7-(4-
clorofenoxietil)-sustituidos ha sido descrita recientemente (Kore et al., 2013. Bioorg. Med. Chem. 21(15):4570-4).

Analogos de cap particularmente preferentes son G[5ppp[5]G, M’G[5]ppp[5]G, ms 227G[5]ppp[51G, m2"3"
oG[5ppp[51G (3-ARCA), m2"2-°GpppG (2'-ARCA), m,’2"°GppspGD1 (B-S-ARCAD1) y m"2-°GppspGD2 (B-S-
ARCAD?2).

Acido nucleico: El término acido nucleico significa cualquier molécula de ADN o ARN y se utiliza como sinénimo de
polinucleétido. Ademas, en el término general "acido nucleico” se incluyen explicitamente modificaciones o derivados de
acido nucleico tal como se definen aqui. Por ejemplo, el acido peptidonucleico (PNA) también se incluye en el término
"&cido nucleico".

ARN monocistrénico: Un ARN monocistrénico puede ser tipicamente un ARN, preferiblemente un ARNm, que comprende
s6lo un marco de lectura abierto. Un marco de lectura abierto en este contexto es una secuencia de varios tripletes de
nucledtidos (codones) que pueden traducirse en un péptido o proteina.

ARN_bi/multicistrénico: Un ARN, preferentemente un ARNm, que tipicamente puede tener dos (bicistronico) o mas
(multicistronico) marcos de lectura abiertos (ORF). Un marco de lectura abierto en este contexto es una secuencia de
varios tripletes de nucleétidos (codones) que pueden traducirse en un péptido o proteina.

ARN inmunoestimulador: Un ARN inmunoestimulador (iSARN) en el contexto de la descripcién tipicamente puede ser un
ARN que es capaz de inducir una respuesta inmunitaria innata. Un iSARN usualmente no tiene un marco de lectura abierto
y, por tanto, no proporciona un péptido-antigeno, pero provoca una respuesta inmunitaria innata, por ejemplo por enlace
a un receptor de patron molecular asociado a patégeno (PAMP) (por ejemplo receptor tipo Toll (TLR)) u otros sensores
de ARN intracelulares (por ejemplo RIG-I, MDA5 o PKR).

Analogos de nucledtidos: Anédlogos de nucledtidos son nucledtidos estructuralmente similares (analogos) a nucledétidos
naturales que incluyen modificaciones del esqueleto fosfato, modificaciones de aztcar o modificaciones del nucleobase.



https://patents.google.com/patent/US7074596
https://patents.google.com/patent/WO2008016473
https://patents.google.com/patent/WO2008157688
https://patents.google.com/patent/WO2009149253
https://patents.google.com/patent/WO2011015347
https://patents.google.com/patent/WO2013059475
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Sintesis de acido nucleico: Las moléculas de acido nucleico utilizadas segun la invencion tal como se definen aqui pueden
preparase mediante cualquier método conocido en la técnica, incluyendo métodos sintéticos tales como, por ejemplo,
sintesis en fase sélida, propagacion in vivo (por ejemplo propagacion in vivo de virus), asi como por métodos in vitro, tales
como reacciones de transcripcion in vitro.

Segun la invencioén, la molécula de ARN se prepara mediante la transcripcion in vitro de una molécula de ADN
correspondiente. Esta plantilla de ADN comprende preferiblemente un promotor adecuado, por ejemplo un promotor T7 o
SP6, para la transcripcion in vitro, seguida de la secuencia de nucle6tidos codificante deseada para la molécula de ARN
a preparar y una sefial de parada para la transcripcion in vitro. La molécula de ADN, que forma la plantilla de al menos un
ARN de interés, puede prepararse mediante proliferacién fermentativa y aislamiento posterior como parte de un plasmido
gue puede ser replicado en bacterias. Plasmidos que pueden citarse como adecuados para la invencién presente son,
por ejemplo los plasmidos pUC18, pUC19, pBR322, pT7Ts (GenBank nimero de acceso U26404; Lai et al.., Development
1995, 121: 2349 a 2360), la serie pGEM®, por ejemplo pGEM®-1 (nimero de acceso GenBank X65300; de Promega) y
pSP64 (nimero de acceso GenBank X65327); véase también Mezei y Storts, Purification of PCR Products, en: Griffin y
Griffin (ed.), PCR Technology: Current Innovation, CRC Press, Boca Raton, FL, 2001.

ARN: ARN es la abreviatura usual del acido ribonucleico. Es una molécula de &cido nucleico, es decir, un polimero
consistente en nucledtidos. Estos nucleétidos habitualmente son monémeros adenosina-monofosfato, uridina-
monofosfato, guanosina-monofosfato y citidina-monofosfato que estan unidos entre si a lo largo del lamado esqueleto. El
esqueleto esté formado por enlaces fosfodiéster entre el azlcar, es decir, la ribosa, de una primera fraccién y una fraccion
fosfato de un segundo mondémero adyacente. La sucesion especifica de los mondmeros se denomina secuencia de ARN.

ARN mensajero (ARNm): En las células eucaribticas, la transcripcion se lleva a cabo tipicamente dentro del nlcleo de la
mitocondria. In vivo, la transcripcion del ADN da como resultado normalmente el llamado ARN prematuro, que tiene que
ser procesado en el llamado ARN mensajero, usualmente abreviado como ARNm. El procesamiento del ARN prematuro,
por ejemplo en organismos eucariéticos, comprende una variedad de diferentes modificaciones pos-transcripcionales,
como empalme, cap 5’, poliadenilacion, exportacién desde el nucleo o la mitocondria y similares. La suma de estos
procesos también se denomina maduracién del ARN. EI ARN mensajero maduro proporciona usualmente la secuencia
de nucledtidos que se puede traducir en una secuencia de aminoacidos de un péptido o proteina particular. Tipicamente,
un ARNm maduro comprende una cap 5’, una 5UTR, un marco de lectura abierto, una 3’UTR y una secuencia poli(A),
cosa que no ocurre en esta combinacion en la naturaleza.

ARN auto-replicante (replicones): Los ARN auto-replicantes son vectores de suministro basados en alfavirus que han sido
desarrollados a partir del virus Semliki Forest (SFV), el virus Sindbis (SIN) y el virus de la encefalitis equina venezolana
(VEE). Los alfavirus son virus de ARN de cadena Unica donde genes heterdlogos de interés pueden sustituir a los genes
estructurales del alfavirus. Al proporcionar los genes estructurales in trans, el ARN replicon se empaqueta en particulas
de replicén (RP) que pueden utilizarse con fines de terapia génica o vacunacion genética (véase, por ejemplo, Vander
Veen et al., 2012). Alphavirus replicon vaccines. Animal Health Research Reviews, p. 1-9). Después de la entrada en la
célula huésped, el ARN genomico viral sirve inicialmente como un ARNm para la traduccién de las proteinas virales no
estructurales (nsP) necesarias para el inicio de la amplificacion del ARN viral. La replicacion del ARN ocurre via la sintesis
de un intermedio antisentido de longitud completa que se utiliza como plantilla para la sintesis de ARN de longitud
gendmica adicionales y para la transcripcion de un ARN subgendmico sentido a partir de un promotor interno. Este ARN
puede entonces considerarse como un ARN auto-replicante, ya que las proteinas no estructurales responsables de la
replicacién (y la transcripcion de los genes heterdlogos) todavia estan presentes en dicho replicon. Estos vectores de
alfavirus se denominan "replicones".

Secuencia de una molécula de acido nucleico: La secuencia de una molécula de &acido nucleico se entiende tipicamente
como el orden particular e individual, esto es la sucesion, de sus nucleétidos.

Marco de lectura abierto: Un marco de lectura abierto (ORF) en el contexto de la invencion tipicamente puede ser una
secuencia de diversos tripletes de nucleétidos que se pueden traducir en un péptido o proteina. Un marco de lectura
abierto preferiblemente contiene un coddn de inicio, esto es una combinacion de tres nucledtidos seguidos que codifican
usualmente para el aminoacido metionina (ATG o AUG), en su extremo 5’ y una regidn posterior que usualmente tiene
una longitud multiplo de 3 nucleétidos. Un ORF preferiblemente esté terminado por un coddn de parada (por ejemplo TAA,
TAG, TGA). Tipicamente, éste es el inico codon de parada del marco de lectura abierto. Asi, un marco de lectura abierto
en el contexto de la presente invencion es preferiblemente una secuencia de nucledtidos que consiste en un nimero de
nucledtidos que se pueden dividir entre tres, que inicia con un codén de inicio (por ejemplo ATG o AUG) y que
preferiblemente termina con un codén de parada (por ejemplo TAA, TGA, o TAG o UAA, UAG, UGA, respectivamente).
El marco de lectura abierto se puede aislar o se puede incorporar en una secuencia de acido nucleico mas larga, por
ejemplo en un vector o un ARNm. Un marco de lectura abierto también se puede denominar “regiéon de codificaciéon de
proteina” o “regién de codificacion”.

Mezcla de reaccién de secuencia optimizada: Una mezcla de reaccién para su uso en una reaccion de transcripcién in
vitro de una molécula de ARN de secuencia dada que comprende los cuatro nucleésidos trifosfato (NTP) GTP, ATP, CTP
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y UTP, donde la fraccion (2) de cada uno de los cuatro nucleésidos trifosfato (NTP) en la mezcla de reaccién de secuencia
optimizada corresponde a la fraccion (1) del respectivo nucleétido en dicha molécula de ARN, un tampén, una plantilla de
ADN y una ARN-polimerasa. Si un ribonucleétido no esta presente en dicha molécula de ARN, el correspondiente
nucledsido trifosfato tampoco esta presente en la mezcla de reaccién de secuencia optimizada.

Mezcla de secuencia optimizada de nucledsidos trifosfato: Una mezcla de nucledsidos trifosfato (NTP) para su uso en
una reaccion de transcripcion in vitro de una molécula de ARN de secuencia dada que comprende los cuatro nucledsidos
trifosfato (NTP) GTP, ATP, CTP y UTP, donde la fraccion (2) de cada uno de los cuatro nucleésidos trifosfato (NTP) en la
mezcla de secuencia optimizada de nucleosidos trifosfato corresponde a la fraccion (1) del respectivo nucleétido en dicha
molécula de ARN. Si un ribonucledtido no estd presente en dicha molécula de ARN, el correspondiente nucleésido
trifosfato tampoco esta presente en la mezcla de secuencia optimizada de nucleésidos trifosfato.

Nucleosidos trifosfato modificados: El término “nucledsidos trifosfato modificados” tal como se usa aqui se refiere a
modificaciones quimicas que comprenden modificaciones de esqueleto, asi como modificaciones de azlcar o de bases.
Estos nucledsidos trifosfato modificados también se denominan aqui como anéalogos (de nucledtidos).

En este contexto, los nucleésidos trifosfato modificados tal como se definen aqui son analogos/modificaciones de
nucledtidos, por ejemplo modificaciones de esqueleto, modificaciones de azucar o modificaciones de bases. Una
modificacién de esqueleto en relacién a la presente invencion es una modificacion donde los fosfatos del esqueleto de
nucleétidos estan modificados quimicamente. Una modificacion de azlcar en relacion a la presente invencion es una
modificacién quimica del azlcar de los nucleétidos. Ademés, una modificacion de bases en relacion a la presente
invencion es una modificacién quimica de la fraccién de bases de los nucledtidos. En este contexto, los analogos o
modificaciones de nucledtidos se seleccionan preferiblemente de entre analogos de nucleétidos que son aplicables para
su transcripcion y/o traduccion.

Modificaciones de azlcar

Los nucleosidos y nucledtidos modificados que pueden usarse en el contexto de la presente invencion pueden modificarse
en el resto azlcar. Por ejemplo, el grupo 2’-hidroxilo (OH) puede modificarse o reemplazarse con diversos sustituyentes
"oxi" 0 "desoxi" diferentes. Ejemplos de modificaciones “oxi” del grupo 2’-hidroxilo incluyen, pero no se limitan a, alcoxi o
ariloxi (-OR, por ejemplo, R = H, alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo o azucar); polietilenglicoles (PEG), -
O(CH2CH20)rCH2CH20R; acidos nucleicos "bloqueados" (LNA) donde el 2’-hidroxilo esta unido, por ejemplo mediante un
puente de metileno, al carbono 4' del mismo azucar de ribosa; y grupos amino (-O-amino, donde el grupo amino, por
ejemplo NRR, puede ser alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, o
diheteroarilamino, etilendiamina, poliamina) o aminoalcoxi.

Las modificaciones "desoxi" incluyen hidrégeno, amino (por ejemplo NHz; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo,
arilamino, diarilamino, heteroarilamino, diheteroarilamino o aminoacido); o el grupo amino se puede unir al azicar a través
de un enlazador, comprendiendo el enlazador uno o méas de los 4&tomos C, Ny O.

El grupo azucar también puede contener uno 0 mas carbonos que poseen la configuracion estereoquimica opuesta a la
del correspondiente carbono de la ribosa. Por tanto, un nucleétido modificado puede incluir nucleétidos que contienen,
por ejemplo, arabinosa como el azlcar.

Modificaciones de Esqueleto

Ademas, el esqueleto fosfato puede estar modificado en los nucledsidos y nucleétidos modificados. Los grupos fosfato
del esqueleto pueden modificarse reemplazando uno o0 mas de los atomos de oxigeno con un sustituyente diferente.
Ademas, los nucleésidos y nucleétidos modificados pueden incluir la sustituciéon completa de un resto fosfato no
modificado con un fosfato modificado como se describe aqui. Ejemplos de grupos fosfato modificados incluyen, pero no
se limitan a, fosforotioato, fosforoselenatos, boranofosfatos, ésteres de borano-fosfato, hidrogenofosfonatos,
fosforoamidatos, alquil- o aril-fosfonatos y fosfotriésteres. En los fosforoditioatos ambos oxigenos no enlazados estan
reemplazados por azufre. El enlazador de fosfato también puede modificarse por sustitucion de oxigeno enlazante por
nitrogeno (fosforoamidatos puenteados), azufre (fosforotioatos puenteados) y carbono (metilenofosfonatos puenteados).

Modificaciones de Bases

Los nucledsidos y nucleétidos modificados que pueden usarse en la presente invencion pueden modificarse
adicionalmente en el resto nucleobase. Ejemplos de nucleobases que se encuentran en el ARN incluyen, sin limitarse a,
adenina, guanina, citosina y uracilo. Por ejemplo, los nucledsidos y nucleétidos aqui descritos pueden modificarse
quimicamente en la cara principal del surco. En algunas realizaciones, las principales modificaciones quimicas de surco
pueden incluir un grupo amino, un grupo tiol, un grupo alquilo o un grupo halo.
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En realizaciones particularmente preferentes de la presente invencion, los analogos/modificaciones de nucleétidos se
seleccionan de entre modificaciones de bases, preferiblemente seleccionadas de 2-amino-6-cloropurinribésido-5'-
trifosfato, 2-aminopurinribésido-5'-trifosfato;  2-aminoadenosina-5'-trifosfato,  2'-amino-2'-deoxicitidina-trifosfato, 2-
tiocitidina-5'-trifosfato, 2-tiouridina-5'-trifosfato, 2'-fluorotimidina-5'-trifosfato, 2'-O-metilinosina-5'-trifosfato 4-tiouridina-5'-
trifosfato, 5-aminoalilcitidina-5'-trifosfato, 5-aminoaliluridina-5'-trifosfato, 5-bromocitidina-5'-trifosfato, 5-bromouridina-5'-
trifosfato, 5-bromo-2'-desoxicitidina-5'-trifosfato, 5-bromo-2'-desoxiuridina-5'-trifosfato, 5-yodocitidina-5'-trifosfato, 5-yodo-
2'- desoxicitidina-5'-trifosfato, 5-yodouridina-5'-trifosfato, 5-yodo-2'-desoxiuridina-5'-trifosfato, 5-metilcitidina-5'-trifosfato,
5-metiluridina-5'-trifosfato, 5-propinil-2'-desoxicitidina-5'-trifosfato, 5-propinil-2'-desoxiuridina-5'-trifosfato, 6-azacitidina-5'-
trifosfato, 6-azauridina-5'-trifosfato, 6-cloropurinribésido-5'-trifosfato, 7-deazaadenosina-5'-trifosfato, 7-deazaguanosina-
5'-trifosfato, 8-azaadenosina-5'-trifosfato, 8-azidoadenosina-5'- trifosfato, benzimidazolribdsido-5'-trifosfato, N1-
metiladenosina-5'-trifosfato, N1-metilguanosina-5'-trifosfato, N6-metiladenosina-5'-trifosfato, N6-metilguanosina-5'-
trifosfato, pseudouridina-5'-trifosfato o puromicina-5'-trifosfato, xantosina-5'-trifosfato. Tienen particular preferencia los
nucledtidos para modificaciones de base seleccionados del grupo de nucle6tidos modificados en bases consistente en 5-
metilcitidina-5'-trifosfato, 7-deazaguanosina-5'-trifosfato, 5-bromocitidina-5'-trifosfato y pseudouridina-5'-trifosfato.

En algunas realizaciones, los nucledsidos modificados incluyen piridin-4-ona -ribonucleésido, 5-azauridina, 2-tio-5-
azauridina, 2-tiouridina, 4-tiopseudouridina, 2-tiopseudouridina, 5-hidroxiuridina, 3-metiluridina, 5-carboximetiluridina, 1-
carboximetilpseudouridina, 5-propiniluridina, 1-propinilpseudouridina, 5-taurinometiluridina, 1-taurinometilpseudouridina,
5-taurinometil-2-tiouridina, 1-taurinometil-4-tiouridina, 5-metiluridina, 1-metilpseudouridina, 4-tio-1-metilpseudouridina, 2-
tio-1-metilpseudouridina, 1-metil-1-deaza-pseudouridina, 2-tio-1-metil-1-desazapseudouridina, dihidrouridina,
dihidropseudouridina,  2-tiodihidrouridina,  2-tiodihidropseudouridina, 2-metoxiuridina, = 2-metoxi-4-tiouridina, 4-
metoxipseudouridina y 4-metoxi-2-tiopseudouridina.

En algunas realizaciones, los nucledsidos modificados incluyen 5-azacitidina, pseudoisocitidina, 3-metilcitidina, N4-
acetilcitidina, 5-formilcitidina, N4-metilcitidina, 5-hidroximetilcitidina, 1-metilpseudocitidina, pirrolocitidina,
pirrolopseudoisocitidina, 2-tiocitidina, 2-tio-5-metilcitidina, 4-tiopseudoisocitidina, 4-tio-1-metilpseudoisocitidina, 4-tio-1-
metil-1-deazapseudoisocitidina, 1-metil-1-deazapseudoisocitidina, zebularina, 5-azazebularina, 5-metilzebularina, 5-aza-
2-tiozebularina, 2-tiozebularina, 2-metoxicitidina, 2-metoxi-5-metilcitidina, 4-metoxi-pseudoisocitidina y 4-metoxi-1-metil-
pseudoisocitidina.

En otras realizaciones, los nucleésidos modificados incluyen 2-aminopurina, 2,6-diaminopurina, 7-deazaadenina, 7-
deaza-8-azaadenina, 7-deaza-2-aminopurina, 7-deaza-8-aza-2-aminopurina, 7-deaza-2,6-diaminopurina, 7-deaza-8-aza-
2,6-diaminopurina, 1-metiladenosina, N6-metiladenosina, N6-isopenteniladenosina, N6- (cis-
hidroxiisopentenil)adenosina,  2-metiltio-N6-(cis-hidroxiisopentenil)adenosina,  N6-glicinilcarbamoiladenosina,  N6-
treonilcarbamoiladenosina, 2-metiltio-N6-treonilcarbamoiladenosina, N6,N6-dimetiladenosina, 7-metiladenina, 2-
metiltioadenina y 2-metoxiadenina.

En otras realizaciones, los nucleésidos modificados incluyen inosina, 1-metilinosina, wyosina, wybutosina, 7-
deazaguanosina, 7-deaza-8-azaguanosina, 6-tioguanosina, 6-tio-7-deazaguanosina, 6-tio-7-deaza-8-azaguanosina, 7-
metilguanosina, 6-tio-7-metilguanosina, 7-metilinosina, 6-metoxiguanosina, 1-metilguanosina, N2-metilguanosina, N2,N2-
dimetilguanosina, 8-oxoguanosina, 7-metil-8-oxoguanosina, 1l-metil-6-tioguanosina, N2-metil-6-tioguanosina y N2,N2-
dimetil-6-tioguanosina.

En algunas realizaciones, el nucleétido puede modificarse en la cara principal del surco y puede incluir reemplazar el
hidrégeno en el C5 uracilo por un grupo metilo o un grupo halo.

En realizaciones especificas, un nucledsido modificado es 5'-O-(1-tiofosfato)adenosina, 5'-O-(1-tiofosfato)citidina, 5'-O-(1-
tiofosfato)guanosina, 5'-O-(1-tiofosfato)uridina o 5'-O-(1-tiofosfato)pseudouridina.

En otras realizaciones especificas, los nucleétidos modificados incluyen modificaciones de nucleésido seleccionadas de
6-azacitidina, 2-tiocitidina, a-tiocitidina, pseudoisocitidina, 5-aminoaliluridina, 5-yodouridina, N1-metilpseudouridina, 5,6-
dihidrouridina, a-tiouridina, 4-tiouridina, 6-azauridina, 5-hidroxiuridina, desoxitimidina, 5-metiluridina, pirrolocitidina,
inosina, a-tioguanosina, 6-metilguanosina, 5-metilcitidina, 8-oxoguanosina, 7-deazaguanosina, N1-metiladenosina, 2-
amino-6-cloropurina, N6-metil-2-aminopurina, pseudoisocitidina, 6-cloropurina, N6-metiladenosina, a-tioadenosina, 8-
azidoadenosina, 7-deazaadenosina.

Otros nucledtidos modificados se han descrito anteriormente (documento W02013052523).

Rendimiento: El rendimiento, también denominado rendimiento de reaccion, es la cantidad de producto obtenido en una
reaccién quimica o enzimatica. El rendimiento absoluto se puede dar como el peso en gramos o en moles (rendimiento
molar). El rendimiento relativo, el rendimiento fraccional o el rendimiento porcentual, que sirven para medir la efectividad
de un procedimiento sintético, se calculan dividiendo la cantidad de producto obtenido entre el rendimiento tedrico (la
unidad de medida para ambos debe ser la misma).
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rendimiento relativo = (rendimiento real) / (rendimiento tedrico)
Rendimiento real: el rendimiento real se refiere a la cantidad de producto obtenido en una reaccién quimica.

Rendimiento tedrico: el rendimiento tedrico es la cantidad maxima de producto que se puede producir en una reaccion
quimica o enzimatica perfectamente eficiente. En realidad, la mayoria de las reacciones no son perfectamente eficientes;
el rendimiento real de la reaccion suele ser inferior al rendimiento teérico. El rendimiento tedrico se calcula en funcion de
la cantidad molar de reactivo limitante, teniendo en cuenta la estequiometria de la reaccion. Para el calculo generalmente
se asume que solo hay una reaccion involucrada.

Rendimiento de ARN: El rendimiento de ARN es la cantidad de producto ARN obtenido en una reaccién de transcripcién
in vitro. El rendimiento de ARN se puede expresar como la concentracion de ARN (g/ml o mol/l). La multiplicacion de la
concentracion de ARN con el volumen de reaccién da la cantidad absoluta de ARN (en gramos o moles).

Rendimiento real de ARN: El rendimiento real de ARN es la cantidad determinada experimentalmente de producto de
ARN en una reaccién de transcripcion in vitro en un punto temporal definido, por ejemplo el rendimiento tras completarse
la reaccion. Por ejemplo, la concentracion de ARN se puede determinar midiendo la absorbancia a 260 nm utilizando un
espectrofotometro (Kolitz et al., 2013, Methods Enzymol. 530:331-6). Una unidad de absorbancia a 260 nhm corresponde
a 40 ng/ul de ARN (1 A260 = 40 ng/ul ARN).

Rendimiento teérico de ARN: El rendimiento tedrico de ARN es el rendimiento méaximo posible de ARN basado en los
NTP disponibles en la reaccion de transcripcion in vitro. En una reaccion de transcripcion estandar con concentraciones
iguales de los cuatro NTP (ATP, GTP, CTP, UTP), tipicamente el nucle6tido que corresponde al nucleétido mas frecuente
en la secuencia del ARN se convierte en el factor limitante. En una reaccion de transcripcion de secuencia optimizada que
utiliza una mezcla de NTP de secuencia optimizada para la secuencia de ARN de interés, ninguno de los nucledtidos
individuales se convierte en el factor limitante.

Para calcular el rendimiento teérico de ARN para una reaccién de transcripcion, la cantidad de cada NTP (en mol) presente
al inicio de la reaccién de transcripcion se divide entre el nimero de nucleétido respectivo presente en la secuencia de la
molécula de ARN, lo que resulta en el nimero posible de moléculas de ARN que se pueden sintetizar (en mol).
Multiplicando por la masa molecular del ARN, se obtiene el rendimiento tedrico del ARN en unidades de masa (gramo).
En una reaccion de transcripcion estandar que utiliza concentraciones iguales de cada NTP, normalmente el NTP que
corresponde al nucleétido més frecuente en la secuencia de ARN se convierte en el factor limitante. Por el contrario, en
una reaccién de transcripcion de secuencia optimizada, ningiin NTP se convertira en el factor limitante, ya que todos los
tipos de NTP estan presentes en la misma proporcion que los nucledétidos correspondientes en la secuencia de la molécula
de ARN.

Rendimiento de ARN relativo: El rendimiento de ARN relativo, el rendimiento de ARN fraccional o el porcentaje de
rendimiento de ARN, que sirven para medir la eficiencia de una reaccion de transcripcion in vitro, se calculan dividiendo
la cantidad de producto de ARN obtenido (rendimiento de ARN real) entre el rendimiento de ARN tedrico (la unidad de
medida para ambos debe ser la misma):

Rendimiento relativo del ARN = (Rendimiento real del ARN) / (Rendimiento tedrico del ARN)

Para expresar la eficiencia de una reaccién de transcripcion in vitro, se puede calcular el porcentaje de rendimiento del
ARN:

% rendimiento de ARN = (rendimiento de ARN real) / (rendimiento de ARN tedrico)x100
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para sintetizar una molécula de ARN de una secuencia
dada, que comprende los siguientes pasos:

a) determinar la fraccion (1) para cada uno de los cuatro nucleétidos G, A, C y U en dicha molécula de ARN, y

b) sintetizar dicha molécula de ARN por transcripcion in vitro en una mezcla de reaccién de secuencia optimizada,
donde dicha mezcla de reaccion de secuencia optimizada comprende los cuatro ribonucledsidos-trifosfato (NTP)
GTP, ATP, CTP y UTP, correspondiendo la fraccion (2) de cada uno de los cuatro ribonucledsidos-trifosfato
(NTP) en la mezcla de reaccion a la fraccion (1) del nucleétido respectivo en dicha molécula de ARN, un tampon,
una plantilla de ADN y una ARN-polimerasa.

En el contexto de la presente invencidon y como se muestra en el Ejemplo 1y en las Figuras 5y 6, se ha encontrado que
el uso de una mezcla de reaccién de secuencia optimizada que contiene los cuatro ribonucledsidos-trifosfato (NTP) GTP,
ATP, CTP y UTP para la produccion de una molécula de ARN de secuencia dada por transcripcion in vitro da como
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resultado un mayor rendimiento del producto de ARN y menos NTP no incorporados y, por tanto desperdiciados, en
comparacién con una mezcla de reacciéon no optimizada con concentraciones iniciales equimolares de los cuatro NTP.
Este aspecto es especialmente valioso cuando es dificil de sintetizar y, por ello, se usan nucle6tidos modificados costosos.
En la mezcla de NTP de secuencia optimizada, GTP, ATP, CTP y UTP estan representados en una fraccion que
corresponde a la fraccion de dichos nucleétidos G, A, C y U que estan presentes en dicha secuencia de ARN. En las
reacciones de transcripcion in vitro de secuencia optimizada, se prevé que los cuatro NTP se consuman en la misma
medida y la transcripcion contintie hasta que los NTP se agoten, por lo que se desperdicia menos material.

Ademas, se espera que la posibilidad antes mencionada de la sintesis de moléculas de ARN que son mas largas que el
ARN codificado, por ejemplo debido a la extensiéon 3'-autocomplementaria (Triana-Alonso et al., 1995, JBC; 270 (11):
6298-6307), se elimine cuando se usan mezclas de NTP de secuencia optimizadas, ya que no existe un exceso de UTP
al final de la reaccion. Especialmente si el ARN contiene una cola poli(A), como es comin en ARN tal como ARNm, un
exceso de UTP no incorporado en la reaccion de transcripcion puede dar lugar a la incorporacién de nucleétidos de uridina
dependiente de la plantilla de ARN opuestos a la secuencia poli-A, lo que resulta en moléculas de ARN de doble cadena
gue pueden activar la respuesta inmune innata y disminuir la sintesis de proteinas (Kariko et al., 2011, Nucleic Acids Res.;
39 (21): el42).

Como se explicara en detalle mas adelante, los métodos para la produccién de moléculas de ARN que usan la
transcripcion in vitro son conocidos en la técnica. También es conocido el uso de analogos de nucleétidos para mejorar,
por ejemplo, la estabilidad de la molécula de ARN. La presente invencion se refiere a la concentracion de los
ribonucledésidos-trifosfato (NTP) en la mezcla de reaccién de la reaccién de transcripcion in vitro.

En consecuencia, en una primera etapa del método de la presente invencion, se determina la fraccion (1) de cada uno de
los cuatro nucleétidos G, A, C y U en dicha molécula de ARN. Esto se puede llevar a cabo mediante cualquier método
conocido en la técnica, por ejemplo por simple recuento del nimero de nucleétidos o por métodos informaticos.

La fraccion (1) de cada uno de los nucle6tidos puede expresarse mediante cualquier término adecuado, incluido el nUmero,
porcentaje, fraccion molar o porcentaje molar. La fraccion mol o fraccion molar (Xi) se define como la cantidad de un
constituyente (expresado en moles), n;, dividida entre la cantidad total de todos los constituyentes en una mezcla, nwt. La
suma de todas las fracciones molares es igual a 1. El mismo concepto expresado con un denominador de 100 es el mol
porciento o porcentaje molar (mol%).

Basandose en la determinacion de la fraccion de cada uno de los nucle6tidos en dicha molécula de ARN, en una etapa
adicional del método de la presente invencion, dicha molécula de ARN se sintetiza por transcripcion in vitro en una mezcla
de reaccion de secuencia optimizada, donde dicha mezcla de reaccién de secuencia optimizada comprende los cuatro
ribonucledsidos-trifosfato (NTP) GTP, ATP, CTP y UTP o andlogos de los mismos, y donde la fraccién (2) de cada uno de
los cuatro ribonucleosidos-trifosfato (NTP) en la mezcla de reaccion de secuencia optimizada corresponde a la fraccion
(1) del nucledtido respectivo en dicha molécula de ARN.

En una realizacion preferente, la etapa b) del método de la invencién comprende las etapas de

b1) preparar una mezcla de ribonucleésidos-trifosfato (NTP) de secuencia optimizada que comprende los cuatro
ribonucledsidos-trifosfato (NTP) GTP, ATP, CTP y UTP, donde la fraccion (2) de cada uno de los cuatro
ribonucledsidos-trifosfato (NTP) en la mezcla de ribonucledsidos-trifosfato (NTP) de secuencia optimizada
corresponde a la fraccion (1) del nucleétido respectivo en dicha molécula de ARN, y

b2) sintetizar dicha molécula de ARN por transcripcion in vitro en una mezcla de reaccion de secuencia optimizada
que comprende la mezcla de ribonucledsidos-trifosfato (NTP) de secuencia optimizada de la etapa (b1), un tampén,
una plantilla de ADN y una ARN-polimerasa.

Por consiguiente, en esta realizacion preferente, se prepara una mezcla de ribonucleésidos-trifosfato (NTP) de secuencia
optimizada en base a la determinacion de la fraccion (1), que luego se agrega a la mezcla de reaccion. Todas las
definiciones indicadas anteriormente con respecto a la mezcla de reaccién de secuencia optimizada, y especialmente
aquellas con respecto a "fraccion (1) corresponde a la fraccion (2)" también se aplican a la mezcla de ribonucleésidos-
trifosfato (NTP) de secuencia optimizada.

En este contexto, el experto en la materia entendera que si dicha molécula de ARN no contiene todos los nucleétidos G,
A, C y U, respectivamente, lo mismo se aplicara también a la mezcla de ribonucleésidos-trifosfato (NTP) de secuencia
optimizada y a la mezcla de reaccion de secuencia optimizada.

Segun la invencion, "fraccion (1) corresponde a la fraccion (2)" significa que la fraccion de ribonucleésidos-trifosfato (NTP)
en la mezcla de secuencia de NTP optimizada o en la mezcla de reaccidn de secuencia optimizada se ha adaptado a la
fraccion de los nucleétidos en la molécula de ARN. El experto entendera que no es necesario que la fraccion (2) refleje
exactamente la fraccion (1), pero se requiere que la fraccion individual (2) de cada ribonucleésido-trifosfato en la mezcla
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de secuencia optimizada de NTP o en mezcla de reaccion de secuencia optimizada refleje la fraccién (1) del nucleétido
correspondiente en dicha molécula de ARN.

Para evaluar con mas detalle la relacién entre la fraccién (1) y la fraccién (2), para la definicién del término "fraccién (1)
se corresponde con la fraccion (2)":

a) Con respecto a la fraccién de ribonucledsidos-trifosfato en la mezcla de NTP de secuencia optimizada o en la
mezcla de reaccion de secuencia optimizada que corresponde al primer nucleétido de la molécula de ARN que
se sintetiza, segun una realizacién de la presente invencién, es posible que la fraccién (2) esta en el rango de la
fraccién (1), por ejemplo, que esa fraccion (1) y la fraccién (2) difieran en no mas del 25%, 20%, 15%, 10%, 7%,
5% o en un valor entre 0,1% y 5%.

b) Con respecto a los otros ribonucledsidos-trifosfato presentes en la mezcla de NTP de secuencia optimizada o en
la mezcla de reaccién de secuencia optimizada que no corresponden al primer nucleétido de dicha molécula de
ARN, la fraccion (2) esta preferiblemente en el rango de la fraccion (1), por ejemplo la fraccion (1) y la fraccion
(2) difieren en no més del 25%, 20%, 15%, 10%, 7%, 5% o en un valor entre 0,1% y 5%.

En una realizacién preferente de la invencién, se afiade un nucleétido de inicio a la mezcla de NTP de secuencia
optimizada o a la mezcla de reaccion de secuencia optimizada antes de comenzar la transcripcion in vitro. Un nucleétido
de inicio es un nucleétido que corresponde al primer nucleétido de dicha molécula de ARN (posicion +1). El nucle6tido de
inicio se puede afadir especialmente para aumentar la velocidad de iniciacion de la ARN-polimerasa. Dichos nucleétidos
de inicio también son conocidos en la técnica e incluyen un nucleésido-monofosfato, un nucledsido-difosfato, un
nucledsido-trifosfato. El nucle6tido de inicio puede ser un mononucleétido, un dinucleétido o un trinucleétido. En caso de
que el primer nucleétido de dicha molécula de ARN sea G, el nucledtido de inicio es preferiblemente GTP o GMP.

En una realizacion preferente de la invencion, dicho nucleétido de inicio es un dinucleétido. En una realizacion aun mas
preferente, el nucledtido de inicio es un analogo de cap.

En una realizacion preferente, el analogo de cap se selecciona del grupo consistente en G[5']ppp[5']G, m’G[5]ppp[5’]G,
m3227G[5']ppp[5]G, M273-CG[5']ppp[5]G (3'-ARCA), m2"2-°GpppG (2’-ARCA), m2"?-°GppSpG D1 (B-S-ARCA D1) y
m2"?-OGppspG D2 (B-S-ARCA D2).

Sin embargo, de acuerdo con otra realizacion preferente, en la mezcla de NTP de secuencia optimizada o en la mezcla
de reaccion de secuencia optimizada, el nucledtido de inicio correspondiente al primer nucleétido de dicha molécula de
ARN se aflade en exceso en comparacion con la fraccién de ese nucledtido en dicha molécula de ARN que esté en la
primera posicion de dicha molécula de ARN.

Preferiblemente, el nucleétido de inicio se afiade a una concentracion inicial en el rango de aproximadamente 1 a 20 mM,
lal75mM,1al5mM,1a125mM,1al0mM,1a75mM, 1a5mMo1la25mM. Aln con mayor preferencia, el
nucledtido de inicio se afiade a una concentracion inicial de aproximadamente 5a 20 mM o de 7,5 a 17,5 mM.

En una realizacion ilustrativa preferente de lo anterior, el primer nucledtido de la molécula de ARN es G, el nucledtido de
inicio es un analogo de cap de Gy el ribonucleésido-trifosfato correspondiente es GTP. En esta realizacion, el analogo de
cap esta presente en la mezcla de reaccion en exceso en comparacion con el GTP. Preferiblemente, el andlogo de cap
se afiade con una concentracion inicial en el rango de aproximadamente 1 a 20 MM, 1a 17,5 mM, 1a 15 mM, 1a 12,5
mM,1al0mM,1a75mM, 1a5mMo1la25mM. Aln con mayor preferencia, el andlogo de cap se afiade a una
concentracion inicial de aproximadamente 5a 20 mM, 7,5 a 20 mM, 10 a20 mM 0 12,5 a 20 mM.

Los métodos para la transcripcion in vitro son conocidos en la técnica (Geall et al., 2013. Semin. Immunol. 25(2): 152-159;
Brunelle et al., 2013. Métodos Enzymol. 530: 101-14). Los reactivos utilizados en dicho método incluyen tipicamente:

1) una plantilla de ADN linealizada con una secuencia promotora que tiene una alta afinidad de unién por su ARN-
polimerasa respectiva, como las ARN-polimerasas codificadas por bacteriéfagos,

2) ribonucleosidos-trifosfato (NTP) para las cuatro bases (adenina, citosina, guanina y uracilo);

3) un analogo de cap como se definié anteriormente (por ejemplo, m7G(5")ppp(5)G(M7G));

4) una ARN-polimerasa dependiente de ADN (por ejemplo, ARN-polimerasa de T7, T3 o SP6);

5) un inhibidor de ribonucleasa (ARNasa) para inactivar cualquier ARNasa contaminante;

6) una pirofosfatasa para degradar el pirofosfato, que puede inhibir la transcripcion;

7) MgClz, que suministra Mg?* como cofactor para la polimerasa;

8) un tampodn para mantener un valor de pH adecuado, que también puede contener antioxidantes y poliaminas,
como espermidina, en concentraciones éptimas.

De acuerdo con una realizacion preferente, la mezcla de reaccion de secuencia optimizada utilizada para el método de la
invencion para sintetizar una molécula de ARN de secuencia dada comprende un tampén seleccionado del grupo
consistente en acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfonico (HEPES) vy tris(hidroximetil)-aminometano (Tris).
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Preferiblemente, el tampdn se usa en una concentracion de 10 a 100 mM, de 10 a 75 mM, de 10 a 50 mM, de 10 a 40
mM, de 10 a 30 mM o de 10 a 20 mM. El valor de pH del tamp6n se puede ajustar con, por ejemplo, NaOH, KOH o HCI.
Preferentemente, el tamp6n tiene un valor pH de 6 a 8,5, de 6,5 a 8,0, de 7,0 a 7,5, incluso con mas preferencia 7,5. Con
total preferencia se selecciona un tampo6n del grupo consistente en HEPES/KOH 80 mM, pH 7,5 y Tris/HCI 40 mM, pH
7.5.

De acuerdo con una realizacién preferente de la invencién, la ARN-polimerasa comprendida en la mezcla de reaccién de
secuencia optimizada se selecciona del grupo consistente en ARN polimerasa de T3, T7 y SP6. Preferiblemente, la
concentracion de ARN-polimerasa es de aproximadamente 1 a 100 nM, 1a90nM,1a80nM,1a70nM,1a60nM, 1a
50 nM, 1 a40nM, 1 a 30 nM, 1 a 20 nM o aproximadamente 1 a 10 nM. Con mayor preferencia, la concentracion de
ARN-polimerasa es de aproximadamente 10 a 50 nM, 20 a 50 nM o 30 a 50 nM. Es totalmente preferente una
concentracion de ARN-polimerasa de aproximadamente 40 nM. En este contexto, se prefiere una concentracion de 500
a 10.000 U/ml de ARN-polimerasa. Es especialmente preferente una concentracion de 1.000 a 7.500 U/ml y tiene particular
preferencia una concentracion de 2.500 a 5.000 Unidades/ml de ARN-polimerasa. El experto en la materia entendera que
la concentracion de ARN- polimerasa esta influenciada por la concentracion de la plantilla de ADN.

De acuerdo con una realizacién preferente de la invencién, la concentracion de la plantilla de ADN comprendida en la
mezcla de reaccion de secuencia optimizada esta en un rango de aproximadamente 1 a 50 nM, 1 a 40 nM, 1 a 30 nM, 1
a 20 nM o aproximadamente 1 a 10 nM. Con mayor preferencia, la concentracion de la plantila de ADN es de
aproximadamente 10 a 30 nM. Es especialmente preferente que la concentracion de la plantilla de ADN sea de
aproximadamente 20 nM. En este contexto, se prefiere especialmente una concentracion de la plantilla de ADN de
aproximadamente 1 a 200 yg/ml, con particular preferencia aproximadamente 10 a 100 pg/ml y con total preferencia
aproximadamente 20 a 50 yg/ml (por ejemplo 25 o 50 pg/ml).

De acuerdo con una realizacion preferente de la invencion, la mezcla de reaccion de secuencia optimizada comprende
pirofosfatasa. Preferiblemente, la concentracion de pirofosfatasa es de aproximadamente 1 a 20 unidades/ml, 1 a 15
unidades/ml, 1 a 10 unidades/ml, 1 a 5 unidades/ml o 1 a 2,5 unidades/ml. AUn con mayor preferencia, la concentracion
de pirofosfatasa es aproximadamente 1 unidad/ml o aproximadamente 5 unidades/ml.

De acuerdo con una realizacion preferente de la invencion, la mezcla de reaccion de secuencia optimizada comprende
iones Mg**. Preferiblemente, los iones Mg** se proporcionan en forma de MgCl: o Mg(OAc).. Preferentemente, la
concentracion inicial de Mg** libre es de aproximadamente 1 a 100 mM, 1 a 75 mM, 1a50 mM, 1 a 25 mM, 01 a 10 mM.
Con mayor preferencia, la concentracion inicial de Mg** libre es de aproximadamente 10 a 30 mM o aproximadamente 15
a 25 mM. Con particular preferencia la concentracion inicial de Mg** libre es aproximadamente 24 mM. El experto en la
materia entendera que la eleccion de la concentracion de Mg** esta influenciada por la concentracion de NTP total inicial.

De acuerdo con una realizacion preferente de la invencion, la mezcla de reaccion de secuencia optimizada comprende
un agente reductor para mantener la ARN-polimerasa en su estado activo. Preferiblemente, el agente reductor se
selecciona del grupo consistente en ditiotreitol (DTT), ditioeritritol (DTE), tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) y pB-
mercaptoetanol. Preferiblemente, la concentracion de reactivo reductor es de aproximadamente 1 a 50 mM, de 1 a 40
mM, de 1 a 30 mM, 0 1 a 20 mM, o 1 a 10 mM. Con mayor preferencia, la concentraciéon de reactivo reductor es de 10 a
50 mM o de 20 a 40 mM. Es totalmente preferente una mezcla de reaccion de secuencia optimizada que comprende 40
mM de DTT.

De acuerdo con una realizacion preferente de la invencién, la mezcla de reaccion de secuencia optimizada comprende
una poliamina. Preferiblemente, la poliamina se selecciona del grupo consistente en espermina y espermidina.
Preferiblemente, la concentracion de poliamina es aproximadamente 1 a 25 mM, de 1 a 20 mM, de 1 a 15 mM, de 1 a 10
mM, de 1 a 5 mM o de aproximadamente 1 a 2,5 mM. Con mayor preferencia, la concentracion de poliamina es
aproximadamente 2 mM. Es totalmente preferente una mezcla de reaccion de secuencia optimizada que comprende 2
mM de espermidina.

De acuerdo con una realizacion preferente de la invencion, la mezcla de reaccion de secuencia optimizada comprende
un inhibidor de ribonucleasa. Preferiblemente, la concentracion de inhibidor de ribonucleasa es de aproximadamente 1 a
500 unidades/ml, 1 a 400 unidades/ml, 1 a 300 unidades/ml, 1 a 200 unidades/ml o 1 a 100 unidades/ml. Con especial
preferencia, la concentracion de inhibidor de ribonucleasa es aproximadamente 200 unidades/ml.

De acuerdo con una realizacion preferente de la invencion, la concentracion de NTP total inicial en la mezcla de NTP
optimizada en secuencia o en la mezcla de reaccion optimizada en secuencia es inferior a 20 mM, inferior a 15 mM,
inferior a 10 mM, inferior a 7,5 mM, inferior a 5,0 mM o inferior a 2,5 mM.

Segun la invencion, el término concentracion total inicial de nucleétidos significa la concentracion total de NTP, por ejemplo
la suma de las concentraciones de ATP, GTP, CTP y/o UTP inicialmente presentes en la mezcla de NTP optimizada en
secuencia o en la mezcla de reaccién optimizada en secuencia cuando los diversos componentes de la mezcla de reaccion
optimizada en secuencia se han reunido en el volumen final para llevar a cabo la reacciéon de transcripcion in vitro.
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Naturalmente, a medida que avanza la reaccién, los nucledétidos se incorporaran a la molécula de ARN y, en consecuencia,
la concentracién de nucle6tidos totales se reducira progresivamente a partir de su valor inicial.

Un aspecto importante de la presente invencién es que el uso de una mezcla de NTP de secuencia optimizada o de una
mezcla de reaccién de secuencia optimizada conduce a una mayor eficacia de la sintesis de ARN incluso a bajas
concentraciones de nucleétidos totales iniciales (por ejemplo a 2 mM). Por el contrario, se ha sugerido previamente que
para un aumento de ARN son necesarias altas concentraciones de nucleétidos totales, del orden de 12 mM a 40 mM
(US6586218).

Ademas, se espera que la sintesis de moléculas cortas de ARN abortivo disminuya cuando la concentracién de nucleétidos
totales iniciales sea baja (por ejemplo 2,5 mM) en una mezcla de NTP de secuencia optimizada o en una mezcla de
reaccion de secuencia optimizada. Por el contrario, se observé un aumento en la transcripcion abortiva cuando las
concentraciones de NTP de una mezcla equimolar de NTP estandar se redujeron por debajo de aproximadamente 2 mM
(Kern et al., 1999. Biotecnol. Prog. 15, 174-184).

Otra realizacion preferente de la invencion se refiere a la forma en la que los NTP se afiaden a la mezcla de NTP
optimizada en secuencia 0 a la mezcla de reaccion optimizada en secuencia. Los ribonucledsidos-trifosfato (NTP) GTP,
ATP, CTP y UTP o sus andlogos pueden proporcionarse con un cation monovalente o divalente como contraion.
Preferiblemente, el cation monovalente se selecciona del grupo consistente en Li*, Na*, K*, NH4* o tris(hidroximetil)-
aminometano (Tris). Preferiblemente, el cation divalente se selecciona del grupo consistente en Mg**, Ba** y Mn**.

Segun una realizacién especialmente preferente de la invencion, el contraion NTP es tris(hidroximetil)-aminometano (Tris).

Se sabe que las ARN-polimerasas de bacteriéfagos son sensibles a la inhibicion de la sal. Se ha descrito el impacto
negativo de altas concentraciones de NaCl en los rendimientos de ARN (por ejemplo, Kern & Davis, 1997. Biotecnol.
Prog., 13, 747-756; US 6.586.218 B2). Por tanto, altas concentraciones de Na-NTP, especialmente como consecuencia
cuando se persigue una estrategia de alimentacion NTP, podrian resultar en una disminucién de los rendimientos de ARN.
Esta limitacion se puede sortear mediante el uso de Tris-nucle6tidos, ya que la actividad de la ARN-polimerasa se ve
menos afectada por altas concentraciones de Tris en comparacion con altas concentraciones de Na. Como se muestra
en el Ejemplo 5y la Figura 12, el rendimiento de ARN es mas sensible a la adicion de Na en comparacion con Tris.

Es conocido en la técnica que, en lugar de los ribonucledsido-trifosfato GTP, ATP, GTP y UTP, respectivamente, también
se pueden emplear nucledsidos-trifosfato modificados (anélogos) en reacciones de transcripcion in vitro, por ejemplo para
mejorar la estabilidad del ARN. Como se muestra en el Ejemplo 3 y la Figura 8, parte o todo el UTP en una mezcla de
NTP optimizada en secuencia o en una mezcla de reaccion optimizada en secuencia puede reemplazarse por pseudo-
UTP.

En consecuencia, de acuerdo con una realizacion preferente de la invencién, una parte o todos de al menos un
ribonucledsido-trifosfato en la mezcla de NTP optimizada en secuencia o0 en la mezcla de reaccién optimizada en
secuencia se reemplaza por un nucleosido-trifosfato modificado.

En una realizacién preferente de la invencion, dicho nucleésido-trifosfato modificado se selecciona del grupo consistente
en pseudouridina-5'-trifosfato, 1-metilpseudouridina-5'-trifosfato, 2-tiouridina-5'-trifosfato, 4-tiouridina-5'-trifosfato y 5-
metilcitidina-5'-trifosfato.

El experto en la materia entendera que solo es posible establecer exactamente las concentraciones de los componentes
individuales de la mezcla de NTP de secuencia optimizada o de la mezcla de reaccion de secuencia optimizada antes del
inicio de la transcripcion in vitro. Por consiguiente, en una realizacion preferente de la presente invencion, los nimeros y
las fracciones definidas anteriormente reflejan las condiciones iniciales presentes en la mezcla de reaccion de secuencia
optimizada o en la mezcla de NTP de secuencia optimizada antes del inicio de la transcripcion.

De acuerdo con otra realizacion preferente de la invencion, durante la transcripcion in vitro, la mezcla de reaccion de
secuencia optimizada se complementa con la mezcla de ribonucleosido-trifosfato (NTP) de secuencia optimizada como
se define aqui.

En el contexto de la presente invencién, se ha encontrado que el rendimiento de ARN puede aumentarse adicionalmente
alimentando cantidades adicionales de la mezcla de NTP optimizada en secuencia en la reaccion de transcripcion in vitro
(alimentacién de NTP). Como se muestra en el Ejemplo 1y la Figura 6, la adicién de una mezcla de NTP optimizada en
secuencia adicional aumenta significativamente el rendimiento de ARN.

La nueva mezcla de NTP optimizada en secuencia se agrega de manera que se mantenga la relacion deseada entre el
analogo cap y el nucleétido correspondiente, por ejemplo GTP (por ejemplo 4:1). Preferiblemente, la nueva mezcla de
NTP optimizada en secuencia se afiade al final de la reaccién de transcripcién in vitro, cuando se consumen todos los
nucledtidos de la mezcla de reaccién optimizada en secuencia. La relacion entre el analogo cap restante y el nucleétido
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correspondiente recién agregado, por ejemplo GTP (por ejemplo 4:1) puede mantenerse basicamente porque cerca del
100% del analogo cap permanece al final de la reaccién de transcripcion, ya que solo se puede incorporar un analogo cap
por molécula de ARN. Esta estrategia resulta en la misma eficiencia de terminacion, mayores rendimientos (> 4,5 veces,
dependiendo de la secuencia de ARN) y costes dramaticamente reducidos. Ademas, el mayor contenido de NTP evita la
precipitacion de las moléculas de ARN durante la transcripcion, como se observa habitualmente en las concentraciones
estandar de NTP (tanto en reacciones estandar como en secuencias optimizadas).

La incorporacién de NTP dependiente de la secuencia también permite monitorear el progreso de la reaccion de
transcripcion in vitro. Como se muestra en el Ejemplo 6 y la Figura 13, el progreso de la reaccion de transcripcion in vitro
puede monitorizarse separando los nucleétidos no incorporados de la reaccion de transcripcion in vitro y midiendo la
absorbancia a 260 nm. La razén es que la disminucion de la concentracion total de los cuatro NTP se correlaciona
directamente con la cantidad de ARN sintetizado. Este enfoque no seria posible de forma tan directa si se utiliza una
mezcla de NTP estandar con la misma proporcién de nucledsidos-trifosfatos. Una disminucién de la absorcién a 260 nm
puede traducirse directamente en moléculas de ARN producidas si los NTP se separan del ARN y el ADN para evitar
interferencias, por ejemplo mediante filtracion a través de una membrana con un corte de bajo peso molecular.

Los métodos para la cuantificacion de acidos nucleicos y nucleétidos son conocidos en la técnica. Los métodos
espectroscépicos para la cuantificacion de acidos nucleicos incluyen medidas de la absorbancia tradicionales (Kolitz et
al., 2013. Métodos Enzymol. 530: 331-6) y técnicas de fluorescencia més sensibles, que utilizan colorantes fluorescentes
como bromuro de etidio y un fluorémetro con una longitud de onda de excitacién adecuada (por ejemplo 302 o 546 nm)
(Gallagher, 2011. Current Protocols in Molecular Biology. 93:A.3D.1-A.3D.14). En consecuencia, en una realizacion
preferente de la invencion, la sintesis de dicha molécula de ARN por transcripcion in vitro es seguida de separacion y
cuantificacion los NTP no incorporados.

De acuerdo con una realizacion preferente de la invencién, dicha molécula de ARN se selecciona del grupo consistente
en moléculas de ARN no codificantes y codificantes.

Una molécula de ARN no codificante (ARNnc) es una molécula de ARN funcional que no se traduce en un péptido o
proteina. Las moléculas de ARN no codificantes incluyen ARN altamente abundantes y funcionalmente importantes, como
ARN transferente (ARNt) y ARN ribosémico (ARNTr), asi como ARN como ARNsno, microARN, ARNsi, ARNsn, ARNex y
ARNpi, y ARNnc largos que incluyen por ejemplo Xist y HOTAIR (Esteller, 2011. Rev. Genet. 12(12):861-74). Ademas,
las moléculas de ARN no codificantes incluyen moléculas de ARN inmunoestimuladoras (ARNiS).

Preferiblemente, el ARN inmunoestimulador puede ser un ARN lineal monocatenario. Con mayor preferencia, el ARN
inmunoestimulador puede ser un ARN no codificante monocatenario lineal largo. En este contexto, se prefiere
particularmente que el ARNis lleve un trifosfato en su extremo 5.

El ARN inmunoestimulador (ARNis) puede comprender cualquier secuencia de ARN conocida por ser inmunoestimulante,
incluyendo, sin limitarse a, secuencias de ARN que representan y/o codifican ligandos de TLR, preferiblemente
seleccionados de miembros de la familia humana TLR1 a TLR10 o miembros de la familia murina TLR1 a TLRI 3, mas
preferiblemente seleccionados de miembros de la familia humana TLR1 a TLR10, aun mas preferiblemente de TLR7 y
TLRS8, ligandos para receptores intracelulares de ARN (como RIG-I, MDA-5 o PKR) (Meylan y Tschopp, 2006. Mol. Cell
22, 561-569) o cualquier otra secuencia de ARN inmunoestimulador. Ademas, las moléculas de ARN
inmunoestimuladoras pueden incluir cualquier otro ARN capaz de provocar una respuesta inmune innata. Sin limitarse a,
tal ARN inmunoestimulador puede incluir ARN ribosomico (ARNr), ARN transferente (ARNt), ARN mensajero (ARNm) y
ARN viral (ARNv). Preferiblemente, el ARN inmunoestimulador es un ARN no codificante. Dicho ARN inmunoestimulador
puede comprender una longitud de 1.000 a 5.000, de 500 a 5.000, de 5 a 5.000, o de 5 a 1.000, de 5 a 500, de 5 a 250,
de 5a 100, de 5 a 50 o de 5 a 30 nucleotidos.

Segun otra realizacion particularmente preferente, tales moléculas de ARN inmunoestimuladoras consisten en o
comprenden un ARN de férmula (1):

(NuGIXm Gn Nv)a, (fé rmula (|))
donde:

G es guanosina (guanina), uridina (uracilo) o un analogo de guanosina (guanina) o uridina (uracilo), preferiblemente
guanosina (guanina) o uno de sus analogos;

X es guanosina (guanina), uridina (uracilo), adenosina (adenina), timidina (timina), citidina (citosina) o un analogo
de estos nucleoétidos (nucleosidos), preferiblemente uridina (uracilo) o un analogo de los mismos;

N es una secuencia de acido nucleico de una longitud de aproximadamente 4 a 50, preferiblemente de
aproximadamente 4 a 40, mas preferiblemente de aproximadamente 4 a 30 o 4 a 20 acidos nucleicos, cada N se
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selecciona independientemente de guanosina (guanina), uridina (uracilo), adenosina (adenina), timidina (timina), citidina
(citosina) o un anéalogo de estos nucledtidos (nucleosidos);

a es un namero entero de 1 a 20, preferiblemente de 1 a 15, en especial 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
cuando m > 3, estan presentes al menos 3 uridinas sucesivas (uracilos) o 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 nucleétidos (nucledsidos) son guanosina (guanina) o un anélogo de la
misma;

u, v pueden ser, independientemente uno de otro, un entero de 0 a 50, preferiblemente cuando u =0, v = 1 o cuando
v=0,uz1;

donde la molécula de &cido nucleico de férmula (1) tiene una longitud de al menos 50 nucleétidos, preferiblemente de al
menos 100 nucledtidos, méas preferiblemente de al menos 150 nucledtidos, aun mas preferiblemente de al menos 200
nucledtidos y con especial preferencia de al menos 250 nucledétidos .

De acuerdo con una realizacion especialmente preferente, la molécula de ARN segun la formula (I) puede seleccionarse
de, por ejemplo, la siguiente secuencia:

GGGAGAAAGCUCAAGCUUAUCCAAGUAGGCUGGUCACCUGUACAACGUAGC
CGGUAUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGACCGUCUCAAGGUCCAAGUUAGU
CUGCCUAUAAAGGUGCGGAUCCACAGCUGAUGAAAGACUUGUGCGGUACGG
UUAAUCUCCCCUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUAGUAAAUGCGUCUACUGAA
UCCAGCGAUGAUGCUGGCCCAGAUCUUCGACCACAAGUGCAUAUAGUAGUC
AUCGAGGGUCGCCUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGGCCCAGUUCUGAGA
CUUCGCUAGAGACUACAGUUACAGCUGCAGUAGUAACCACUGCGGCUAUUG
CAGGAAAUCCCGUUCAGGUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUCCGCUCACUAUG
AUUAAGAACCAGGUGGAGUGUCACUGCUCUCGAGGUCUCACGAGAGCGCUC
GAUACAGUCCUUGGAAGAAUCUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGUGCGACG
AUCACAGAGAACUUCUAUUCAUGCAGGUCUGCUCUAG (R2025; SEQ ID NO: 4)

Un ARN codificador es una molécula de ARN funcional que puede traducirse en un péptido o proteina. Preferiblemente,
la molécula de ARN codificante comprende al menos un marco de lectura abierto que codifica para al menos un péptido
o proteina.

En este contexto, la molécula de ARN codificante puede comprender un marco de lectura abierto (ORF) (monocistrénico),
dos (bicistronico) o mas (multicistrénico). La molécula de ARN codificante puede ser una molécula de ARN mensajero
(ARNm), una molécula de ARN viral 0 una molécula de ARN autorreplicante (replicon). Preferiblemente, la molécula de
ARN es un ARNm.

Segun una realizacion preferente de la invencion, dicha molécula de ARN tiene una longitud superior a 100 nucleétidos.
Es igualmente preferente que el ARN tenga una longitud entre 100 y 15.000 nucleétidos, 100 y 12.500 nucledtidos, 100 y
10.000 nucledtidos, 100 y 7.500 nucleétidos, 100 y 5.000 nucleétidos, 100 y 2.500 nucleétidos, 100 y 1.500 nucleétidos o
100 y 1.000 nucledtidos.

En una realizacion preferente de la invencion, dicha sintesis de una molécula de ARN de una secuencia dada se realiza
como una sintesis a gran escala.

De acuerdo con la presente invencion, el término "gran escala" se refiere a un rendimiento de reaccion de dicha molécula
de ARN en el orden de cantidades de miligramos, preferiblemente de al menos un gramo.
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De acuerdo con una realizacién preferente de la presente invencién, la reaccién de transcripcion in vitro se lleva a cabo
en un biorreactor, también denominado reactor de transcripcién o reactor de ARN para la sintesis a gran escala de ARN.
Asi, el biorreactor puede adaptarse para llevar a cabo el método descrito anteriormente de la presente invencion.

De acuerdo con la presente invencion, dicho biorreactor para sintetizar moléculas de ARN de secuencia dada,
preferiblemente a gran escala, es un sistema de reactor de transcripcion in vitro disefiado modularmente, comprendiendo
un médulo de reaccién para llevar a cabo las reacciones de transcripcién de ARN in vitro en una mezcla de reaccion
optimizada en secuencia, un médulo de captura para capturar temporalmente las moléculas de ARN transcritas y un
madulo de control para controlar la entrada de los componentes de la mezcla de reaccion de secuencia optimizada en el
madulo de reaccion. Aqui, el médulo de reaccion comprende una membrana de filtracién para separar los nucleétidos de
la mezcla de reaccion y el control de la alimentacién de los componentes de la mezcla de reaccién de secuencia
optimizada por el médulo de control se basa en una medida de la concentracion de los nucle6tidos separados.

El término biorreactor o reactor de transcripcion tal como se usa aqui se refiere a una camara o tubo de ensayo o columna
donde se lleva a cabo una reaccion de transcripcion in vitro bajo condiciones especificas. El biorreactor puede regularse
térmicamente para mantener con precision una temperatura especifica, generalmente entre 4 y 40°C. El biorreactor se
puede configurar con una linea de entrada o alimentacion y un puerto de salida. El biorreactor puede ser una célula agitada
dotada de velocidades de agitacion variables.

De acuerdo con la presente invencion, el biorreactor comprende una membrana de filtracion para separar nucleétidos de
la mezcla de reaccion, en particular para separar nucleétidos y otros componentes de bajo peso molecular de la mezcla
de reaccion de secuencia optimizada. La introduccion de una membrana de filtracion en dicho sistema de flujo, por ejemplo
una membrana de ultrafiltracién, se usa para separar componentes de alto peso molecular, por ejemplo proteinas y/o
polinucleétidos, de componentes de bajo peso molecular, como nucleétidos. La membrana de filtracion sirve para retener
selectivamente la plantilla de ADN inmovilizada, la ARN-polimerasa y las moléculas de ARN sintetizadas en el nicleo del
reactor del médulo de reaccion, mientras que las moléculas mas pequefias, como los nucleétidos (NTP), pueden atravesar
la membrana de filtracion hasta un compartimento separado mas pequefio del médulo de reaccion, esto es, el
compartimento de filtracion. La concentracion de nucledtidos se puede medir, por ejemplo, mediante andlisis
espectroscépico del fluido separado que contiene los componentes de bajo peso molecular. Alternativamente, la
concentracion de nucledtidos se puede medir mediante un sistema HPLC en linea. La aplicacion de una mezcla de NTP
de secuencia optimizada en este sistema de reactor permite medir en tiempo real la concentracién de nucledtidos durante
la reaccion de transcripcion in vitro con el fin de monitorear el progreso de la reaccién de transcripcion in vitro.

Las membranas de filtracion adecuadas pueden consistir en varios materiales conocidos por los expertos en la técnica
(van de Merbel, 1999) J. Chromatogr. A 856 (1 -2): 55-82). Por ejemplo, las membranas pueden consistir en celulosa
regenerada o modificada o en materiales sintéticos. Estos Gltimos incluyen polisulfona (PSU), poliacrilonitrilo (PAN),
polimetilmetacrilato (PMMA), mezclas de poliaril-éter-sulfonas, polivinilpirrolidona y poliamida (Polyamix. RTM.). Por
ejemplo, las polisulfonas incluyen [poli(oxi-1,4-fenilsulfonil-1,4-fenil)polietersulfona, PES abreviado]. En algunas
realizaciones ilustrativas, la polietersulfona se puede utilizar como membrana semipermeable para el uso de acuerdo con
la descripcion. En algunos casos, las membranas de PES incluyen una mayor hidrofilicidad (y/o mejor humectabilidad de
la membrana con agua) en comparacion con las membranas de PSU. En algunas realizaciones, la humectabilidad de las
membranas de PES se puede aumentar, por ejemplo, incluyendo el polimero soluble en agua polivinilpirrolidona.

Un parametro importante que influye en el flujo de moléculas a través de la membrana de filtracion es el tamafio de poro
o la distribuciéon de tamafio de poro. Una membrana de filtracion generalmente se caracteriza por su valor de corte de
peso molecular (MWCO), es decir, una limitacion de tamafio especifica, que se define como la masa molecular del
compuesto mas pequefio que queda retenida en mas del 90%. Para cada aplicacion, se debe seleccionar un valor de
MWCO adecuado para que los compuestos de alto peso molecular se retengan lo suficiente, pero al mismo tiempo se
asegure un transporte rapido del analito. La membrana de filtracion del biorreactor de la presente invencién puede tener
un MWCO en unrango de 10 a 100 kDa, 10 a 75 kDa, 10 a 50 kDa, 10 a 25 kDa 0 10 a 15 kDa. Aun con mayor preferencia,
la membrana de filtracion tiene un MWCO en un intervalo de aproximadamente 10 a 50 kDa. Preferiblemente, la
membrana de filtraciobn se selecciona del grupo de celulosa regenerada, celulosa modificada, polisulfona (PSU),
poliacrilonitrilo (PAN), polimetilmetacrilato (PMMA), alcohol de polivinilo (PVA) y poliariletersulfona (PAES).

De acuerdo con una realizaciéon preferente de la presente invencion, el biorreactor comprende una plantilla de ADN
inmovilizada sobre un soporte sélido como base para la reaccién de transcripcion de ARN. La inmovilizacién de la plantilla
de ADN permite el uso repetido de la plantilla y reduce la contaminacion del producto de ARN por ADN residual. Ademas,
la inmovilizacion hace que el uso de ADN sea prescindible para la eliminacion de la plantilla de ADN del producto de ARN
final. La plantilla de ADN, que preferiblemente estd inmovilizada sobre un soporte sélido en el nucleo de reaccion del
madulo de reaccion, puede representar una molécula de ADN sintetizada quimicamente, un fragmento de restriccion de
ADN aislado, un plasmido o una molécula de ADN amplificada, por ejemplo mediante un proceso de amplificacion tal
como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La plantilla de ADN puede ser un duplex de doble cadena o una
unidad que comprende una regiéon promotora de doble cadena aguas arriba de una region de codificacion de ARN
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monohebra. La plantilla de ADN puede estar modificada con un ligando para inmovilizacién en un soporte sélido en el
extremo 5', en el extremo 3' 0 en un nucledétido interno de una hebra de ADN.

De acuerdo con la invencién, el término "soporte solido" se refiere a cada soporte no disuelto que es capaz de inmovilizar
una molécula de ADN en su superficie. El soporte sélido puede seleccionarse del grupo consistente en agarosa, agarosa
modificada, sefarosa, poliestireno, latex, celulosa y particulas ferro o ferrimagnéticas. Los métodos y estrategias para
elegir los soportes soélidos apropiados y para acoplar moléculas de ADN a dichos soportes sélidos son conocidos en la
técnica (véase, por ejemplo, Arndt-Jovin et al. 1975. EUR. J. Biochem. 54(2): 41 1-8; Kerrigan et al., 2001. Current
Protocols in Molecular Biology. 24: 12.10.1-12.10.18; WO 1995/08626). La inmovilizacién de la plantilla de ADN en el
soporte solido puede ser mediante un enlace covalente o no covalente. Preferiblemente, la inmovilizacién de la plantilla
de ADN se produce mediante un enlace no covalente. Por ejemplo, la inmovilizacién de una plantilla de ADN en un soporte
sélido puede producirse mediante una interaccion no covalente biotina-estreptavidina. La cadena no codificante de la
plantilla de ADN puede modificarse con un grupo biotina en el extremo 5', cuya funcion es inmovilizar la cadena de ADN
en una matriz de soporte sélido que comprende la proteina estreptavidina. La cadena de codificaciéon de ARN
complementaria de la plantilla de ADN puede permanecer no inmovilizada. También es posible inmovilizar las plantillas
de ADN en soportes sdlidos mediante otros tipos de enlaces no covalentes, por ejemplo interacciones poli(A)-poli(T) y
poli(G)-poli(C). Con igual preferencia, la inmovilizacién de la plantilla de ADN se produce via un enlace covalente, por
ejemplo un enlace éster o derivado del mismo. En general, antes del acoplamiento, el soporte sélido puede contener
grupos activos tales como NHS, carbodimida, etc. para permitir la reaccion de acoplamiento con la molécula de ADN. La
molécula de ADN se puede acoplar al soporte sélido por acoplamiento directo (por ejemplo utilizando grupos funcionales
como grupos amino, sulfhidrilo, carboxilo, hidroxilo, aldehido y cetona). El enlace al material de soporte sélido puede
implicar espaciadores para optimizar la separacion espacial de la plantilla de ADN del soporte. El espaciador se puede
proporcionar mediante la insercién de nucledtidos adicionales en el extremo 5' de la plantilla de ADN.

De acuerdo con una realizacion preferente de la presente invencion, el médulo de captura del biorreactor comprende una
resina/fase solida para capturar las moléculas de ARN transcritas y para separar las moléculas de ARN transcritas de
otros componentes solubles de la mezcla de reaccién de transcripcién optimizada en secuencia. Preferiblemente, el
maédulo de captura comprende medios para purificar las moléculas de ARN transcritas capturadas, por ejemplo mediante
un proceso de lavado o similar. Ademas preferiblemente, el mddulo de captura comprende medios para eluir las moléculas
de ARN transcritas capturadas, preferiblemente con un tampén de elucion.

De acuerdo con una realizacion preferente adicional, el biorreactor comprende ademas un médulo de reflujo para devolver
la mezcla de reaccion optimizada en secuencia filtrada residual, es decir, los otros componentes solubles de la mezcla de
reaccion de transcripcién optimizada en secuencia ademas de las moléculas de ARN transcritas, al modulo de reaccién
desde el modulo de captura después de capturar las moléculas de ARN transcritas, preferiblemente donde los medios
para devolver la mezcla de reaccién optimizada en secuencia filtrada residual son una bomba. Aqui, el médulo de reflujo
comprende preferiblemente enzimas inmovilizadas, tales como pirofosfatasa, o una resina para capturar componentes
disruptivos, tales como fosfato.

En una realizacion preferente, el biorreactor comprende al menos un electrodo selectivo de iones. En el contexto de la
presente invencion, el término “electrodo selectivo de iones” se refiere a un transductor (por ejemplo, un sensor) que
convierte la actividad de un ion especifico disuelto en una solucion en un potencial eléctrico, pudiendo medirse el potencial
eléctrico, por ejemplo, utilizando un voltimetro o un pHimetro. En particular, el término "electrodo selectivo de iones" tal
como se usa aqui comprende un sistema que comprende o consiste en una membrana con una permeabilidad selectiva,
separando la membrana tipicamente dos electrolitos. Un electrodo selectivo de iones como se usa aqui tipicamente
comprende una parte detectora, que preferiblemente comprende una membrana de permeabilidad selectiva, y un
electrodo de referencia. La membrana es tipicamente una membrana selectiva de iones que se caracteriza por diferentes
permeabilidades para diferentes tipos de iones. Preferiblemente, el al menos un electrodo selectivo de iones del
biorreactor comprende una membrana seleccionada del grupo consistente en una membrana de vidrio, una membrana
de estado sélido, una membrana de base liquida y una membrana compuesta.

En realizaciones preferentes, el biorreactor tal como se describe aqui comprende al menos un electrodo selectivo de
iones, donde el al menos un electrodo selectivo de iones comprende o consiste en un sistema que comprende una
membrana, preferiblemente una membrana como se describe aqui, méas preferiblemente una membrana electroquimica,
con diferentes permeabilidades para diferentes tipos de iones, donde la membrana, preferiblemente una membrana como
se describe aqui, mas preferiblemente una membrana electroquimica, preferiblemente separa dos electrolitos. En una
realizacion, la membrana comprende o consiste en una capa de un electrolito sélido o una solucién de electrolito en un
disolvente inmiscible con agua. La membrana esté preferiblemente en contacto con una solucion de electrélito en uno o
ambos lados. En una realizacion preferente, el electrodo selectivo de iones comprende un electrodo de referencia interno.
Dicho electrodo de referencia interno puede reemplazarse, en algunas realizaciones, por ejemplo por un contacto metalico
0 por un aislante y una capa semiconductora.

Un electrodo selectivo de iones permite una medida altamente sensible, rapida, exacta y no destructiva de la actividad de
los iones o la concentracién de iones en diferentes medios. Ademas de las medidas directas de la actividad i6nica o la
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concentracion de iones, pueden servir, en particular empleando una curva de calibracion, para el monitoreo continuo de
cambios de concentracién, como elementos para el control de la dosificacién de agentes o como electrodos indicadores
muy precisos en valoraciones potenciométricas.

En realizaciones preferentes, el biorreactor comprende al menos un electrodo selectivo de iones, preferiblemente como
se describe aqui, para medir la concentracion de uno o mas tipos de iones en al menos un compartimento del biorreactor.
Por ejemplo, el al menos un electrodo selectivo de iones se puede usar para medir la concentracion de uno o mas tipos
de iones en un médulo de reaccién, un médulo de control o un médulo de reflujo del biorreactor. Preferiblemente, el al
menos un electrodo selectivo de iones se usa para medir la concentracién de uno o mas tipos de iones en el médulo de
reaccién, mas preferiblemente en el ndcleo de reaccién o en el compartimiento de filtracion. Ademas, el al menos un
electrodo selectivo de iones puede estar comprendido en una unidad sensora del biorreactor, preferiblemente como se
define aqui. El electrodo selectivo de iones puede ubicarse en el propio biorreactor, en el biorreactor o fuera del biorreactor
(por ejemplo, conectado al biorreactor por un bypass). En el contexto de la presente invencién, la frase “el biorreactor
comprende al menos un electrodo selectivo de iones” puede asi referirse a una situacion donde el al menos un electrodo
selectivo de iones es parte del biorreactor o a una situacion donde el al menos un electrodo selectivo de iones es una
entidad fisica separada con respecto al biorreactor, pero que se usa en relacion con el biorreactor.

Segun algunas realizaciones, el biorreactor comprende al menos un electrodo selectivo de iones, preferiblemente como
se describe aqui, para medir la concentracién de uno o mas tipos de iones en un liquido comprendido en al menos un
compartimento del biorreactor, donde el ion preferiblemente se selecciona del grupo consistente en H*, Na*, K*, Mg?*,
Ca?*, Cl'y PO4*.

Segun algunas realizaciones, el biorreactor comprende al menos un electrodo selectivo de iones, preferiblemente como
se describe aqui, conectado a un potenciémetro, preferiblemente un potenciometro multicanal (por ejemplo un
potenciémetro de iones CITSens de 6 canales, alta resolucion; C-CIT Sensors AG, Suiza).

En una realizacion preferente, el biorreactor comprende al menos un electrodo selectivo de iones donde el al menos un
electrodo selectivo de iones es preferiblemente un electrodo de tubo, mas preferiblemente seleccionado del grupo
consistente en un electrodo de tubo selectivo de Mg?*, un electrodo de tubo selectivo de Na*, un electrodo de tubo selectivo
de CI-, un electrodo de tubo selectivo de PO4%, un electrodo de tubo selectivo de pH y un electrodo de tubo selectivo de
Ca?*, preferiblemente utilizado en conexién con potenciémetro. Aun mas preferiblemente, el biorreactor comprende al
menos un electrodo selectivo de iones donde el al menos un electrodo selectivo de iones se selecciona preferiblemente
del grupo consistente en un electrodo minitubo CITSens selectivo de ion Mg? un electrodo minitubo CITSens selectivo de
ion Na*, un electrodo minitubo CITSens selectivo de ion de ion CI-, un electrodo minitubo CITSens selectivo de ion PO4%
, un electrodo minitubo CITSens selectivo de pH y un electrodo minitubo CITSens selectivo de Ca?* (todos de C-CIT
Sensors AG, Suiza), preferiblemente en conexién con un potenciémetro, mas preferiblemente con un potenciémetro
multicanal, como un potenciometro de iones CITSens de 6 canales, alta resolucion (C-CIT Sensors AG, Suiza).

Los electrodos selectivos de iones tienen numerosas ventajas de uso practico. Por ejemplo, no afectan la solucion
ensayada, lo que permite medidas no destructivas. Ademas, los electrodos selectivos de iones son moviles, adecuados
para determinaciones directas, asi como sensores de titulacion, y rentables. La principal ventaja del uso de un electrodo
selectivo de iones en un biorreactor (por ejemplo, un reactor de transcripcién) es la posibilidad de medir in situ sin
recoleccién de muestras y de manera no destructiva.

De acuerdo con una realizacion preferente de la presente invencion, el biorreactor, 0 mas precisamente el médulo de
control del biorreactor, comprende una unidad sensora para el analisis de parametros criticos de proceso, como el valor
pH, la conductividad y la concentracién de nucleétidos en la mezcla de reaccion de secuencia optimizada. Preferiblemente,
la unidad sensora del biorreactor comprende un sensor, tal como una celda de flujo UV para UV 260/280nm, para la
medida en tiempo real de la concentracion de nucleétidos durante la reaccién de transcripcion in vitro. Preferiblemente, el
sensor de la unidad sensora mide la concentracion de nucledtidos como parametro de proceso mediante andlisis
fotométrico.

De acuerdo con una realizacién preferente de la presente invencion, el biorreactor comprende un médulo de control. La
recopilacién de datos y los andlisis realizados por el médulo de control permiten el control del sistema integrado de bombeo
(actuador) para alimentaciones repetidas de componentes de la mezcla de NTP optimizada en secuencia o de
componentes de la mezcla de reaccion optimizada en secuencia, por ejemplo componentes tampon, ARN-polimerasa o
nucledtidos. El estricto control y la regulacién permiten llevar a cabo la reaccién de transcripcion in vitro en condiciones
optimas de estado estable, lo que resulta en un alto rendimiento del producto. Preferiblemente, el médulo de control
controla la adicién de la mezcla de ribonucledsidos-trifosfato (NTP) optimizada en secuencia a la mezcla de reaccion de
secuencia optimizada, preferiblemente comprendiendo dicho biorreactor un accionador para afiadir la mezcla de
ribonucledsidos-trifosfato optimizada en secuencia (NTP) a la mezcla de reaccion de secuencia optimizada. Ademas, el
actuador también puede agregar otros componentes de reaccion de la mezcla de reaccién optimizada en secuencia, como
componentes tampén, o Mg?*, a la mezcla de reaccion de transcripcion in vitro. De acuerdo con una realizacion preferente
adicional de la presente invencion, el biorreactor funciona en un modo semi-lote o en un modo continuo. El término semi-
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lote como se usa aqui se refiere a la operacion de la reaccidn de transcripcién in vitro como una serie repetitiva de
reacciones de transcripcion. Por ejemplo, se permite que la reaccién continle durante un tiempo finito, momento en el
cual se retira el producto, se agregan nuevos reactivos y se repite la reaccion completa. El término flujo continuo tal como
se usa aqui se refiere a una reaccion que se lleva a cabo continuamente en un nucleo de biorreactor afiadiéndose reactivos
suplementarios constantemente mediante una linea de alimentacion de entrada y eliminandose los productos
constantemente a través de un puerto de salida. Un reactor de flujo continuo controla el suministro de reactivo y la
eliminacion del producto mediante los caudales controlados del dispositivo, lo cual es ventajoso para reacciones con
limitaciones de reactivo y productos inhibidores.

En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a una molécula de ARN que se obtiene mediante el método de la
invencién como se describe aqui. Preferiblemente, el ARN obtenido por el método de la invencion se caracteriza por una
actividad inmunoestimuladora reducida en comparacion con el ARN obtenido por los métodos de la técnica anterior, en
particular en comparacién con el ARN obtenido por un método de transcripcion in vitro donde la mezcla de NTP no esta
optimizada con respecto a la secuencia de transcripcion, tal como un método que utiliza una mezcla de NTP equimolar
estandar.

En un aspecto adicional, la presente invencion también se refiere al uso de una mezcla de ribonucledésido-trifosfato (NTP)
optimizada en secuencia para una molécula de ARN de secuencia dada para la sintesis de dicha molécula de ARN.

Especialmente, de acuerdo con una realizacion preferente de la invencion, la mezcla de NTP optimizada en secuencia ha
sido optimizada mediante un método que comprende los pasos de:

a) determinar la fraccién (1) de cada uno de los cuatro nuclettidos G, A, C y U en dicha molécula de ARN, y

b) preparar la mezcla de ribonucletsidos-trifosfato (NTP) optimizada en secuencia que comprende los cuatro
ribonucledsidos-trifosfato (NTP) GTP, ATP, CTP y UTP, donde la fraccion (2) de cada uno de los cuatro
ribonucledsidos-trifosfato en la mezcla optimizada de ribonucleésidos-trifosfato (NTP) corresponde a la fraccién
(1) del nucledtido respectivo en dicha molécula de ARN.

En un aspecto adicional, la presente descripcién también se refiere a una mezcla de ribonucleésidos-trifosfato (NTP) de
secuencia optimizada para la sintesis de una molécula de ARN de secuencia dada, que comprende los cuatro
ribonucledésidos-trifosfato GTP, ATP, CTP y UTP, donde la fraccion (2) de cada uno de los cuatro ribonucleésidos-trifosfato
en la mezcla de ribonucleésidos-trifosfato optimizada en secuencia (NTP) corresponde a la fraccion (1) del nucleétido
respectivo en dicha molécula de ARN.

En un aspecto adicional, la presente descripcion también se refiere a un kit que comprende una mezcla de
ribonucledsidos-trifosfato (NTP) optimizada en secuencia para una molécula de ARN de secuencia dada como se define
arriba. La mezcla de NTP optimizada en secuencia se puede proporcionar en un tubo que contiene los cuatro tipos de
NTP (GTP, ATP, CTP y UTP) o cada NTP en un tubo separado. Todas las definiciones o realizaciones especificas
realizadas anteriormente con respecto al método de la invencién también se aplican a dicho kit de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

Las figuras que se muestran a continuacion son meramente ilustrativas y describiran la presente invencion de forma
adicional. Estas figuras no deben interpretarse para limitar la presente invencion a las mismas.

Figura 1: secuencia de ARNm optimizada en G/C de R1871 que codifica el antigeno de células madre de préstata
de Homo sapiens (HsPSCA), que corresponde a la SEC ID NO: 1.

Figura 2: secuencia de ARNm optimizada en G/C de R2988 que codifica la luciferasa de Photinus pyralis (PpLuc),
que corresponde a la SEC ID NO: 2.

Figura 3: secuencia de ARNm optimizada en G/C de R1626 que codifica para péptido sefial de Mucina-1 de Homo
sapiens/receptor del factor de crecimiento epidérmico/proteina de fusién Mucin-1 (EGFR/Mucin-1), que corresponde a la
SEC ID NO: 3.

Figura 4: secuencia de ARN inmunoestimulador no codificante de R2025, que corresponde a la SEC ID NO: 4.

Figura 5: Rendimiento de ARN con el tiempo para el ARNm que codifica HsSPSCA (R1871) y EGFR/Mucina-1
(R1626). Los ARNm se sintetizaron por transcripcién in vitro como se muestra en el Ejemplo 1. (A) El rendimiento de ARN
de las reacciones de transcripcion estandar alcanza, después de unos 30 minutos, una meseta de aprox. 1,4 mg/ml de
ARN para el ARN de 5.337 nucleétidos que codifica EGFR/Mucin-1 (R1626) y de aprox. 1,8 mg/ml de ARN para el ARN
de 589 nucleétidos que codifica HsPSCA (RI 871). (B) El rendimiento de ARN de las reacciones de transcripcion
optimizadas en secuencia es significativamente mayor en comparacion con las reacciones de transcripcion estandar.
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Después de 60 minutos (R1626) y 120 minutos (R1871), ambos ARN alcanzan una meseta similar de aproximadamente
3,9 mg/ml de ARN. Se muestran la media y la desviacion estandar de triplicados.

Figura 6: comparacion de los rendimientos de ARN obtenidos a partir del uso de mezclas de nucleétidos estandar
y de secuencia optimizada (CapNTP) para el ARNm que codifica HsPSCA (R1871), Luciferasa (PpLuc, R2988) y
EGFR/Mucin-1 (R1626). El experimento se realizé como se describe en el Ejemplo 1 (tiempo de reaccién 5 horas). Los
rendimientos de ARN para las tres moléculas de ARN diferentes de diferente longitud son aproximadamente los mismos
para cada tipo de reaccion de transcripcién. Sin embargo, se obtienen diferentes rendimientos dependiendo de la mezcla
de nucleétidos utilizada para la transcripcion in vitro. La transcripcion estandar (concentracion de NTP igual para cada
NTP) produce aproximadamente 1,5 mg/ml de ARN, transcripcion con una mezcla de Cap-NTP doblemente concentrada
(2xCapNTP) aproximadamente 3,0 mg/ml de ARN, transcripcién optimizada de secuencia (seq-opt) aproximadamente 3,9
mg/ml de ARN vy transcripcién de secuencia optimizada con NTP alimentado aproximadamente 6,75 mg/ml ARN. Se
muestran la media y la desviacion estandar de triplicados.

Figura 7: andlisis de la eficacia de terminacién alcanzada por la transcripcion in vitro estdndar y con secuencia
optimizada del ARNm de luciferasa de Photinus pyralis (PpLuc). Los ARN se escindieron con la ribozima HHNUH2d de
cabeza de martillo como se describe en el Ejemplo 2 y los fragmentos de ARN resultantes se separaron por electroforesis
en gel de poliacrilamida desnaturalizante (IPAGE). Los ARN sin cap (no cap) y con cap enziméatico (E-cap) sirvieron como
controles. Se lograron eficiencias de limitacién comparables cuando se usaron mezclas de NTP estandar y de secuencia
optimizada para la sintesis de ARNm que codifican la luciferasa de Photinus pyralis (PpLuc).

Figura 8: comparacion del rendimiento de ARN utilizando UTP y pseudo-UTP en mezclas de NTPcap optimizadas
en secuencia para el péptido sefial de Mucina-1/receptor del factor de crecimiento epidérmico/proteina de fusiébn Mucina-
1 (EGFR/Mucina-1) ARNm (R1626) y tallo de préstata ARNm de antigeno celular (HsPSCA) (R1871). Los experimentos
se realizaron como se describe en el Ejemplo 3. En las mezclas, el UTP se reemplaz6 con 0%, 10% o 100% de pseudo-
UTP (psU) como se indica. Se muestra la media y la desviacion estandar de triplicados.

Figura 9: comparacion de los rendimientos de ARN tedricos y reales para el ARN inmunoestimulador no
codificante R2025 utilizando mezclas de NTP estadndar (iguales) y de secuencia optimizada (seqopt) en presencia de
nucledtidos adicionales (13,45 mM concentracion total de NTP; 13,45 mM cap o GTP para mezclas iguales (exceso de 4
veces sobre GTP); 11,2 mM cap o GTP para mezclas de NTP optimizadas en secuencia (exceso de 4 veces sobre GTP)).
Barras blancas: rendimientos reales. Barras negras: rendimientos tedricos. Los experimentos se realizaron como se
describe en el Ejemplo 4. Se muestran la media y la desviacion estandar de triplicados.

Figura 10: comparacion del rendimientos de ARN tedricos y reales para el ARNm que codifica el antigeno de
células madre de prostata de Homo sapiens (HsPSCA) (R1871) utilizando relaciones de NTP estandar (iguales) y de
secuencia optimizada en presencia de nucleotidos adicionales (13,45 mM concentracion total de NTP; 13,45 mM cap o
GTP para mezclas iguales (exceso de 4 veces sobre GTP); 13,7 mM cap o GTP para mezclas de NTP optimizadas en
secuencia (exceso de 4 veces sobre GTP)). Barras blancas: rendimientos reales. Barras negras: rendimientos teoricos.
Los experimentos se realizaron como se describe en el Ejemplo 4.

Figura 11: eficiencia de transcripcion utilizando mezclas de NTP optimizadas en secuencia de Na-NTP o Tris-NTP,
en presencia de las respectivas sales agregadas (NaCl; Tris/HCI, pH 7,5). El experimento se realizé como se describe en
el Ejemplo 5.

Figura 12: monitoreo del progreso de la reaccion de transcripciéon de secuencia optimizada midiendo la cantidad
de ARN producido y el consumo de la mezcla de nucleétidos. El experimento se realizé como se describe en el Ejemplo
6.

Figura 13: rendimiento de ARN para el ARNm que codifica la luciferasa de Photinus pyralis (PpLuc) (R2988) segun
la concentracion de cap. El ARNm se sintetizé por transcripcion in vitro utilizando concentraciones totales de NTP 4 mM
y 13,45 mM de la mezcla de NTP optimizada para la secuencia PpLuc en presencia de concentraciones variables de
anédlogo de cap. El experimento se realiz6 como se describe en el Ejemplo 7. (A) ARN real [mg/ml]. (B) Rendimiento
relativo de ARN [%].

Figura 14: rendimiento de ARN para el ARNm que codifica el antigeno de células madre de prdstata de Homo
sapiens (HsPSCA) (R1871) dependiendo de la concentracién de cap. EI ARNm se sintetiz6 por transcripcion in vitro
utilizando concentraciones totales de NTP 2 mM, 4 mM y 13,45 mM de la mezcla de NTP optimizada en secuencia de
HsPSCA en presencia de concentraciones variables de analogo de cap. El experimento se realiz6 como se describe en
el Ejemplo 7. (A) Rendimiento real de ARN [mg/ml]. (B) Rendimiento relativo de ARN [%)].

Figura 15: rendimiento de ARN para el ARNm que codifica el antigeno de células madre de préstata de Homo

sapiens (HsPSCA) (R1871) segun la concentracién de nucledtidos de inicio GTP. El ARNm se sintetizé por transcripcion
in vitro utilizando concentraciones totales de NTP de 13,45 mM de la mezcla de NTP optimizada en secuencia de HsPSCA,

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2727776 T3

a la que se afiadio el nucledtido de inicio de GTP hasta una concentracién de 20 mM. El experimento se realiz6 como se
describe en el Ejemplo 8. (A) Rendimiento real de ARN [mg/ml]. (B) Rendimiento relativo de ARN [%].

Figura 16: rendimiento de ARN para el ARNm que codifica la luciferasa de Photinus pyralis (PpLuc) (R2988) segun
la concentracién de nucleétidos de inicio de GTP. El ARNm se sintetiz6 por transcripcion in vitro utilizando concentraciones
totales de NTP de 13,45 mM de la mezcla de NTP optimizada de la secuencia PpLuc a la que se afiadié nucleétido de
inicio de GTP hasta una concentracion de 20 mM. El experimento se realiz6 como se describe en el Ejemplo 8. (A)
Rendimiento real de ARN [mg/ml]. (B) Rendimiento relativo de ARN [%].

Figura 17: rendimiento de ARN para ARNm que codifica EGFR/Mucin-1 (R1626) dependiendo de la concentracién
de nucleétidos de inicio de GTP. EI ARNm se sintetiz6 por transcripcion in vitro utilizando concentraciones totales de NTP
de 13,45 mM de la mezcla de NTP optimizada en secuencia EGFR/Mucina-1 a la que se afiadié el nucle6tido de inicio de
GTP hasta una concentracion de 20 mM. El experimento se realizé6 como se describe en el Ejemplo 8. (A) Rendimiento
real de ARN [mg/ml]. (B) Rendimiento relativo de ARN [%].

Figura 18: biorreactor en una ilustracién esquemética, que incluye médulos para procesos continuos o semi lote,
con ADN lineal inmovilizado con resina como plantilla para la reaccién de transcripcion.

Figura 19: inmunoestimulacion reducida por ARN sintetizado con una mezcla de NTP de secuencia optimizada en
comparacion con una mezcla de NTP equimolar estandar. Los niveles de citocinas y quimiocinas en los sobrenadantes
celulares se midieron como se describe en el Ejemplo 10.

Figura 20: secuencia de ARNm optimizada en G/C que codifica HA de Influenza A H1N1 (Netherlands 2009), que
corresponde a la SEC ID NO: 6 (Ejemplo 11).

Figura 21: rendimiento de ARN con el tiempo para un ARNm que codifica HA (Ejemplo 11). El rendimiento de ARN
en diferentes puntos de tiempo se muestra para el ARN obtenido por transcripcion in vitro en un biorreactor usando una
mezcla de NTP estandar (TS(1)), por transcripcion optimizada en secuencia en un biorreactor sin alimentacion (TS(2)),
por transcripcion de secuencia optimizada en un biorreactor con alimentacién (TS(3)), o por transcripcion optimizada en
secuencia en un biorreactor con concentracion reducida de ARN-polimerasa T7 y concentracion reducida de la plantilla
(TS(4)), respectivamente.

Figura 22: expresion superficial de la proteina HA segun se determina mediante analisis de citometria de flujo
(Ejemplo 11). La media geométrica de la intensidad de fluorescencia (GMFI) se determiné para las células transfectadas
con el ARN obtenido por transcripcién in vitro en un biorreactor utilizando una mezcla de NTP estandar (TS (1)), mediante
la transcripcién de secuencia optimizada en un biorreactor sin alimentacion (TS(2)), por transcripcion de secuencia
optimizada en un biorreactor con alimentacion (TS(3)), o por transcripcion de secuencia optimizada en un biorreactor con
concentracion reducida de ARN-polimerasa T7 y concentracion de plantilla reducida (TS(4)), respectivamente.

Figura 23: inmunoestimulacion por ARN sintetizado por transcripcion in vitro en un biorreactor usando una mezcla
de NTP estandar (TS (1)), por transcripcién optimizada en secuencia en un biorreactor sin alimentacion (TS(2)), por
transcripcion optimizada en secuencia en un biorreactor con alimentacion (TS(3)), o mediante transcripciéon optimizada en
secuencia en un biorreactor con concentracion de ARN-polimerasa T7 reducida y concentracion de plantilla reducida
(TS(4)), respectivamente. Los niveles de citoquinas y quimioquinas en sobrenadantes celulares se midieron como se
describe en el Ejemplo 11.

Ejemplos

Los ejemplos mostrados a continuacién son meramente ilustrativos y describen adicionalmente la presente invencion.
Estos ejemplos no deben interpretarse como limitativos de la presente invencion.

Ejemplo 1: Preparacion del ARNm
1. Preparacion de constructos de ADN y ARNm

Para el presente ejemplo, se prepararon secuencias de ADN que codifican ARNm del antigeno de células madre de
prostata de Homo sapiens (HsPSCA) (R1871), ARNm de luciferasa de Luciferasa (PpLuc) de Photinus pyral (PpLuc) y
proteina de fusion del receptor de la mucina 1 Mucin-1 (EGFR)/Mucin-1) (R1626) y se utilizaron para las siguientes
reacciones de transcripcion in vitro.

De acuerdo con una primera preparacion, se construyd un vector para la transcripcién in vitro que contiene un promotor
T7 seguido de una secuencia que codifica las proteinas mencionadas anteriormente. Los constructos se prepararon
modificando la secuencia de codificacion de tipo salvaje mediante la introducciéon de una secuencia optimizada en GC
para la estabilizacion, seguida de una secuencia de estabilizacién derivada de la alfa-globina-3'-UTR (muag (mutada alfa-
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globina-3'-UTR) ), un tramo de 64 adenosinas (secuencia poli-A), un tramo de 30 citosinas (secuencia poli-C) y un tallo-
bucle de histona.

Ademés, se construy6 un vector para la transcripcion in vitro que contiene un promotor T7 seguido de la secuencia que
codifica un ARN inmunoestimulador (R2025), que no codifica una proteina.

Los constructos de ARN y sus composiciones de nucleétidos se muestran en la Tabla 1 y la Tabla 2, respectivamente.

Tabla 1: ARNs
Descripcion Identificador (nimero R) Secuencia SEQ ID NO

ARNmM de HsPSCA R1871 Figura 1 1

ARNm de PpLuc R2988 Figura 2 2

ARNm de EGFR/Mucin-1 R1626 Figura 3 3

ARN no codificante R2025 Figura 4 4

Tabla 2: Composicion de nucleétidos de los ARN
ARN Longitud (nt) G C A )

HSPSCA 589 150 (25.5%) 205 (34,8%) 154 (26,1%) 80 (13,6%)
PpLUC 1870 571 (30,5%) 604 (32,3%) 428 (22,9%) | 267 (14,3%)
EGER/Mucin-1 5337 1630 (30,5%) 1967 (36,9%) 1096 (20,3%) 654(12,3%)
ARN no codificante 547 114 (20,8%) 111 (20,2%) 112 (20,5%) | 210 (38,4%)

2. Transcripcion in vitro

Los respectivos plasmidos de ADN preparados de acuerdo con el parrafo 1 se transcribieron in vitro utilizando polimerasa
T7. Posteriormente, el ARNm se purificé utlizando PureMessenger® (Cure Vac, Tubingen, Alemania;
WO0O2008/077592A1).

El volumen de reaccion de transcripcion estandar fue de 20 ul. Para la posterior purificacion por HPLC de los ARNm, por
ejemplo para el analisis de cap, se prepararon reacciones de 1 ml.

Las plantillas de plasmido de ADN linealizado (50 pg/ml) se transcribieron a 37°C durante tres horas (0 como se indica)
en HEPES / KOH 80 mM, pH 7,5, MgClz 24 mM, espermidina 2 mM, DTT 40 mM, 5 U/ml pirofosfatasa (Thermo Fisher
Scientific), inhibidor de ARNasa Ribolock 200 U/ml (Thermo Fisher Scientific), ARN polimerasa T7 5000 U/ml (Thermo
Fisher Scientific). Se afadieron ribonucleésidos-trifosfato (NTP) de acuerdo con las secciones 3 a 7 a continuacion,
respectivamente. Después de la transcripcion, la plantilla de ADN se eliminé por digestion con DNasal (Roche) (100 U/ml,
CaCl2 1 mM, 30 minutos a 37°C).

Los ARN se precipitaron en LiCl 2,86M en un volumen de reaccion 3,45 veces durante 16 horas a -20°C, seguido de
centrifugacion (30 minutos, 16.000g, 4°C). Los pellets se lavaron en cinco volimenes de reaccion de transcripcion de
etanol al 75% (tubos invertidos, centrifugado 5 minutos, 16.000g, 4°C), se secaron y se redisolvieron en 2,5 volimenes
de reaccion de transcripcion de H20. Los rendimientos de ARN se determinaron midiendo la absorbancia a 260 nm
utilizando un espectrofotémetro NanoDrop®. Una unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a 40 ng/ul de ARN (1
A260 =40 ng/ul ARN).

Para determinar el nimero de nucledétidos incorporados, la cantidad total de ARN producido se convirtié en el nimero de
moléculas producidas dividiendo entre la masa molecular. Multiplicando por el nimero de nucleétidos respectivo presente
en la secuencia se obtuvieron los nucledétidos incorporados. Para determinar los nucleétidos restantes (en %) al final de
la reaccion de transcripcion, este niumero se dividié entre el nimero de nucleétidos disponibles, segun:

Ecuacion (1):
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Rendimiento ARN x nimero de NTP en ARNm
[NTP (inicial)] x volumen de reacciéon

NTP (residual)(%) = [1 — 1x100

El rendimiento de ARN indica el nimero de moléculas producidas por reaccion (nmol). La concentracion inicial de NTP
[NTP (inicial)] se indica en mM, el volumen de reaccion en pl.
Para calcular la concentracién residual de los nucleétidos respectivos, los NTP disponibles al comienzo de la reaccion se
multiplicaron por el porcentaje de NTP residual al final de una reaccién de transcripcion (ver arriba) de acuerdo con:
Ecuacion (2):

NTP (residual)(mM) = NTP (inicial) [mM] x NTP (residual) [%]
3. Transcripcién in vivo estandar en presencia de analogo de cap
Para la produccion de ARN de 5'-cap usando anélogo de cap, la transcripcién estandar se realiz6 con 5,8 mM de analogo
cap m7G(5)ppp(5’)G, ATP 4 mM, CTP 4 mM, UTP 4 mMy 1,45 mM GTP (todos Thermo Fisher Scientific) (ver Tabla 3).
El andlogo de cap y el GTP se utilizaron en una proporcién 4:1.

Tabla 3: Concentracion de nucledtidos (mM) para reacciones de transcripcion in vitro estandar

ARN CAP G C A )
HsPSCA 5,8 1,45 4 4 4
PpLuc 5,8 1,45 4 4 4
EGFR/Mucin-1 5,8 1,45 4 4 4

Tabla 4: Cantidad de nucleétidos que quedan al final de las reacciones de transcripcion estandar (después de 2,5 horas,
en porcentaje de nucledtidos al comienzo de la reaccién)

ARN CAP G C A U
HsPSCA 99,86 17,35 59,05 69,24 84,02
PpLuc 99,96 16,39 67,94 77,28 85,83
EGFR/Mucin-1 99,99 16,37 63,42 79,80 87,84

Tabla 5: Concentracion de nucleétidos (mM) que permanecen al final de una reaccion de transcripcion in vitro estandar

(después de 2,5 horas)

ARN CAP G C A U
HsPSCA 5,79 0,25 2,36 2,77 3,36
PpLuc 5,80 0,24 2,72 3,09 3,43
EGFR/Mucin-1 5,80 0,24 2,54 3,19 3,51

El rendimiento tipico de las transcripciones de ARN en una transcripcion estandar es de aproximadamente 1,5 mg/ml de
reaccion.

4. Transcripcion in vitro en presencia de analogo de cap utilizando concentraciones dobles de analogo de cap y NTP
(2xCapNTP)

Las concentraciones de analogo de Cap y NTP se duplicaron en comparacion con las condiciones de transcripcion
estandar, por lo que las reacciones se llevaron a cabo en 11,6 mM m7G(5")ppp(5')C analogo de cap, 8 mM ATP, 8 mM
CTP, 8 MM UTP y 2,9 mM GTP (todos Thermo Fisher Scientific) (ver Tabla 3). El analogo de cap y GTP se utilizaron en
una proporcion 4:1.

Tabla 6: Concentracion de nucleétidos (mM) para reacciones de transcripcion in vitro 2xCapNTP

ARN CAP G C A U
HsPSCA 11,6 2,9 8 8 8
PpLuc 11,6 2,9 8 8 8
EGFR/Mucin-1 11,6 2,9 8 8 8

Tabla 7: Cantidad de nucleétidos que quedan al final de las reacciones de transcripcion de 2xCapNTP (después de 2,5
horas, en porcentaje de nucleétidos al comienzo de la reaccion)

ARN CAP G C A U
HsPSCA 99,87 23,45 62,08 71,51 85,20
PpLuc 99,96 17,93 68,53 77,70 86,09
EGFR/Mucin-1 99,99 20,15 65,07 80,72 88,39
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El rendimiento tipico de una transcripcion que utiliza concentraciones dobles de analogo de cap y NTP es
aproximadamente 3 mg/ml de reaccion.

5. Transcripcion in vitro optimizada en secuencia en presencia de analogo de cap

Para las reacciones de transcripcion in vitro de secuencia optimizada, se calculé la concentraciéon de ribonucleésidos-
trifosfato (NTP) para cada secuencia individual de acuerdo con la composicion de nucleétidos de la secuencia (Tabla 2),
de modo que la concentracion total de todos los NTP fue de 13,45 mM como en las reacciones de transcripcion estandar.
La concentracion de analogo de cap fue cuatro veces mayor que la concentracion calculada para GTP, de modo que se
obtuvo una relacion cap:GTP de 4:1.

Tabla 8: Concentraciones de nucleétidos (nM) para la transcripcion in vitro con secuencia optimizada

ARN CAP G C A U
HsPSCA 13,6 34 4,7 3,5 1,8
PpLuc 16,4 4,1 4,3 3,1 1,9
EGFR/Mucin-1 16,4 4,1 50 2,7 1,7

en porcentaje de nucledtidos al inicio de la reaccion)

Tabla 9: Cantidad de nucleétidos restantes al final de la transcripcién optimizada de secuencia (después de 2,5 horas,

ARN CAP G C A U
HsPSCA 99,86 14,83 14,71 14,57 14,83
PpLuc 99,96 14,62 14,72 14,76 14,85
EGFR/Mucin-1 99,99 14,60 14,82 14,51 25,04

Tabla 10: Concentracion de nucleétidos (mM) que permanecen al final de una reaccién de transcripcion in vitro con
secuencia optimizada (después de 2,5 horas)

ARN CAP G C A U
HsPSCA 13,58 0,51 0,69 0,51 0,27
PpLuc 16,39 0,60 0,64 0,45 0,29
EGFR/Mucin-1 16,40 0,60 0,74 0,40 0,25

El rendimiento de ARN tipico de una transcripcion que utiliza un analogo de cap optimizado en secuencia y NTP es de
aproximadamente 3,9 mg/ml de reaccion.

6. Transcripcion in vitro optimizada de secuencia en presencia de analogo de cap con alimentacion de NTP

Para las reacciones de transcripcion in vitro de secuencia optimizada, se calculé la concentracion de ribonucleésidos-
trifosfato (NTP) para cada secuencia individual de acuerdo con la composicion de nucleétidos de la secuencia (Tabla 2),
de modo que la concentracion total de todos los NTP fue de 13,45 mM como en las transcripciones estandar. La
concentracion del analogo de cap fue cuatro veces mayor que la concentracion calculada para GTP, de modo que se
obtuvo una relacion cap/GTP de 4:1 (ver Tabla 7).

Para la alimentacion de NTP, se agregaron NTP 13,45 mM sin anélogo de cap (en un volumen de 2,69 pl) a la mezcla de
reaccion después de 2,5 horas. Como en este momento, >99% del analogo de cap todavia estaba presente en la reaccion
de transcripcion, pudo mantenerse la relacion Cap/GTP 4:1.

Tabla 11: Cantidad de nucleétidos que quedan al final de la transcripciéon optimizada de secuencia con alimentacion de
NTP (después de 5 h, en porcentaje de nucledtidos al comienzo de la reaccion)

ARN CAP G C A U
HsPSCA 99,75 26,3 26,2 26,1 26,3
PpLuc 99,94 26,1 26,2 26,2 26,3
EGFR/Mucin-1 99,98 26,1 26,3 26,0 26,5

El rendimiento de ARN tipico de una transcripcion que utiliza un analogo de cap optimizado de secuencia y NTP seguidos
de alimentacién de NTP es alrededor de 6,75 mg/ml de reaccion.

7. Transcripcion estandar in vitro de ARN sin cap
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Para la produccion de ARN de trifosfato 5' sin cap, la transcripcién se realizé en presencia de 4 mM de cada ATP, GTP,
CTP y UTP (todos Thermo Fisher Scientific). Se usaron ARN sin cap como control en el ensayo de analisis cap (Figura
7).

8. ARNm con cap enzimatico

El cap enzimatico se realizé utilizando el sistema cap ScriptCap™ m’G (Cellscript, Madison, WI, EE.UU.) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Brevemente, por reaccién, 60 ug de ARN sin cap se desnaturalizaron térmicamente (10
minutos, 65°C) en un volumen de 68,5 pl y se enfriaron inmediatamente en hielo (5 minutos). Después de la adicion de
los componentes de la reacciéon (1x tampoén ScriptCap Capping, 1 mM GTP, 0,1 mM SAM, 1000 U/ml de inhibidor
ScripGuard RNase, 400 U/ml ScriptCap Capping Enzyme) hasta un volumen final de 100 pl, las reacciones se incubaron
durante 1 hora 37°C. Los ARN se precipitaron en LiCl 2,86 M en un volumen de reaccién de 3,45 veces durante 16 horas
a -20°C, seguido de centrifugacion (30 minutos, 16.000g, 4°C). Los pellets se lavaron en 0,5 volimenes de reaccién, 75%
de etanol (invertido, centrifugado 5 minutos, 160009, 4°C), se secaron y se volvieron a disolver en H20. En el ensayo de
andlisis de cap (Figura 7) se utilizaron ARN con cap enziméaticamente como control.

9. Resultados

El rendimiento de ARN de las reacciones de transcripcion in vitro estdndar y con secuencia optimizada se determind en
puntos de tiempo definidos durante hasta dos horas como se describi6é anteriormente (parrafo 2).

Como se puede ver en la Figura 5A, después de aproximadamente 30 minutos, el rendimiento de ARN de las reacciones
de transcripcién estandar alcanza una meseta de aproximadamente 1,4 mg/ml para el ARN de 5337 nucledtidos que
codifica EGFR/Mucin-1 (R1626) y de aproximadamente 1,8 mg/ml para el ARN de 589 nucleétidos que codifica HSPSCA
(R1871).

Como puede verse en la Figura 5B, el rendimiento de ARN de las reacciones de transcripcion optimizadas en secuencia
es significativamente mayor en comparacion con las reacciones de transcripcion estandar.

Después de 60 minutos (R1626) y 120 minutos (R126), respectivamente, ambos ARN alcanzan una meseta similar de
aproximadamente 3,9 mg/ml.

Como se puede ver en la Figura 6, los rendimientos de ARN para las tres moléculas de ARN diferentes de diferente
longitud son aproximadamente los mismos para cada tipo de reaccién de transcripcion después de cinco horas.

La transcripcién estandar (concentracion igual de NTP) produce aproximadamente 1,5 mg/ml de ARN, la transcripcion
con una mezcla concentrada de Cap-NTP (2xCapNTP) aproximadamente 3,0 mg/ml de ARN, la transcripcion de
secuencia optimizada es de aproximadamente 3,9 mg/ml de ARN vy la transcripcion de secuencia optimizada con NTP
alimentado alrededor de 6,75 mg/ml de ARN.

Por tanto, la reaccién de transcripcion de secuencia optimizada da como resultado un aumento de aproximadamente el
triple en el rendimiento de ARN en comparacién con las reacciones de transcripcion estandar. Este rendimiento se puede
aumentar mas o menos al doble al complementar la reaccién con NTP (alimentacién de NTP).

Ejemplo 2: Ensayo de analisis de CAP

1. Principio del ensayo

La ribozima cabeza de martillo HHNUH2d (5'-
GCAUGGCUGAUGAGGCCUCGACCGAUAGGUCGAGGCCGAAAAGCUUUCUCCC-3Y) (SEQ ID NO: 5) se incubd con

los ARN transcritos in vitro del ejemplo 1 y los productos de escisién se separaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturalizante (dPAGE).

2. Reaccion de escision de la ribozima

Por reaccion, 10 pmol de HHNUH2d y 10 pmol del ARN de la generacién 4 respectiva se recocieron en EDTA 0,625 mM
en un volumen total de 6 pl (2 minutos a 95°C, 0,1°C/segundos a 25°C, 10 minutos a 25°C). Después de la adicién de 4
pl de MgCl2 100 mM, Tris/HCI 125 mM, pH 7,5 (concentracién final de MgClz 40 mM, Tris/HCI 50 mM), la reaccién se
incubd a 25°C durante una hora. Para el andlisis mediante PAGE, la reacciéon 1x se detuvo con 30 pl de formamida al
95%, EDTA 20 mM.

3. Separacion de geles, cuantificacion de productos de escision y calculo del grado de cap.
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Las reacciones detenidas se desnaturalizaron con calor (se calentaron a 80°C durante 2 minutos, se pusieron
inmediatamente en hielo durante 5 minutos) y se separaron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10% de 10 cm
x 8 cm x 1,0 mm (urea 8M (AppliChem), 20% acrilamida: bisacrilamida 19:1 (AppliChem), 1xTBE, 1% APS (AppliChem),
0,1% TEMED (AppliChem); 180 V, 2 horas, Mini-PROTEAN® Tetra Cell (BioRad)). Los geles se tifieron durante 10
minutos en 1:10.000 SYBR Gold (Invitrogen) en TBE y se documentaron en un sistema de documentacion de gel E-BOX
VX2 con 312 nm-Transiluminador UV (Peglab) (excitacion maxima para SYBR Gold: aprox. 300 nm, emision: aprox. 537
nm).

Para determinar la proporciéon cap en las preparaciones de ARNm, se cuantificaron las bandas de los productos de
escision de 13-mer respectivos (derivados de la fraccién sin cap) o de 14-mer (derivados de la fraccién cap) utilizando el
software de andlisis Quantity One 1-D (BioRad). Los grados de ARN con y sin cap, respectivamente, se calcularon de
acuerdo con:

Ecuacion (4):

ARN %) = Intensidad de seial 14 mer 100
cap )= Y. intensidades de sefial (13 mer + 14 mer) x

Ecuacion (5):

Intensidad de sefial 13 mer

ARN no — cap (%) = 100

Y. intensidades de sefial (13 mer + 14 mer) x
4. Resultados

Como se puede ver en la Figura 7, se lograron eficiencias de terminacion cap comparables para mezclas de NTP estandar
y de secuencia optimizada para el ARNm de luciferasa de Photinus pyralis (PpLuc).

Ejemplo 3: Comparacion de los rendimientos de ARN utilizando UTP y pseudo-UTP en mezclas de nucleotidos
optimizadas en secuencia

Las reacciones de transcripcion in vitro se pueden realizar reemplazando uno 0 mas de los cuatro nucleétidos ATP, GTP,
CTP y UTP por analogos de nucleottidos. Ejemplos de tales NTP modificados son pseudouridina (psU o ¢)-trifosfato y 5-
metilcitidina (5mC)-trifosfato. El porcentaje de nucleétido modificado en la mezcla puede variar de 0% a 100% del
nucledtido natural que reemplaza. Para probar si es posible usar nucleétidos modificados como pseudouridina (psU)-
trifosfato en mezclas de nucleétidos optimizadas en secuencia, la UTP se reemplazé por un 10% y un 100% de
pseudouridina-trifosfato. En una reaccion de control, se utilizd 100% de UTP.

Transcripcion in vitro optimizada de secuencia en presencia de analogo de cap

Para las reacciones de transcripcion in vitro de secuencia optimizada, se calculé la concentracién de ribonucleésidos-
trifosfato (NTP) para cada secuencia individual de acuerdo con la composicién de nucleétidos de la secuencia (Tabla 2),
de modo que la concentracion total de todos los NTP fue de 13,45 mM como en las reacciones de transcripcion estandar.
La concentracion del analogo de cap fue cuatro veces mayor que la concentracion calculada para GTP, de modo que se
obtuvo una relacion CAP/GTP de 4:1.

Resultados

Como puede verse en la Figura 8, el uso de UTP y pseudo-UTP en mezclas de nucledtidos de secuencia optimizada con
analogo de cap (mezclas de CapNTP) da como resultado rendimientos de ARN comparables independientemente del
porcentaje de pseudo-UTP en la mezcla de nucleétidos de secuencia optimizada. Esto se demostré para dos ARNm
diferentes que codifican el péptido sefial Mucina-1/ receptor del factor de crecimiento epidérmico / proteina de fusion
Mucina-1 (EGFR / Mucina-1) (R1626) y el ARNm del antigeno de células madre de préstata (HsPSCA), respectivamente.

Ejemplo 4: Comparacion de los rendimientos de ARN tedricos y reales utilizando mezclas de nucleétidos estandar
y de secuencia optimizada

Las reacciones de transcripcién se ensamblaron como se describe en el Ejemplo 1, Seccién 2. Los NTP se distribuyeron
por igual (equimolar) o se distribuyeron de acuerdo con la secuencia del ARN producido como se describe en el Ejemplo
1, Seccidn 5. Para algunas reacciones, se agreg6 un nucleétido adicional (GTP o analogo de cap) en una proporcion de
4:1 sobre GTP.

Resultados
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Como puede verse en la Figura 9, el rendimiento real de ARN para R2025 se puede aumentar para mezclas de NTP
optimizadas en secuencia en comparacién con mezclas de NTP estandar (mezcla de NTP igual). Como se puede ver en
la Figura 10, el rendimiento real de ARN para el ARNm que codifica el antigeno de células madre de préstata de Homo
sapiens (HsPSCA; R1871) puede aumentar para mezclas de NTP optimizadas en secuencia en comparacion con mezclas
de NTP estandar (mezcla de NTP igual).

Ejemplo 5: Influencia de los contraiones de NTP en los rendimientos de ARN

El impacto de los contraiones de NTP en el rendimiento de ARN se investigo utilizando un ARNm que codifica el péptido
sefial de Mucina-1 de Homo sapiens / receptor del factor de crecimiento epidérmico / proteina de fusién Mucin-1
(EGFR/Mucin-1, R1626) como ejemplo. Las reacciones de transcripcion se ensamblaron como se describe en el Ejemplo
1, Seccion 2, utilizando relaciones NTP optimizadas en secuencia y una concentracion total de NTP de 13,45 mM. Los
NTP contenian Na* o Tris* (ambos Thermo Scientific) como contraiones. Ademas, las reacciones de Na-NTP se
complementaron con diferentes concentraciones de NacCl, las reacciones de Tris-NTP con Tris/HCI. Después de 2,5 horas
de tiempo de reaccion, los ARN se purificaron y su concentracion se determiné como se describe en el Ejemplo 1, Seccion
2.

Resultados

Como se puede ver en la Figura 1 1, el rendimiento de ARN para el péptido sefial de mucina-1 de Homo sapiens / receptor
del factor de crecimiento epidérmico / proteina de fusion Mucin-1 (EGFR/Mucin-1, R1626) usando una mezcla de NTP
optimizada en secuencia se mantuvo aproximadamente igual hasta una concentracion de Tris-HCI 150 mM. Por el
contrario, el rendimiento de ARN comenzo a disminuir a concentraciones de NaCl superiores a 75 mM.

Se ha descrito el impacto negativo de altas concentraciones de NaCl en los rendimientos de ARN (por ejemplo, Kern et
al., 1997. Biotecnol. Prog., 13, 747-756; US 6.586.218 B2). Asi, altas concentraciones de Na-NTP, especialmente como
consecuencia cuando se persigue una estrategia de alimentacion NTP, podrian resultar en una disminucion de los
rendimientos de ARN. Esta limitacién debe evitarse con Tris-NTP, ya que la actividad de la polimerasa no se ve afectada
por altas concentraciones de Tris/HCI.

Ejemplo 6: Seguimiento del progreso de lareaccion de transcripcion

Se desarrollaron reacciones de transcripcion a gran escala (350 ul) del antigeno de células madre de préstata de Homo
sapiens (HsPSCA; R1871) como se describe en la Seccion 2 del Ejemplo 1, utilizando relaciones NTP optimizadas en
secuencia y una concentracion total de NTP Tris-NTP 13,45 mM. El analogo de cap estaba presente en un exceso 4:1
sobre GTP. En puntos de tiempo definidos (15/30/60/90/120 minutos después del inicio de la reaccién), se tom6 una
muestra de 20 pl, el ARN se purificé y se determind su absorbancia a 260 nm como se describe en el Ejemplo 1, Seccién
2. Se tomo6 una segunda muestra de 40 pl en el mismo momento y se filtré a través de un dispositivo Microcon YM10
(Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) (160009, 5 minutos, 17°C). La absorbancia del flujo a 260 nm, correspondiente al
anéalogo de cap no incorporado y NTP, se determind utilizando un espectrofotdmetro NanoDrop® de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (TO09-Technical Bulletin NanoDrop 1000% 8000; Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
Delaware, EEUU).

Resultados

Como se puede ver en la Figura 12, el uso de una mezcla de ribonucleétidos de secuencia optimizada permite medir el
progreso de la reaccién de transcripcion in vitro mediante la determinacion de la concentracion de nucle6tido total residual
en puntos de tiempo definidos. La disminucion de la concentracion total de NTP se correlaciona directamente con la
cantidad de ARN sintetizado.

Asi, el progreso de la reaccién de transcripcion se puede determinar con precisién en funcién de la concentracion total de
NTP medida en un momento dado y calcular los moles de NTP consumidos. En base a esta informacién, es posible
calcular la cantidad de ARN sintetizado.

Este procedimiento es especialmente Gtil para controlar continuamente el progreso de una reaccién de transcripcién, por
ejemplo en un reactor de transcripcion. Esto no seria posible si se usa una mezcla de NTP estandar, ya que el consumo
de NTP no reflejaria tan facilmente la cantidad de ARN sintetizado.

Ejemplo 7: Rendimiento de ARN para mezclas de nucleétidos optimizadas en secuencia en funcién de la
concentraciéon de Cap

Las reacciones de transcripcién se desarrollaron como se describe en el Ejemplo 1, Seccion 2, y se llevaron a cabo a

concentraciones totales de NTP de 2 mM, 4 mM y 13,45 mM de NTP, como se indica en las Figuras 14 y 15. Los NTP se
distribuyeron de acuerdo con la secuencia del ARN producido como se describe en el Ejemplo 1, Seccion 5 (mezcla de
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ribonucledtidos optimizada para la secuencia de PpLuc y HsPSCA). Las reacciones se realizaron a diversas
concentraciones (0, 0,25, 2,0, 10, 16 y 20 mM) del analogo de cap (m7G(5)ppp(5)G) como se indica en las Figuras 14y
15.

Resultados

Como se puede ver en la Figura 13 A, el rendimiento real de ARN para el ARNm de PpLuc aumenta con concentraciones
mas altas de analogo de cap. El rendimiento real de ARN es mayor para una concentracion total de NTP de 13,45 mM en
comparacién con 4 mM. La Figura 13B muestra que el rendimiento relativo de ARN para ARNm de PpLuc aumenta hasta
una concentracion de analogo cap de aproximadamente 16 mM. El aumento del rendimiento relativo de ARN es mas
fuerte una concentraciéon de NTP baja (4 mM) que para una concentracion de NTP alta (13,45 mM).

Como puede verse en la Figura 14 A, el rendimiento real de ARN para el ARNm de HsPSCA aumenta con concentraciones
mas altas de analogo de cap. El rendimiento real de ARN es mayor para una concentracion total de NTP de 13,45 mM en
comparacién con 4 mMy 2 mM. La Figura 14B muestra que el rendimiento relativo de ARN para el ARNm de HsPSCA
aumenta hasta una concentracién de anélogo de cap de aproximadamente 16 mM. El aumento més fuerte del rendimiento
relativo de ARN se observa para la concentracion mas baja de NTP analizada (2 mM).

Estos resultados demuestran que el uso de una mezcla de ribonucleétidos de secuencia optimizada conduce a una mayor
eficiencia de la sintesis de ARN con cap incluso a bajas concentraciones de nucleétidos totales iniciales (por ejemplo 2
mM). Por el contrario, se ha sugerido previamente que para un aumento de ARN son necesarias altas concentraciones
de nucledtidos totales, del orden de 12 mM a 40 mM (US6586218).

La comparacion de ARNm de PpLuc (1870 nucledtidos) y ARNm de HsPSCA (589 nucleédtidos) muestra que los
rendimientos de ARN relativos son independientes de la longitud del ARN para una concentracion de NTP total definida.

Ejemplo 8: Rendimiento de ARN para mezclas de nucleétidos optimizadas en secuencia en funcién de la
concentracion de nucleétidos de inicio GTP

Las reacciones de transcripcién se desarrollaron como se describe en el Ejemplo 1, Seccién 2, y se llevaron a cabo a una
concentracion total de NTP de la mezcla de nucleodtidos de secuencia optimizada de 13,45 mM para P625, Pl 040 y P532.

Los NTP se distribuyeron de acuerdo con la secuencia del ARN producido tal como se describe en el Ejemplo 1, Seccion
5 (mezcla de ribonucle6tidos optimizada en secuencia para PpLuc, HsPSCA y EGFR/Mucin-1). Las reacciones se
realizaron agregando concentraciones definidas (0, 0,25, 2,0, 10, 16 y 20 mM) de nucle6tido de inicio GTP a la mezcla de
secuencia de NTP optimizada, como se indica en las Figuras 16 a 18.

Resultados

Como puede verse en la Figura 15A y 15B, el rendimiento real y relativo de ARN para el ARNm de HSPSCA aumenta
hasta una concentracion de nucleétidos de inicio GTP de aproximadamente 10 mM y disminuye a concentraciones mas
altas de GTP.

Como puede verse en la Figura 16A y 16B, el rendimiento real y relativo de ARN para el ARNm de PpLuc aumenta
ligeramente hasta una concentracion de nucleétidos de inicio GTP de aproximadamente 10 mM y luego disminuye a
concentraciones de GTP mas altas.

Como se puede ver en la Figura 17A 'y 17B, el rendimiento real y relativo de ARN para el ARNm de EGFR/Mucina aumenta
hasta una concentracién de nucleétidos de inicio GTP de aproximadamente 10 mM y disminuye a concentraciones mas
altas de GTP.

Estos resultados demuestran que el uso de una mezcla de ribonucleétidos de secuencia optimizada y una cantidad
adicional del nucleétido de inicio GTP conduce a una mayor eficiencia de la sintesis de ARN hasta una concentracion de
nucledtido de inicio GTP de aproximadamente 10 mM.

Ejemplo 9: Biorreactor

La Figura 18 muestra una realizacion preferente de un biorreactor 1 de acuerdo con la presente invencion en una
ilustracién esquematica. La estructura modular del biorreactor 1 es evidente a partir de la Figura 18. Aqui, el biorreactor 1
consta de varios médulos de biorreactor 2, 3, 4, 5. EI mddulo de reaccién 1 es un recipiente de reaccién utilizado para un
proceso continuo o semi-lote para sintetizar moléculas de ARN de secuencia dada. El médulo de reaccion 2 contiene ADN
inmovilizado con resina, utilizado como plantilla para la reaccion de transcripcién de ARN. Aqui, la inmovilizacion del ADN
permite un uso repetido de la plantilla y reduce la contaminacion del producto de ARN deseado por cualquier tipo de ADN
residual. Ademas, la inmovilizacién de la plantilla de ADN reemplaza el uso de enzima ADNasa para la digestion terminal
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del ADN. Después de la transcripcion, las moléculas de ARN producidas pueden liberarse por lotes 0 de manera continua
en el médulo de captura 3. El médulo de captura 3 contiene una resina/fase sélida para capturar las moléculas de ARN y
separar el ARN de otros componentes solubles de la reaccion de transcripciéon. Posteriormente, las moléculas de ARN
pueden dispensarse desde el biorreactor 1 mediante una linea de salida o similar (no se muestra) a una unidad receptora
o similar, donde se puede llevar a cabo una mayor elucién y purificacion del ARN. Se puede proporcionar un liquido de
lavado y/o tampén de elucién al médulo de captura 3 mediante un tanque de lavado y tamp6n 31 respectivo conectado al
area de transferencia entre el moédulo de reaccion 2 y el médulo de captura 3.

Para poder monitorear y controlar el proceso de transcripcion en el médulo de reaccién 2, se proporciona una membrana
de ultrafiltraciéon 21 para separar los componentes de alto peso molecular, tales como proteinas y polinucleétidos, de los
componentes de bajo peso molecular, tales como nucleétidos, en el médulo de reaccién 2. La membrana separa un nicleo
de reaccion 22, donde se lleva a cabo la reaccién de transcripcion del ARN, desde un compartimento de filtraciéon 23, en
el que se recibe la mezcla de reaccion filtrada. En base a la concentracién de nucleétidos de la mezcla de reaccion filtrada
en el compartimiento de filtracion 23 del médulo de reaccion 2, utilizado como parametro de proceso critico, la alimentacion
de nucleétidos, componentes tampdn y/o enzimas en el mddulo de reaccidn 2 desde un tanque de alimentacién 24 puede
controlarse y regularse mediante una bomba de alimentacion 43, que permite realizar la reaccion de transcripcion del ARN
en una condicién Optima de estado estacionario que produce un alto rendimiento transcripcional. Como medio de medida
se proporciona una unidad sensora 41 para medir los pardmetros de reaccién en la mezcla de reaccién. Aqui, la unidad
sensora 41 comprende al menos un sensor para el analisis fotométrico, tal como una celda de flujo UV para UV 260/280
nm, en el fluido filtrado que contiene los componentes de bajo peso molecular, el fluido filtrado que se extrae del
compartimiento de filtracion 23, circulado por una bomba de recirculacion 25 y devuelta al compartimiento de filtracion 23.
En la linea de circulacion, el sensor de la unidad sensora 41 esta provisto para monitorear en tiempo real el fluido filtrado
dentro del compartimiento de filtracién 23. La aplicacién de una mezcla de ribonucleétidos de secuencia optimizada en el
biorreactor 1 permite medir en tiempo real la concentracion de nucleotidos en el compartimiento de filtracién 23 durante
la reaccion de transcripcion del ARN en el nucleo de reaccién 22 del modulo de reaccion 2. La unidad sensora 41 es parte
del modulo de control 4, que comprende ademas un controlador 42 y un accionador en forma de bomba de alimentacion
43. La unidad sensora 41 y la bomba de alimentacién 43 estan conectadas al controlador 42 para proporcionar sefiales
de medida y recibir sefiales de instruccion desde el controlador 42. Ademas, otros parametros criticos del proceso, como
el pH del fluido filtrado o la conductividad del fluido filtrado, pueden analizarse mediante sensores adecuados adicionales
de la unidad sensora 41. La recopilacion y el andlisis de datos por parte del controlador 42, generalmente en forma de un
sistema informatico o similar, permite el control de la bomba de alimentacién 43 como un actuador para alimentaciones
repetidas de nucledtidos, componentes de tampdn y/o enzimas al médulo de reaccidn 2 , asi como el control de bombas
adicionales del biorreactor 1 para ajustar parametros clave del proceso en condiciones éptimas de reaccion en estado
estable.

Con el fin de evitar residuos, el biorreactor 1 de la realizacion preferente comprende ademéas un médulo de reflujo 5
conectado al médulo de captura 3, recogiendo el mddulo de reflujo 5 las materias primas no utilizadas, como nucleétidos
y enzimas, y recirculandolas al modulo de reaccion 2 mediante una bomba de reflujo 51. EI médulo de reflujo 5 contiene
enzimas inmovilizadas, como pirofosfatasa, o resina para capturar componentes perjudiciales, como fosfato o similares.

Ejemplo 10: Actividad inmunoestimuladora de las moléculas de ARN

En este ejemplo, se compararon las propiedades inmunoestimuladoras de las moléculas de ARN sintetizadas con una
mezcla de NTP optimizada en secuencia y una mezcla equimolar de NTP estandar. La inmunoestimulacion se determiné
midiendo los niveles de citoquinas y quimiocinas en sobrenadantes de células transfectadas con ARNm.

Las reacciones de transcripcion in vitro estandar y con secuencia optimizada para el ARNm de luciferasa (pPluc) se
realizaron como se describe en el Ejemplo 1.

Posteriormente, el ARNm se purificé por precipitacion con LiCl.
Ensayo de inmunoestimulacion

Se sembraron células HelLa a una densidad de 4x10° células por pocillo en una placa de 6 pocillos en 2 ml de medio de
cultivo celular HelLa, consistente en medio Gibco® RPMI 1640 suplementado con HEPES 25 mM, L-glutamina 2 mM y
100 Ul/ml de penicilina/estreptomicina (todos de Lonza, Basilea, Suiza) y un 10% de suero de ternera fetal (Perbio
Science, Bonn, Alemania). Al dia siguiente, las células se transfectaron con 2 pg de ARN o agua para inyeccion (WFI)
como control negativo utilizando Lipofectamina® 2000 (Life Technologies, Darmstadt, Alemania, catalogo no. 11668-027).
Brevemente, el reactivo Lipofectamina® y el ARN se diluyeron cada uno en medio Opti-MEM® (Life Technologies), se
combinaron en una relacion ARN:Lipofectamina® 1:1,5 y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. El
control negativo contenia WFI en lugar de ARN mezclado con Lipofectamina®. Mientras tanto, las células se lavaron una
vez con 2 ml de medio Gibco® RPMI 1640 suplementado con HEPES 25 mM y L-glutamina 2 mM (medio libre de suero
y penicilina/estreptomicina) y se afiadieron 2 ml de suero libre y de medio libre de penicilina/estreptomicina a las células,
seguido de la adicion de 0,5 ml de la mezcla de transfeccion de ARN:Lipofectamina®. Después de la incubacién durante
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4 horas a 371°C y 5% de COz2, el medio que contenia la mezcla de transfeccién se reemplazé por 2 ml de medio de cultivo
celular HelLa.

Después de 24 horas, se recogieron los sobrenadantes libres de células y se midi6 la concentracion de IL-6, CXCL10 y
CCL5 mediante el Arreglo de Perlas Citométricas (CBA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BD Biosciences)
utilizando los siguientes kits: kit Human Soluble Protein Master Buffer (n° catalogo 558264), Assay Diluent (n° de catalogo
560104), Human IL-6 Flex Set (n° catalogo 558276), Human IL-6 Flex Set (n° catalogo 558280), Human CXCL10 Flex Set
(n° catalogo 558280) y Human CCL5 Flex Set (n° catalogo 558324) (todos los kits de BD Biosciences). Los datos se
analizaron utilizando el software FCAP Array v3.0 (BD Biosciences).

Resultados

Como se puede ver en la Figura 19, los niveles secretados de IL-6, CXCL10 y CCL5 fueron inferiores para el ARN
sintetizado con la mezcla de NTP optimizada en secuencia en comparacién con el mismo ARN sintetizado con una mezcla
de NTP equimolar estandar, lo que indica una menor actividad inmunoestimuladora del ARN resultante de la mezcla NTP
optimizada en secuencia.

Ejemplo 11: Transcripcidn in vitro en un biorreactor
Preparacion del ADN utilizado para la transcripcion in vitro (P1140):

Se prepard un vector de ADN para la transcripcion in vitro (P1140) mediante la insercidn de los siguientes elementos en
un vector de ADN (pCV32 (KanR)):

5'UTR: 32L4 (Top-UTR)
ORF: HA de H1N1 (Paises Bajos2009) (enriquecido en GC)
3' UTR: Albumin7

La transcripcion in vitro del vector de ADN obtenido da como resultado una molécula de ARN con una longitud de 2083
nt. La secuencia de ARN respectiva (SEC ID NO: 6) se ilustra en la Fig. 20.

El constructo de ARN se caracteriza por la siguiente composicion de nucledtidos:
G =540 (25,92%)

C =676 (32,45%)

A =541 (25,97%)

U = 326 (15,65%)

G/C=5837%

Linealizacion del vector de ADN:

El plasmido P1140 se linealiz6 usando las siguientes condiciones:

0,5 pg ADN plasmido

1,5 pl 10 x tampdn de reaccién

1 ul EcoRlI
hasta 15 yl WFI (agua para inyeccion)

La reaccion se incubd durante 3 horas a 37°C. Posteriormente, se realizd una extraccion con fenol/cloroformo y una
precipitacion con isopropanol.

Transcripcién in vitro:

Mezcla cap/NTP estandar

Mezcla cap/NTP estandar 4 pl Concentracion final (mM)
Cap (100 mM) 1,16 5,8

ATP (100 mM) 0,8 4

CTP (100 mM) 0,8 4

UTP (100 mM) 0,8 4

GTP (100 mM) 0,29 1,45

WEFI 0,15

(La concentracion final de NTP sin cap es 13,45 mM)
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Céalculo de NTP y cap:

La misma concentracion total de NTP de 13,45 mM utilizada en la reaccion de transcripcion estandar se usa para la
transcripcion optimizada en secuencia. Se utiliza una cantidad de GTP cuadriplicada para el analogo de cap.

P1140 G C A U Cap Total
2083 nt 540 676 541 326 2083
% 25,9 32,5 26,0 15,7 100
Cada mM (total 12,45 mM NTP) 35 4,4 35 2,1 13,45
Analogo cap (4xGTP) 13,9 13,9
Conc. total cap/NTP (mM) 27,4

Preparacion de la mezcla optimizada en secuencia Cap/NTP para P1140:

P1140 H20 (hasta 7 | Volumen
G c A U Cap ) final (ul)
Ef,’\;) reaccion (ul NTP 100 | 76 | g7 | o070 | 042 | 279 1,52 7.00

5  5x Tampédn de transcripcion:

400 mM HEPES
120 mM MgClz
10 mM espermidina
200 mM TDT
10 25 U/ml pirofosfatasa inorgénica

Se probaron 4 diferentes reacciones de transcripcion en un biorreactor:

Como biorreactor, se utiliz6 un biorreactor DasBox de Dasgip. La reaccion se agit6 a 50 rpm. En los puntos de tiempo
indicados, se retiraron muestras de 20 pl. La concentracién de ARN se midié determinando la absorcion a 260 nm después
de la precipitacion con LiCl.

15 Se usaron cuatro condiciones diferentes para la transcripcion in vitro:

1. Transcripcion utilizando una mezcla de NTP estandar

Reactivo Hasta 80.000 pl
Plasmido ADN linealizado (P1140) [0,48 pg/ul] (u) 8300

5 x tampan de transcripcién (ul) 16000
Mezcla estandar cap/NTP (ul) 16000
Inhibidor de ARNasa [400 U/ul] (ph) 400
ARN-polimerasa T7 [200 U/ul] (pl) 2000

WEFIL (uh) 37300
Volumen final 80000

La reaccidn de transcripcion se incubé durante 3 horas a 37°C.

Posteriormente, se afiadieron 6 ul de ADNasa | (1 mg/ml) y 0,2 ul de solucién de CaCl? (0,1 M)/ug de plantilla de ADN a
la reaccion de transcripcion y se incubé durante 2 horas a 37°C.

20 2. Transcripcion de secuencia optimizada (1,5 h sin alimentacion)

Reactivo Hasta 80.000 pl
Plasmido ADN linealizado (P1140) [0,48 ug/ul] (ul) 8300

5 x tampdn de transcripcién (ul) 16000
Mezcla secuencia optimizada cap/NTP (ul) 28000
Inhibidor de ARNasa [40 U/ul] (ul) 400
ARN-polimerasa T7 [200 U/ul] (u) 2000

WEIL (uh) 25300
Volumen final 80000

La reaccién de transcripcion se incubé durante 1,5 horas a 37°C.
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Posteriormente, se afiadieron 6 ul de ADNasa | (1 mg/ml) y 0,2 ul de solucién de CaClz (0,1 M)/ug de plantilla de ADN a
la reaccion de transcripcion, y se incubé durante 2 horas a 37°C.

3. Transcripcién optimizada en secuencia con alimentacion

Reactivo Hasta 80.000 ul
Plasmido ADN linealizado (P1140) [0,48 ug/ul] (ul) 8300

5 X tampoén de transcripcion (ul) 16000
Mezcla secuencia optimizada cap/NTP (ul) 28000
Inhibidor de ARNasa [40 U/ul] (ul) 400
ARN-polimerasa T7 [200 U/ul] (ul) 2000

WEI (ul)) 25300
Volumen final 80000

La reaccion de transcripcion se incubé durante 1,5 horas a 37°C.

Se afiadieron 12.934,6 pul de la mezcla de secuencia optimizada Cap/NTP y 5 x tampén de transcripcion después de 1,5
h. La reaccion de transcripcion se incub6 durante 1,5 h adicionales a 37°C.

Posteriormente, se afiadieron 6 ul de ADNasa | (1 mg/ml) y 0,2 pl de solucién de CaClz (0,1 M)/ug de plantilla de ADN a
la reaccion de transcripcion, y se incubd durante 2 horas a 37°C.

4. Transcripcion optimizada en secuencia con concentracion de ARN polimerasa T7 reducida y concentracion de plantilla
reducida

Reactivo Hasta 80.000 ul
Pldsmido ADN linealizado (P1140) [0,48 pg/pl] () 4200

5 x tampon de transcripcion (ul) 16000
Mezcla secuencia optimizada cap/NTP (ul) 28000
Inhibidor de ARNasa [40 U/ul] (pl) 400
ARN-polimerasa T7 [200 U/ul] (pl) 1000

WEFIL (uh) 30400
Volumen final 80000

Resultados:

La transcripcion de la mezcla de transcripcion de secuencia optimizada da como resultado concentraciones mas altas de
ARN transcrito en comparacién con la transcripcion en condiciones estandar (Fig. 21, TS(1)). Una alimentacion adicional
con nucleodtidos y un tampon de transcripcion aumento aliin mas la cantidad de ARN transcrito (Fig. 21, TS(3).

Rendimiento:
ID muestra [ARN] (mg)
P1140-TS(1) 130,6
P1140-TS(2) 317,1
P1140-TS(3) 656,4
P1140-TS(4) 312,6

Expresion e inmunoestimulacion:

Se sembraron células HelLa a una densidad de 4 x 10° por pocillo en una placa de 6 pocillos en 2 ml de medio de cultivo
celular HeLa consistente en medio Gibco® RPMI 1640 suplementado con HEPES 25 mM, L-glutamina 2 mMy 100 Ul/ml
penicilina/estreptomicina (todas de Lonza, Basilea, Suiza) y un 10% de suero de ternera fetal (Perbio Science, Bonn,
Alemania). Al dia siguiente, las células se transfectaron con diferentes concentraciones de 2 ug de ARN o agua para
inyeccién (WFI) como control negativo utilizando Lipofectamina® 2000 (Life Technologies, Darmstadt, Alemania, catélogo
no.11668-027). Brevemente, el reactivo Lipofectamina y el ARN se diluyeron cada uno en medio Opti-MEM® (Life
Technologies), se combinaron en una proporcion ARN:Lipofectamina 1:1,5 y se incubaron durante 20 minutos a
temperatura ambiente. El control negativo contenia WFI en lugar de ARN mezclado con Lipofectamina2000. Mientras
tanto, las células se lavaron una vez con 2 ml de medio Gibco® RPMI 1640 suplementado con HEPES 25 mM vy L-
glutamina 2 mM (medio de suero y libre de penicilina/estreptomicina), se afadieron 2 ml de suero y medio libre de
penicilina/estreptomicina a las células después de la adicion de 0,5 ml de ARN:lipofectamina a la mezcla de transfeccion.
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Tras la incubacion durante 4 horas a 37°C y 5% de COz, se eliminé el medio que contenia la mezcla de transfeccion y se
agregaron 2 ml del medio de cultivo celular HeLa.

Después de 24 horas, se recogieron los sobrenadantes y las células.

Expresion proteica:

La expresion superficial de la proteina HA se determiné mediante analisis de citometria de flujo. Las células HelLa
adherentes se lavaron una vez con 1 ml de PBS y se recogieron utilizando un tampo6n de desprendimiento sin tripsina
(Tris HCI 40 mM, pH 7,5; NaCl 150 mM, EDTA 1 mM). Las células se incubaron con anticuerpo anti-HA monoclonal de
ratén (HLN1) (Immune Technology, Nueva York, EE. UU.) seguido de un anticuerpo secundario conjugado con FITC anti-
ratén (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Alemania). Las células se midieron en un BD FACS Canto y se analizaron utilizando la
version 10.6 del software FlowJo. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando un software Graph Pad Prism, version 5.01.
Resultados:

El ARN transcrito en una mezcla de reaccion de secuencia optimizada (Fig. 22, TS(2), TS(3), TS(4)) resulté en una
expresion més alta de la proteina HA codificada que el ARN transcrito en condiciones estandar (Fig. 22, TS(1)).

Inmunoestimulacién

Las concentraciones de IL-6, CXCL10 y CCL5 se midieron en sobrenadantes sin células mediante una matriz de perlas
citométricas (CBA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BD Biosciences) utilizando los siguientes kits:

Reactivo N° catalogo
kit Human Soluble Protein Master Buffer 558264
Assay Diluent 560104
Human IL-6 Flex Set 558276
Human CXCL10 Flex Set 558280
Human CCL5 Flex Set 558324

Los datos se analizaron utilizando el software FCAP Array v3.0 (BD Biosciences). El andlisis estadistico se realizé
utilizando el software Graph Pad Prism, version 5.01.

Resultados:
El ARN transcrito en condiciones estandar (Fig. 23, TS1) indujo niveles mas altos de las citoquinas IL-6, CXCL10y CCL5

en células Hela en comparacion con los ARN transcritos en una mezcla de reaccion de secuencia optimizada (Fig. 23,
TS2, TS3, TS4).
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<120> Métodos para mejorar la produccion de ARN

<130> CU01P165W0O2

<160> 6

<170> Patentln version 3.5

<210>1
<211>589
<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia ARNm optimizada en G/C de R1871 que codifica para antigeno de células madre de préstata de Homo

sapiens (HsPSCA)

<400> 1
gggagaaagc

cagccggeea
cugcaggugg
BUBBECCUEC
gacuacuacg
ggegeccacg
CUBCUCUEEE
cucccaacgg
aaaaaaaaaa

cccccecccc

<210> 2
<211> 1870
<212> ARN

uuaccaugaa
CCECCCUgcu
agaacugcac
ucaccgugau
ugggcaagaa
cccugcagec
geeeeggeca
gececuccuce
aaaaaaaaaa

cccccccccce

<213> Secuencia Artificial

<220>

ggccgugcug
gugcuacage
gCagCUggec
cagcaagggc
gaacaucacc
CBCERCCRCC
gcugugacca
ccuccuugea
aaaaaaaaaa

caaaggcucu

cucgcgecuge
ugcaaggecc
gagcagugcu
ugcagccuga
ugcugcgaca
auccuggcecce
cuaguuauaa
ccgagauuaa
aaaaaaaaaa

uuucagagec

ugauggccgg
aggucucgaa
ggaccgcccg
acugcgugga
ccgaccugug
ugcugcccge
gacugacuag
uaaaaaaaaa
aaaaaugcau

accagaauu

ccuggecccug
cgaggacugc
gauccgcgec
cgacagccag
caacgccage
CCUBBBCCUg

cccgaugggc

dddaadaaaad

cCCcccccccc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

589

<223> Secuencia ARNm optimizada en G/C de R2988 que codifica para luciferasa de Photinus pyralis (PpLuc)

<400> 2
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geggagaaagce
ccgeuggage
gugccggeca
uacuucgaga
caccggaucg
cucuucaucg
aacagcaugg
auccugaacg
accgacuacc
uucaacgagu
augaacagca
ugcgugegeu
gccauccuga
cucaucugceg
agccugcagg
gccaagagea
ggcgceccge
auccgccagg

gacgacaagc

cuggacaccg

augaucauga

BBCUBECUgC

gaccggeuga

agcauccugc

gacCcgCccCggceg

aaggagaucg

uuaccaugga

acgggaccge
cgaucgccuu
ugagcgugcg
ugguUgugcuc
gCEUEECCEU
ggaucagcca
ugcagaagaa
agggcuucca
acgacuucgu
gcggcagceac
ucucgcacge
gcguggugcec
gcuuccgggu
acuacaagau
cccugaucga
ugagcaagga

gcuacggecu

CEBEECECCBgU
gcaagacccu

gcggcuacgu

acagcggcga

agucgcugau

uccagcaccc

agcugccggc

ucgacuacgu
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ggacgccaag
cggcgageag
caccgacgcc
ccuggccgag
ggagaacagc
cgececcgecg
gecegaccgug
gcugcccauc
gucgauguac
cccggagage
CBRBCCUBCCE
ccgggacccc
guuccaccac
gguccugaug
ccagagcgeg
caaguacgac
geuggecegag
gaccgagacc

BEECaaggug
gegcgugaac

gaacaacccg
caucgccuac
caaguacaag
caacaucuuc
cgcgguggug

ggccagccag

aacaucaaga
cuccacaagg
cacaucgagg
gccaugaagce
cugcaguucu
aacgacaucu
guguucguga
auccagaaga
acguucguga
uucgaccggg
aaggegsues
aucuucggea
ggcuucggca
uaccgguucg
cugcucgugce
cugucgaacc
gcecguggeea
acgagcgcga
gucccguucu
Cagcgegece
gaggccacca
ugggacgagg
ggcuaccagg
gacgccggeg
gugcuggagc

gugaccaccg

35

agggcceegec
ccaugaagcg
ucgacaucac
gguacggecu
ucaugccggu
acaacgageg
gCaagaaggs
ucaucaucau
ccagccaccu
acaagaccau
cccugccgea
accagaucau
uguucacgac
aggaggageu
cgacccuguu
ugcacgagau
agcgguucca
uccugaucac
ucgaggccaa
agcugugcgu
acgceccucau
acgagcacuu
UEECECCEEC
uggccggecu
acggcaagac

CCaagaagcu

gcccuucuac
guacgcccug
CUACECEEag
gaacaccaac
geugggegec
ggagcugeug
ccugcagaag
ggacagcaag
cccgeeggec
cgcecugauc
ccggaccgec
cccggacacc
ccugggcuac
guuccugcegg
cagcuucuuc
CBCCAgCERg
ccucccgggc
ccccgagess

Bgugguggac
BCEEELECCE

cgacaaggac
cuucaucguc
cgagcuggag
gccggacgac
caugacggag

8CEELECEEC

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

114e
1200

1260

132

138¢

1440

1500

1560
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gugguguucg
cgcgagaucc
agacugacua
auaaaaaaaa
aaaaaaugca

caccagaauu

<210>3
<211> 5337
<212> ARN

uggacgaggu
ugaucaaggc
gcccgauggg
dddadadada

ucccccecccc

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia ARNm optimizada en G/C de R1626 que codifica para péptido sefial Mucina-1/receptor de factor de
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cccgaagggc

cugaccggga

caagaagggc ggcaagaucg

ccucccaacg

daddaaaaaa

cccecececceccec

ggcccuccuc
aaaaaaaaaa

ccceccccocccece

agcucgacgc
ccgugugagg
cccuccuuge
aaaaaaaaaa

ccaaaggcuc

ccggaagauc
acuaguuaua
accgagauua
aaaaaaaaaa

uuuucagagc

crecimiento epidérmico/proteina de fusiéon Mucin-1 de Homo sapiens (EGFR/Mucin-1)

<400> 3

gggagaaagc
acggugcuga
gcccugeugg
ggcacgagca
cggauguuca
aacuacgacc
cugaacaccg
uacgagaaca
aaggagcugc
aacccggcecc
cucagcaaca
agcugcccga
aucaucugcg

cacaaccagu

uuaccaugac
ccgucgugac
CCECCCUgug
acaagcugac
acaacugcga
ugagcuuccu
uggagcggau
gcuacgeccu
cgaugcggaa
ugugcaacgu
ugagcaugga
acggcageug
CCCagcagug

ECECCECCgE

cceeggeacc
CEEEaUBCEE
ccccgecucg
ccagcucggc
ggucgugcug
caagaccauc
cccgeuggag
ggccguccuc
ccugcaggag
ggagagcauc
cuuccagaac
cuggggcgec
CagCEBRCRE

cugcaccgge

cagagcccgu

ccgageggea

CECECECUBE

accuucgagg

ggcaaccugg

Caggageuee

aaccugcaga

agcaacuacg

auccugcacg

Caguggecges

caccugggcu

gecgaggaga

UBCCEELBCa

CCgCgegagu

36

ucuuccugeu
CCECCEERgc
aggagaagaa
accacuuccu
agaucaccua
ccggeuacgu
ucauccgggsg
acgccaacaa
BCBCBBUECE
acaucgugag
cgugccagaa
acugccagaa
agagccccag

cggacugccu

ccugcugcuc
ggcccugeuc
ggugugcecag
gagccugceag
CBUBCABCEE
gcugaucgec
caacauguac
BaCcgEEeCcug
cuucucgaac
cagcgacuuc
gugcgacccg
gcugaccaag
cgacugcugc

BEUBUBCCEE

1620

1680

1740

1800

1860

1870

60

12

18@

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



aaguuccgeg
accacguacc
aagaagugcc
gccgacageu
UgCCgEaageg
gccaccaaca
ccggucgecu
gacauccuga
aaccgcaccg
cacggccagu
cugaaggaga
aacacgauca
dacCgeeeceg
gagggcugcu
cgggaguecsg
agcgagugcea
EBCCEEBBEC
aagacgugcc
geceggecacg
cuggagggcu
gcgeuccuge
aucgugcgga
accccgageg
aagaagauca
cccgageece

ccgaaggcca

acgaggcgac
agauggacgu
cccggaacua
acgagaugga
ugugcaacgg
ucaagcacuu
uccggegcea
agaccgugaa
accugcacgc
ucagccuggc
ucagcgacgg
acuggaagaa
agaacagcug
BEBBCCCgga
uggacaagug
uccagugcca
cggacaacug
CBECCBECEU
ugugccaccu
gcececcaccaa
UgCUgCUggU
agcggacgcu
gecgaggeccc
aggugcuggeg
agaaggugaa

acaaggagau
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cugcaaggac
gaacccggag
cguggugacc
£8aggacgec
caucggcauc
caagaacugc
cagcuucacc
ggagaucacc
cuucgagaac
CBUggUgagc
cgacgugauc
ECUgUUCEEC
caaggccacc
gcegegggac
caaccuccug
CCCggagugce
cauccagugc
BAUBBBCEag
gugccacccg
cggcccgaag
BBUBBCCCUg
BCBBCBBCUg
gaaccaggcc
cucgggcgec

gauccCggug

Ccucgacgag

accugecccge
ggcaaguaca
gaccacggga
gugcggaagu
ggggaguuca
accucgauca
cacacgccge
ggcuuccucc
cuggagauca
cugaacauca
aucagcggcea
accagcggcec
8gECaggugY
ugcgucagcu
Eag8ecgasgc
cugccccagg
gcccacuaca
aacaacaccc
aacugcaccu
aucccgagca
gggaucggcc
cugcaggagce
cuccugcgga
uucggcaccg
gccaucaagg

gCCcuacguga

37

cgcugaugcu
gcuucggcge
gcugcgugeg
gcaagaagug
aggacagccu
gcggegaccu
cgcuggaccce
ugauccaggc
uccggggecg
CCagCCucgg
acaagaaccu
agaagaccaa
gccacgeecu
gccgeaacgu
cgcgggaguu
cgaugaacau
ucgacggeccec
uggucuggaa
acggcugcac
ucgccaccgg
UCUUCAUgECE
gcgagecuggu
uccugaagga
uguacaagge
agcugcggga

uggccagegu

guacaacccg
caccugcguc
BBCCUgCEEC
cgagggcecg
cagcaucaac
gcacauccug
gcaggagcug
BUBECCCgag
gaccaagcag
geugcggucg
gugcuacgcc
gaucaucagc
BUBCUCECCE
gagccggesc
cguggagaac
caccugcacc
gcacugcgug
guacgccgac
CgBECCEEBC
caugguggec
gcgeeggeac
cgagccgeug
gaccgaguuc
gcuguggauc
ggcgaccage

cgacaacccg

oee

960

1020

1086

1140

1200

1260

1320

1380

1446

1500

1560

1626

1680

1740

1800

1866

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2349

2400



Cacgugugcc
augccguucg
uaccugcuga
cuggugcacc
aucaccgacu
Bgcggcaagg
caccagucgg
aagccguacg
cugccgeage
aucgacgcgg
cgggacccge
accgacagca
gccgacgagu
cCcgcugcuga
aacggccucc
ccgaccggeg
aucaaccagu
cagccgcuga
gugggcaacc
agcceggecc
cagcaggacu
gagaacgccg
cacgccagcu
cccuccagea

CCCERBUCCE

cccgecageg

ggcugeuggg
gcugccuccu
acuggugcgu
gggaccucgce
UCEERCUBEC
ugcccaucaa
acguguggag
acgggauccc
cgccgaucug
acucgeggec
agcgguaccu
acuucuaccg
accugauccc
gcagccugag
agagcugccc
cgcugaccga
cggugccgaa
acccggeecc
cggaguaccu
acugggeeca
ucuucccgaa
aguaccugcg
ccaccceegg
ccgagaagaa
gcagcuccac

gguccgeege
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caucugccug
ggacuacgug
gcagaucgcc
cgcgeggaac
caagcugcug
guggauggec
CUacggcgug
ggccagegag
caccaucgac
caaguuccgc
ggugauccag
ggcccugaug
gcageagggc
cgccaccage
caucaaggag
ggacagcauc
gcggeecgec
gagcegggac
gaacaccguc
gaagggcucg
EE8AEECEAAE
gguggecccg
g8gcgagaag
cgcggucucc
gacccagggc

Bacguggesc

accagcacgg
cgggagcaca
aagggcauga
guccugguga
ggcgccgageg
cuggagagca
aCCRUCURRE
aucagcagca
guguacauga
gagcugauca
ggcgacgagc
gacgagegagg
uucuucagcea
aacaacucga
gacagcuucc
gacgacaccu
g8gagcgugce
ccgcacuacc
cagccgacgu
caccagauca
cccaacggea
cagagcagcg
Bagacgageg
augaccagcu
caggacguga

caggacguca

38

ugcagcugau
aggacaacau
acuaccugga
agaccccgea
agaaggagua
uccuccaccg
agcugaugac
uccuggagaa
ucauggugaa
ucgaguucag
ggaugcaccu
acauggacga
gcccgucgac
cggucgeccug
ugcagcggua
UCCUBCCRRU
agaacccggu
aggaccccca
gcgugaacag
gccucgacaa
ucuucaagegg
aguucaucgg
ccacccageg
ccgugcugag
cccucgecce

ccagcgugcec

Cacccagcug
cggcageceag
ggaccggege
gcacgugaag
ccacgccgag
gaucuacacc
guucggcage
BBECE2ECEE
gUECUEgaug
caagauggcc
CCCGageecy
cgugguggac
cagccggacc
caucgaccge
cagcagcgac
gceggaguac
guaccacaac
cagcaccgec
caccuucgac
cccggacuac
cagcaccgec
CECCUCCERC
gUCCagCgug
cucccacagc

ggccaccgag

cgugacccge

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960



CCCECCCUggE
CCCBCECCER
ccggeceecg
ccggeececcg
ccegeececg
cccgeccugg
agcggguccg
gccagcaagu
gcgucccaca
accagcucca
agcuuccaca
uaccaggagce
UUCCUCEEEC
gCCUUCCEEE
accgaggeeg
uucccguuca
aagaacuacg
uacccgaccu
uacgagaagg
geegeegecu
ggacuaguua
gcaccgagau
aaaaaaaaaa

<210>4
<211> 547
<212> ARN

ggagcaccac
gcagcaccge
gcagcaccgce
gcagcaccge
gcagcaccge
ggagcaccgc
ccagcacccu
ccacgcccuu
gcacgaagac
accacagcac
ucuccaaccu
ugcagcggga
ugagcaacau
aggggacgau
ccagecgeua
gcgegeaguc
ggcagcucga
accacaccca
UBUCCECCEE
ccgecaaccu
uaagacugac
uaauaaaaaa

daaaaaaaua

<213> Secuencia Artificial

<220>
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gcecgeecgec
cccececcecgec
gcecccecgec
ccceecegec
cccgeeegec
CCCECCCgug
cguccacaac
cagcaucccg
cgacgccucc
guccccgeag
gcaguucaac
caucuccgag
caaguuccgc
caacguccac
caaccugacc
cggegeeggc
caucuucccc
cggeegeuac
gaacggcgec
ggaggaccag
uagcccgaug
aaaaaaaaaa

uucccccccc

cacgacguca
cacgggguga
cacggcguga
cacgggguga
cacggcguca
cacaacguga
ggcacguccg
ucccaccaca
agcacccacc
cucagcaccg
agcucccucg
auguuccugc
cccggeuccg
gacguggaga
aucuccgacg
gugccceggee

gccegggaca

guccccccca
agcucccuga
guggaccccc
ggcecucccaa
aaaaaaaaaa

cccccocccacc

ccuccgeecc
ccuccgececec
ccuccgeecc
ccuccgeece
cguccgegec
ccuccgecag
ccegggecac
gcgacacccec
acuccagcgu
ggguguccuu
aggaccccag
agaucuacaa
ucguggugea
cccaguucaa
ugagcgucuc
ccgugugcca
cguaccaccc
gcuccaccga
gcuacaccaa
ggcugaucga
cgggeeeucc
aaaaaaaaaa

[ddddddddds

<223> Secuencia de ARN inmunoestimuladora no codificante de R2025

39

cgacaacaag
cgacacgcgg
ggacacccgc
ggacacgcgg
cgacaaccge
CEBCUCCECE
caccaccccc
caccacccug
gcececegeug
cuucuuccug
caccgacuac
BCaBBBCEEC
gcugacccuc
ccaguacaag
cgacgugccec
gugccggcge
gaugagcgag
ccggageecc
CCCERCERUR
cggcaaguga
uccccuccuu
aaaaaaaaaa

ccucuag

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5e4e0

51e6

5166

5220

5280

5337
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<400> 4

gggagaaage ucaagcuuau ccaaguagge uggucaccug uacaacguag ccgguauuuu 66
UUUUUUUUUU Uuuuuuuuga ccgucucaag guccaaguua gucugccuau aaagpugcgg 120
auccacagcu gaugaaagac uugugcggua cgguuaaucu CCCcuuuuul uuuuuuuuuu 180
uuuuuaguaa augcgucuac ugaauccagc gaugaugcug gcccagaucu ucgaccacaa 248
gugcauauag uagucaucga gEggucgccuu UuuuUUUUUU uuuuUUuUUU uggcccaguu 300
cugagacuuc gcuagagacu acaguuacag cugcaguagu aaccacugcg gcuauugcag 360
gaaaucCCccgu uCagguuuuu uuuUUUUUUL UuuuUUCCgC ucacuaugau uaagaaccag 420
gUEEAagUBUC acugcucucg aggucucacg agagcgcucg auacaguccu uggaagaauc 480
uuUUUUUUUU UUUUUUMUUU UUgUgCBacg aucacagaga acuucuauuc augcaggucu 540
geucuag 547
<210>5

<211>52

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> ribozima cabeza de martillo HHNUH2d

<400> 5

gcauggcuga ugaggccucg accgauaggu cgaggccgaa aagcuuucuc cc 52

<210> 6

<211> 2083

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de ARNm optimizada en G/que codifica para HA de la gripe A H1IN1 (Paises Bajos 2009)
<400> 6

EEEECECUEC cuacggaggu ggragecauc UCCUUCuUCgg caucaagcuu accaugaagg 60
CCauccuggu BguUCCUCCUE uacaccuucg ccaccgcgaa cgecgacacg cugugcaucg 120

40



gcuaccacge
ugacccacuc
gcgucgeecc
agugcgagag
acaacggcac
gcuccgugag
acgacagcaa
agaaccugau
ucaacgacaa
ccgaccagcea
acuccaagaa
ggaugaacua
gcaaccucgu
ucaucuccga
ucaacaccag
acgugaaguc
cccgegggeu
acggcuggua
aguccacgca
ugaacaccca

accugaacaa

uggugcuccu
acgagaaggu
aguucuacca
accccaagua

aguccacgceg

caacaacagc
cgugaaccug
gcugcaccuc
ccuguccacc
gugcuacccc
cuccuucgag
caaggggguc
cuggcucgug
gegcaaggag
gagccuguac
guucaagccc
cuacuggacg
gguUCCCCCge
cacccccgug
ccugcccuuc
caccaagecug
gUUCEECRCC
cggguaccac
gaacgcgauc
guucaccgec
gaaggucgac
ggagaacgag
ccggagccag
Caagugcgac
Cagcgageag

gaucuaccag
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accgacaccg

cuggaggaca
gggaagugca
gcgagcuccu
ggcgacuuca
cgguucgaga
accgcecgecu
aagaagggga
gugcuggucc
cagaacgccg
gagaucgcca
cugguggagc
uacgccuucg
cacgacugca
cagaacaucc
cgecucgega
aucgccgggu
caccagaacg
gacgagauca
BUEEBCaagg

gacggcuucc
cgcacccugg
cugaagaaca
aacaccugca
gccaagecuga

auccuggega

uggacaccgu
agcacaacgg
acaucgccgg
ggagcuacau
ucgacuacga
ucuuccccaa
gCCCgeacge
acagcuaccc
ucuggggeau
acgccuacgu
uccggecgaa
ccggggacaa
ccauggageg
acacgaccug
accccaucac
CCEECCUgCE
ucaucgaggg
agcagggcag
ccaacaaggu
aguucaacca
ucgacaucug

dacuaccacga

acgccaagga

uggaguccgu

accgcgagga

ucuacagcac

41

gcucgagaag
gaagcucugc
cuggauccug
cguggagacc
ggagcuccgc
gaccagcucc
cggcgegaag
caagcugucc
ccaccacccc
guucgugggc
gguccgcgac
gaucaccuuc

gaacgccggg

ccagaccccg
gaucgggaag
gaacgucccg
cggcuggacc
cggguacgcc
gaacagcguc
ccuggagaag

gacguacaac

cuccaacgug
gaucgggaac
gaagaacggg
gaucgacggce

cgucgeccage

aacgucacgg
3agcugcgee
gggaacccgg
uccageuccg
gagcagcuga
uggcccaacc
uccuucuaca
aagagcuaca
agcaccuccg
uccagccgeu
caggagggcc
gaggcgaccg
agcggcauca
aagggcgcca
ugccccaagu
agcauccagu
gggauggugg
gccgaccuca
aucgagaaga
cggaucgaga
ECCBagCuge
aagaaccucu
ggcugcuucg
accuacgacu
gugaagcucg

UCCCUBEBUEC

180

24¢

300

360

420

480

5460

600

660

720

780

840

9ge

960

1820

108@

114e

1200

1266

1320

1380

1448

1500

1560

1620

1680



ucguggucag
gcaucugcau
aagagaaaga
agccaacacc
cuucaauuaa
2aaaaaaaaa

cccccccccc

ccuggggeecc

cugaccacua

aaaugaagau

cugucuaaaa

uaaaaaaugg

dddadaaaaaa

cccccaaagg
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aucuccuucu
gugcaucaca
caauagcuua
aacauaaauu
aaagaaccua
aaaaaaaaaa

cucuuuucag

g8augugcag

uuuaaaagca

uucaucucuu

ucuuuaauca

gaucuaaaaa

dadaaaaaau

agccaccaga

42

caacggcucc
ucucagccua
yuucuuuuuc
uuuugccucy
aaaaaaaaaa
gcaucceccc

auu

cugcagugcc
ccaugagaau
guugguguaa
UUUCUCUBUE
Jaaaaaaaaa

ccccccceccc

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2083
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REIVINDICACIONES

Método para sintetizar una molécula de ARN de secuencia dada, que comprende los siguientes pasos:
a) determinar la fraccion (1) para cada uno de los cuatro nucleétidos G, A, C y U de dicha molécula de ARN,

y

b) sintetizar dicha molécula de ARN mediante transcripcién in vitro en una mezcla de reaccion de secuencia
optimizada, donde dicha mezcla de reaccion de secuencia optimizada comprende los cuatro
ribonucleésidos-trifosfato (NTP) GTP, ATP, CTP y UTP, donde la fraccion (2) de cada uno de los cuatro
ribonucledsidos-trifosfato en la mezcla de reacciéon de secuencia optimizada corresponde a la fraccion (1)
del nucleétido respectivo en dicha molécula de ARN, un tampén, una plantila de ADN y una ARN-
polimerasa.

Método de la reivindicacion 1, donde la etapa b) comprende los pasos de

bl) preparar una mezcla de ribonucleésidos-trifosfato (NTP) de secuencia optimizada que comprende los cuatro
ribonucleésidos-trifosfato (NTP) GTP, ATP, CTP y UTP, donde la fraccion (2) de cada uno los cuatro
ribonucleésidos-trifosfato en la mezcla ribonucleésidos-trifosfato (NTP) de secuencia optimizada corresponden a
la fraccion (1) del nucledtido respectivo en dicha molécula de ARN, y

b2) sintetizar dicha molécula de ARN mediante transcripcion in vitro en la mezcla de reaccion de secuencia
optimizada que comprende la mezcla de NTP del paso (bl), un tampén, una plantilla de ADN y una ARN-
polimerasa.

Método de la reivindicacién 1 o 2, donde, antes del comienzo de la transcripcion in vitro, se agrega un nucledtido
de inicio a la mezcla de reaccién de secuencia optimizada que corresponde al primer nucleétido de dicha
molécula de ARN.

Método de la reivindicacién 3, donde dicho nucleétido de inicio es un nucledsido-monofosfato, un nucleésido-
difosfato, nucledsido-trifosfato o un dinucledsido-trifosfato o un analogo de cap.

Método de cualquiera de las reivindicaciones 3 o 4, donde dicho nucleétido de inicio se afiade en exceso en
comparacion con la fraccion de ese nucleétido en dicha molécula de ARN en la primera posicion de dicha
molécula de ARN.

Método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde para los nucleétidos que no se corresponden con el
primer nucledtido de la fraccion de molécula de ARN (1) y la fraccion (2) difieren como méaximo en un 10%.

Método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde una parte o la totalidad de al menos un ribonucledsido-
trifosfato es reemplazado por un nucleésido-trifosfato modificado, selecciondndose dicho nucleésido-trifosfato
modificado preferentemente del grupo consistente en pseudouridina-5'-trifosfato, 1-metilpseudouridina-5'-
trifosfato, 2-tiouridina-5'-trifosfato, 4-tiouridina-5'-trifosfato y 5-metilcitidina-5'-trifosfato.

Método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde, en el curso de la transcripcion in vitro, la mezcla de
reaccion optimizada en secuencia se complementa con la mezcla de ribonucledsidos-trifosfato (NTP) optimizada
en secuencia como se define en la reivindicacion 2 b1).

Método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde dicha molécula de ARN se selecciona del grupo
consistente en moléculas de ARN no codificantes y codificantes, preferentemente un ARNm.

Método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde dicha molécula de ARN tiene una longitud superior a
100 nucledtidos y/o donde dicha sintesis de una molécula de ARN de secuencia dada se realiza como una
sintesis a gran escala y/o donde el contraion de NTP es tris(hidroximetil)-aminometano (Tris).

Método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde la sintesis de dicha molécula de ARN por
transcripcion in vitro es seguida de separacion y cuantificacion de los NTP no incorporados.

Método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde la sintesis de dicha molécula de ARN mediante
transcripcion in vitro se lleva a cabo en un biorreactor (1), preferentemente comprendiendo dicho biorreactor (1)
una plantilla de ADN inmovilizada sobre un soporte solido.

Método de la reivindicacion 12, donde dicho biorreactor (1) comprende una membrana de filtracion (21) para
separar nucleétidos de la mezcla de reaccién de secuencia optimizada, preferentemente seleccionandose dicha
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membrana de filtracion (21) del grupo de celulosa regenerada, celulosa modificada, polisulfona (PSU),
poliacrilonitrilo (PAN), polimetilmetacrilato (PMMA), alcohol polivinilico (PVA) y poliariletersulfona (PAES).

Método de la reivindicacion 13, donde dicha membrana de filtracion (21) tiene un corte de peso molecular en un
intervalo de aproximadamente 10 a 50 kDa.

Método de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, donde dicho biorreactor (1) comprende una unidad sensora
(41) para la medida en tiempo real de la concentracion de nucle6tidos durante la reaccion, preferentemente dicha
unidad sensora (41) mide la concentracion de nucleétidos mediante andlisis fotométrico.

Método de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, donde dicho biorreactor comprende un médulo de control
(4) que controla la adicion de la mezcla de ribonucledsidos-trifosfato (NTP) de secuencia optimizada como se
define en la reivindicacion 2 b1) y/o donde dicho biorreactor (1) comprende un actuador (43) que afiade la mezcla
de ribonucledsidos-trifosfato (NTP) de secuencia optimizada como se define en la reivindicacién 2 b1) y/o donde
dicho biorreactor (1) comprende una resina para capturar las moléculas de ARN y separar las moléculas de ARN
de los otros componentes de la mezcla de reaccion de transcripcion y/o donde dicho biorreactor (1) funciona en
un modo semi-lotes o0 en un modo continuo.

Método de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 16, donde dicho biorreactor (1) comprende al menos un
electrodo selectivo de iones, preferentemente empleandose el al menos un electrodo selectivo de iones para
medir la concentracion de uno o mas tipos de iones en un liquido comprendido en al menos un compartimento
del biorreactor (1), donde el ion preferentemente se selecciona del grupo consistente en H*, Na*, K*, Mg?*, Ca?*,
Cly PO4%.
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SEQ ID NO. 1: R1871 HsPSCA

GGGAGAAAGCUUACCAUGAAGGCCGUGCUGCUCGCGCUGCUGAUGGCCGGCCUGGCCCUGCAGCCGGGGACCGCC
CUGCUGUGCUACAGCUGCAAGGCCCAGGUCUCGAACGAGGACUGCCUGCAGGUGGAGAACUGCACGCAGCUGGGC
GAGCAGUGCUGGACCGCCCGGAUCCGCGCCGUGGGCCUGCUCACCGUGRAUCAGCAAGGGCUGCAGCCUGAACUGT
GUGGACGACAGCCAGGACUACUACGUGGGCAAGAAGAACAUCACCUGCUGCGACACCGACCUGUGCAACGCCAGC
GGCGCCCACGCCCUGCAGCCCGCGGCCGCCAUCCUGGLCCCUGCUGCCCGCCCUGGGCCUGCUGCUCUGGGGCCCC
GGCCAGCUGUGACCACUAGUUAUAAGACUGACUAGCCCGAUGGGCCUCCCAACGGGCCCUCCUCCCCUCCUUGCA
CCGAGAUUAAU.
UGCAUCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCARAGGCUCUUUUCAGAGCCACCAGAAUU

Fig. 1
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SEQ ID NO. 2: R2988 PplLuc

GGGAGAARGCUUACCAUGGAGGACGCCAAGAACAUCAAGAAGGGCCCGGCGCCCUUCUACCCGCUGGAGGACGGE
ACCGCCGGCGAGCAGCUCCACAAGGCCAUGAAGCGGUACGCCCUGGUGCCGGGCACGAUCGCCUUCACCGACGCT
CACAUCGAGGUCGACAUCACCUACGCGGAGUACUUCGAGAUGAGCGUGCGCCUGGCCGAGGCCAUGAAGCGGUAC
GGCCUGAACACCAACCACCGGAUCGUGGUGUGCUCGGAGAACAGCCUGCAGUUCUUCAUGCCGGUGCUGGGCGCC
CUCUUCAUCGGCGUGGCCGUCGCCCCGGCGAACGACAUCUACAACGAGCGGGAGCUGCUGRACAGCAUGGGGAUC
AGCCAGCCGACCGUGGUGUUCGUGAGCAAGAAGGGCCUGCAGAAGAUCCUGAACGUGCAGAAGAAGCUGCCCAUC
AUCCAGAAGAUCAUCAUCAUGGACAGCAAGACCGACUACCAGGGCUUCCAGUCGAUGUACACGUUCGUGACCAGC
CACCUCCCGCCGGGCUUCARCGAGUACGACUUCGUCCCGGAGAGCUUCGACCGGGACAAGACCAUCGCCCUGAUC
AUGAACAGCAGCGGCAGCACCGGCCUGCCGAAGGGGGUGGCCCUGCCGCACCGGACCGCCUGCGUGCGCUUCUCE
CACGCCCGGGACCCCAUCUUCGGCAACCAGAUCAUCCCGGACACCGCCAUCCUGAGCGUGGUGCCGUUCCACCAC
GGCUUCGGCAUGUUCACGACCCUGGGCUACCUCAUCUGCGGCUUCCGGGUGGUCCUGAUGUACCGGUUCGAGGAG
GAGCUGUUCCUGCGGAGCCUGCAGGACUACAAGAUCCAGAGCGCGCUGCUCGUGCCGACCCUGUUCAGCUUCUUC
GCCAAGAGCACCCUGAUCGACAAGUACGACCUGUCGAACCUGCACGAGAUCGCCAGCGEGGGCGCCCCGCUGAGT
AAGGAGGUGGGCGAGGCCGUGGCCAAGCGGUUCCACCUCCCGGGCAUCCGCCAGGGCUACGGCCUGACCGAGACC
ACGAGCGCGAUCCUGAUCACCCCCGAGGGGGACGACAAGCCGGGCGCCGUGGGCAAGGUGGUCCCGUUCUUCGAG
GCCAAGGUGGUGGACCUGGACACCGGCAAGACCCUGGGCGUGAACCAGCGGGGCGAGCUGUGCGUGCGGGGGCCE
AUGAUCAUGAGCGGCUACGUGAACAACCCGGAGGCCACCARACGCCCUCAUCGACAAGGACGGCUGGCUGCACAGT
GGCGACAUCGCCUACUGGGACGAGGACGAGCACUUCUUCAUCGUCGACCGGCUGAAGUCGCUGAUCAAGUACAAG
GGCUACCAGGUGGCGCCGGCCGAGCUGGAGAGCAUCCUGCUCCAGCACCCCARCAUCUUCGACGCCGGCGUGGCC
GGGCUGCCGGACGACGACGCCGGECGAGCUGCCGGCCGCGGUGGUGGUGCUGGAGCACGGCAAGACCAUGACGGAG
AAGGAGAUCGUCGACUACGUGGCCAGCCAGGUGACCACCGCCAAGAAGCUGCGEGGCGGCGUGGUGUUCGUGGAC
GAGGUCCCGAAGGGCCUGACCGGGAAGCUCGACGCCCGGAAGAUCCGCGAGAUCCUGAUCAAGGCCAAGAAGGGT
GGCAAGAUCGCCGUGUGAGGACUAGUUAUAAGACUGACUAGCCCGAUGGGCCUCCCAACGGGCCCUCCUCCCCUC
CUUGCACCGAGAUUAAU
ARAAAAUGCAUCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCARAGGCUCUUUUCAGAGCCACCAGARUU

Fig. 2
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SEQ ID NO. 3: R1626 EGFR/Mucin-1

GGGAGAARAGCUUACCAUGACCCCCGGCACCCAGAGCCCGUUCUUCCUGCUCCUGCUGCUCACGGUGCUGACCGUC
GUGACCGGGAUGCGGCCGAGCGGCACCGCCGGGGCGGCCCUGCUCGCCCUGCUGGCCGCCCUGUGCCCCGCCUCS
CGCGCGCUGGAGGAGAAGARAGGUGUGCCAGGGCACGAGCAACAAGCUGACCCAGCUCGGCACCUUCGAGGACCAC
UUCCUGAGCCUGCAGCGGAUGUUCAACAACUGCGAGGUCGUGCUGGGCAARCCUGGAGAUCACCUACGUGCAGCGG
AACUACGACCUGAGCUUCCUCAAGACCAUCCAGGAGGUGGCCCGCURACGUGCUGAUCGCCCUGAACACCGUGGAG
CGGAUCCCGCUGGAGAACCUGCAGAUCAUCCGGGGCAACAUGUACURCGAGAACAGCUACGCCCUGGCCGUCCUC
AGCAACUACGACGCCAACAAGACGGGGCUGAAGGAGCUGCCGAUGCGGAACCUGCAGGAGAUCCUGCACGGCGEG
GUGCGCUUCUCGAACARACCCGGCCCUGUGCAACGUGGAGAGCAUCCAGUGGCGGGACAUCGUGAGCAGCGACUUC
CUCAGCAACRUGAGCAUGGACUUCCAGAACCACCUGGGCUCGUGCCAGARGUGCGACCCGAGCUGCCCGAACGGL
AGCUGCUGGGGCGCCGGCGAGGAGAACUGCCAGAAGCUGACCARGAUCAUCUGCGCCCAGCAGUGCAGCGGGCGE
UGCCGGGGCAAGAGCCCCAGCGACUGCUGCCACAACCAGUGCGCCGCCGGCUGCACCGGCCCGCGGGAGUCGGAC
UGCCUGGUGUGCCGGAAGUUCCGCGACGAGGCGACCUGCAAGGACACCUGCCCGCCGCUGAUGCUGUACARCCCG
ACCACGUACCAGAUGGACGUGAACCCGGAGGGCAAGUACAGCUUCGGCGCCACCUGCGUCARGARAGUGCCCCCGG
AACUACGUGGUGACCGACCACGGGAGCUGCGUGCGGGCCUGCGGCGCCGACAGCUACGAGAUGGAGGAGGACGGL
GUGCGGAAGUGCAAGAAGUGCGAGGGCCCGUGCCGGAAGGUGUGCARCGGCAUCGGCAUCGGGGAGUUCAAGGAC
AGCCUCAGCAUCARCGCCACCAACAUCAAGCACUUCAAGAACUGCACCUCGAUCAGCGGCGACCUGCACAUCCUG
CCGGUCGCCUUCCGGGGCGACAGCUUCACCCACACGCCGCCGCUGGACCCGCAGGAGCUGGACAUCCUGAAGACC
GUGAAGGAGAUCACCGGCUUCCUCCUGAUCCAGGCGUGGCCCGAGAACCGCACCGACCUGCACGCCUUCGAGAAC
CUGGAGAUCARUCCGGGGCCGGACCAAGCAGCACGGCCAGUUCAGCCUGGCCGUGGUGAGCCUGAACAUCACCAGC
CUCGGGCUGCGGUCGCUGAAGGAGARUCAGCGACGGCGACGUGAUCAUCAGCGGCAACAAGAACCUGUGCUACGCC
AACACGAUCAACUGGAAGAAGCUGUUCGGCACCAGCGGCCAGAAGACCAAGAUCAUCAGCAACCGGGGCGAGAAC
AGCUGCAAGGCCACCGGGCAGGUGUGCCACGCCCUGUGCUCGCCGGAGGGCUGCUGGGGCCCGGAGCCGCGGGAC
UGCGUCAGCUGCCGCARCGUGAGCCGEGGCCGCEGAGUGCGUGGACAAGUGCAACCUCCUGGAGGGCGAGCCGLGE
GAGUUCGUGGAGAACAGCGAGUGCAUCCAGUGCCACCCGGAGUGCCUGCCCCAGGCGAUGAACAUCACCUGCACT
GGCCGGGGGCCCGACAACUGCAUCCAGUGCGCCCACUACAUCGACGGCCCGCACUGCGUGAAGACGUGCCCGGLC
GGCGUGAUGGGCGAGAACAACACCCUGGUCUGGAAGUACGCCEGACGCCGGCCACGUGUGCCACCUGUGCCACCCG
AACUGCACCUACGGCUGCACCGGGCCGGGECCUGGAGGGCUGCCCCACCAACGGCCCGAAGAUCCCGAGCAUCGCT
ACCGGCAUGGUGGGCGCGCUCCUGCUGCUGCUGGUGGUGGCCCUGGGGAUCGGCCUCUUCAUGCGGCGCCGGCAC
AUCGUGCGGAAGCGGACGCUGCGGCGGCUGCUGCAGGAGCGCGAGCUGGUCGAGCCGCUGACCCCGAGCGGCGAG
GCCCCGAACCAGGCCCUCCUGCGGAUCCUGAAGGAGACCGAGUUCAAGARGAUCAAGGUGCUGGGCUCGGGCGCT
UUCGGCACCGUGUACAAGGGGCUGUGGAUCCCCGAGGGCGAGAAGGUGARGAUCCCGGUGGCCAUCARGGAGCUG
CGGGAGGCGACCAGCCCGARGGCCAACAAGGAGAUCCUCGACGAGGCCUACGUGAUGGCCAGCGUCGACAACCCG
CARCGUGUGCCGGCUGCUGGGCAUCUGCCUGACCAGCACGGUGCAGCUGAUCACCCAGCUGAUGCCGUUCGGCUGL
CUCCUGGACUACGUGCGGGAGCACAAGGACAACAUCGGCAGCCAGUACCUGCUGAACUGGUGCGUGCAGAUCGCT

Fig. 3
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AAGGGCAUGAACUACCUGGAGGACCGGCGCCUGGUGCACCGGGACCUCGCCGCGCGGAACGUCCUGGUGAAGACC
CCGCAGCACGUGAAGAUCACCGACUUCGGGCUGGCCAAGCUGCUGGGCGCCGAGGAGAAGGAGUACCACGCCGAG
GGCGGCAAGGUGCCCAUCAAGUGGAUGGCCCUGGAGAGCAUCCUCCACCGGAUCUACACCCACCAGUCGGACGUG
UGGAGCUACGGCGUGACCGUCUGGGAGCUGAUGACGUUCGGCAGCAAGCCGUACGACGGGAUCCCGGCCAGCGAG
AUCAGCAGCAUCCUGGAGAAGGGCGAGCGGECUGCCGCAGCCGCCGAUCUGCACCAUCGACGUGUACAUGAUCAUG
GUGAAGUGCUGGAUGAUCGACGCGGACUCGCGGCCCAAGUUCCGCGAGCUGAUCAUCGAGUUCAGCAAGAUGGCC
CGGGACCCGCAGCGGUACCUGGUGAUCCAGGGCGACGAGCGGAUGCACCUCCCGAGCCCGACCGACAGCAACUUC
UACCGGGCCCUGAUGGACGAGGAGGACAUGGACGACGUGGUGGACGCCGACGAGUACCUGAUCCCGCAGCAGGGC
UUCUUCAGCAGCCCGUCGACCAGCCGGACCCCCCUGCUGAGCAGCCUGAGCGCCACCAGCAACAACUCGACGGUC
GCCUGCAUCGACCGCAACGGCCUCCAGAGCUGCCCCAUCAARGGAGGACAGCUUCCUGCAGCGGUACAGCAGCGAC
CCGACCGGCGCGCUGACCGAGGACAGCAUCGACGACACCUUCCUGCCGGUGCCGGAGUACAUCAACCAGUCGGUG
CCGAAGCGGCCCGCCGGGAGCGUGCAGAACCCGGUGUACCACARCCAGCCGCUGAACCCGGCCCCGAGCCGGGAC
CCGCACUACCAGGACCCCCACAGCACCGCCGUGGGCAACCCGGAGUACCUGAACACCGUCCAGCCGACGUGCGUG
AACAGCACCUUCGACAGCCCGGCCCACUGGGCCCAGAAGGGCUCGCACCAGAUCAGCCUCGACAACCCGGACUAC
CAGCAGGACUUCUUCCCGAAGGAGGCGAAGCCCAACGGCAUCUUCAAGGGCAGCACCGCCGAGAACGCCGAGUAC
CUGCGGGUGGCCCCGCAGAGCAGCGAGUUCAUCGGCGCCUCCGGCCACGCCAGCUCCACCCCCGGGGGCGAGAAG
GAGACGAGCGCCACCCAGCGGUCCAGCGUGCCCUCCAGCACCGAGAAGAACGCGGUCUCCAUGACCAGCUCCGUG
CUGAGCUCCCACAGCCCCGGGUCCGGCAGCUCCACGACCCAGGGCCAGGACGUGACCCUCGCCCCGGCCACCGAG
CCCGCCAGCGGGUCCGCCGCEACGUGGGGCCAGGACGUCACCAGCGUGCCCGUGACCCGCCCCGCCCUGGEGAGT
ACCACGCCGCCCGCCCACGACGUCACCUCCGCCCCCGACAACAAGCCCGCGCCGGGCAGCACCGCCCCCCCCGLT
CACGGGGUGACCUCCGCCCCCGACACGCGGCCGGCCCCCGGCAGCACCGCGCCCCCCGCCCACGGCGUGACCUCT
GCCCCGGACACCCGCCCCEGCLCCCGECAGCACCGCCCCCCCCGCCCACGGGGUGACCUCCGLCCCGCACACGLEE
CCCGCCCCCGGCAGCACCGCCCCGCCCGCCCACGGCGUCACGUCCGCGCCCGACAACCGCCCCGCCCUGGGGAGT
ACCGCCCCGCCCGUGCACAACGUGACCUCCGCCAGCGGCUCCGCGAGCGGGUCCCCCAGCACCCUCGUCCACAAC
GGCACGUCCGCCCGGGCCACCACCACCCCCGCCAGCAAGUCCACGCCCUUCAGCAUCCCGUCCCACCACAGCGAC
ACCCCCACCACCCUGGCGUCCCACAGCACGAAGACCCACGCCUCCAGCACCCACCACUCCAGCGUGCCCCCGLUG
ACCAGCUCCAACCACAGCACGUCCCCGCAGCUCAGCACCGGGGUGUCCUUCUUCUUCCUGAGCUUCCACAUCUCT
AACCUGCAGUUCAACAGCUCCCUCGAGGACCCCAGCACCGACUACUACCAGGAGCUGCAGCGGGACAUCUCCGAG
AUGUUCCUGCAGAUCUACAAGCAGGGCGGCUUCCUCGGGCUGAGCAACAUCAAGUUCCGCCCCGGCUCCGUCGUG
GUGCAGCUGACCCUCGCCUUCCGGGAGGGGACGAUCAACGUCCACCGACGUGGAGACCCAGUUCAACCAGUACAAG
ACCGAGGCCGCCAGCCGCUACAACCUGACCAUCUCCGACGUGAGCGUCUCCGACGUGCCCUUCCCGUUCAGCGLG
CAGUCCGGCGCCGGCGUGCCCGGGGCCGUGUGCCTAGUGCCGGCGCARGAACUACGGGCAGCUCGACAUCUUCCCC
GCCCGGGACACGUACCACCCGAUGAGCGAGUACCCGACCUACCACACCCACGGCCGCUACGUCCCCCCCAGCUCT
ACCGACCGGAGCCCCUACGAGAAGGUGUCCGCCGGGAACGGCGGCAGCUCCCUGAGCUACACCAACCCGGCGGUG
GCCGCCGCCUCCGCCAACCUGGAGGACCAGGUGGACCCCCGGCUGAUCGACGGCAAGUGAGGACUAGUUAUAAGA
CUGACUAGCCCGAUGEGCCUCCCAACGGGCCCUCCUCCCCUCCUUGCACCGAGAUUAAUAAARAAARARRARARAA
UAUUCCCCCCCCCCCeececcccecee

CCCCCCCUCUAG

Fig. 3 continuacion
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SEQ ID NO. 4: R2025

GGGAGAAAGCUCAAGCUUAUCCAAGUAGGCUGGUCACCUGUACAACGUAGCCGGUAULUDUUUULULUULULULUOUY
UUUGACCGUCUCAAGGUCCARGUUAGUCUGCCUAUAAAGGUGCGGAUCCACAGCUGAUGAAAGACUUGUGCGGUA
CGGUUAAUCUCCCCUUUUUUUUGUUUUUUUUUUUUAGUARAUCCGUCUACUGAAUCCAGCGAUGAUGCUGGCCCA
GAUCUUCGACCACAAGUGCAUAUAGUAGUCAUCGAGGGUCGCCUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUGGCCCAGUU
CUGAGACUUCGCUAGAGACUACAGUUACAGCUGCAGUAGUAACCACUGCGGCUAUUGCAGGAAAUCCCGUUCAGG
U0U0UU0LUUUUUUUUUUUUUUCCGCUCACUAUGAUUAAGAACCAGGUGGAGUGUCACUGCUCUCGAGGUCUCACG
AGAGCGCUCGAUACAGUCCUUGGAAGAAUCUUUULUUUDUUUUUUUUUUUUUGUGCGACGAUCACAGAGAACUUC
UAUUCAUGCAGGUCUGCUCUAG

Fig. 4
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Terminacion cap co-transcripcional
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R2988: Rendimiento ARN (mg/ml)
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R1626: Rendimiento ARN (mg/ml)
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SEQ ID NO. 6:

GGGGCGCUGCCUACGGAGGUGGCAGCCAUCUCCUUCUCGGCAUCAAGCUUACCAUGAAGG
CCAUCCUGGUGGUCCUCCUGUACACCUUCGCCACCGCGAACGCCGACACGCUGUGCAUCG
GCUACCACGCCAACAACAGCACCGACACCGUGGACACCGUGCUCGAGAAGAACGUCACGG
UGACCCACUCCGUGAACCUGCUGGAGGACAAGCACAACCGGAAGCUCUGCARGCUGCGGE
GCGUCGCCCCGCUGCACCUCGGGAAGUGCAACAUCGCCGGCUGGAUCCUGGGGAACCCGG
AGUGCGAGAGCCUGUCCACCGCGAGCUCCUGGAGCUACAUCGUGGAGACCUCCAGCUCCG
ACAACGGCACGUGCUACCCCGGCGACUUCAUCGACUACGAGGAGCUCCGCGAGCAGCUGA
GCUCCGUGAGCUCCUUCGAGCGGUUCGAGAUCUUCCCCAAGACCAGCUCCUGGCCCAACC
ACGACAGCAACAAGGGGGUCACCGCCGCCUGCCCGCACGCCGGCGCGAAGUCCUUCUACA
AGAACCUGAUCUGGCUCGUGAAGRAGGGGAACAGCUACCCCAAGCUGUCCAAGAGCUACA
UCAACGACAAGGGCAAGGAGGUGCUGGUCCUCUGGGGGAUCCACCACCCCAGCACCUCCG
CCGACCAGCAGAGCCUGUACCAGAACGCCGACGCCUACGUGUUCGUGGGCUCCAGCCGCU
ACUCCAAGAAGUUCAAGCCCGAGAUCGCCAUCCGGCCGAAGGUCCGCGACCAGGAGGGCC
GGAUGAACUACUACUGGACGCUGGUGGAGCCCGGGGACAAGAUCACCUUCGAGGCGACCG
GCAACCUCGUGGUCCCCCGCUACGCCUUCGCCAUGGAGCGGANCGCCGGGAGCGGCAUCA
UCAUCUCCGACACCCCCGUGCACGACUGCAACACGACCUGCCAGACCCCGAAGGGCGCCA
UCAACACCAGCCUGCCCUUCCAGAACAUCCACCCCAUCACGAUCGGGAAGUGCCCCAAGU
ACGUGAAGUCCACCAAGCUGCGCCUCGCGACCECGCCUGCGGRAACGUCCCGAGCAUCCAGU
CCCGCGGGCUGUUCGGCGCCAUCGCCGGGUUCAUCGAGGGCGGCUGGACCGGGAUGGUGG
ACGGCUGGUACGGGUACCACCACCAGAACCGAGCAGGGCAGCGGGUACGCCGCCGACCLCA
AGUCCACGCAGAACGCGAUCGACGAGAUCACCAACAAGGUGAACAGCGUCAUCGAGAAGA
UGAACACCCAGUUCACCGCCGUGGGCAAGGAGUUCAACCACCUGGAGARGCGGAUCGAGA
ACCUGAACARAGAAGGUCGACGACGGCUUCCUCGACAUCUGGACGUACARCGCCGAGCUGC
UGGUGCUCCUGGAGAACGAGCGCACCCUGGACUACCACGACUCCAACGUGAAGAACCUCU
ACGAGAAGGUCCGGAGCCAGCUGAAGAACAACGCCAAGGAGAUCGGGAACGGCUGCUUCG
AGUUCUACCACAAGUGCGACAACACCUGCAUGGAGUCCGUGAAGAACGGGACCUACGACY
ACCCCAAGUACAGCGAGGAGGCCAAGCUGAACCGCGAGGAGAUCGACGGCGUGAAGCUCG
AGUCCACGCGGAUCUACCAGAUCCUGGCGAUCUACAGCACCGUCGCCAGCUCCCUGGUGC
UCGUGGUCAGCCUGGGGGCCAUCUCCUUCUGGAUGUGCAGCAACGGCUCCCUGCAGUGCC
GCAUCUGCAUCUGACCACUAGUGCAUCACAUUUAAAAGCAUCUCAGCCUACCAUGAGAAU
AAGAGAAAGAAAAUGAAGAUCARAUAGCUUAUUCAUCUCUUUUUCUUUUUCGUUGGUGUARA
AGCCAACACCCUGUCUARAAAACAUAAAUUUCUUUAARUCAUUUUGCCUCUUUUCUCUGUG
CUUCAAUUAAUAAAAAAUGGAAAGAACCUAGAUCUAARAAARAARARAAARAAARARALAR
ARAARAAAAARAAAAAAAMARAANAAAAARAARAAARAAAUGCAUCCCCCCCCCCCCCCCC
CCCCCCCCCCCCCCCARAGGCUCUUUUCAGAGCCACCAGAAUU

Fig. 20
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Transcripcion 91140 (H1N1) Biorreactor

9,00
8,00 -

7,00

6,00

5,00

4,00

Crua (8/L)

3,00

2,00 +

1,00

0,00

0,5 1 1.5 2
tiempo (h)

——P1140-TS(1)
—=-P1140-T5(2)
—+—P1140-TS(3)
—u—P1140-TS(4)

Fig. 21

66



ES 2727776 T3

—L.

-(T)SL

30004

o
o
o
™~
(o

—

LI4) I4W

o
c
o
-
9

Fig. 22

67



ES 2727776 T3

-

:

“I6riz TS1

3001

200
1001

(ru/6d) 9-71

154

T
o 0 o
-

(jw/6d) 0T12XD

501

jw/6d g2

Fig. 23

68



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos



