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DESCRIPCIÓN

Secuencias UTR 3' para la estabilización del ARN

El uso del ARN ofrece una alternativa atractiva respecto al ADN para sortear los riesgos potenciales de seguridad5
relacionados con el uso terapéutico del ADN. El ARN transcrito In vitro (IVT-ARN) es de particular interés en los enfoques
terapéuticos. Las ventajas de un uso terapéutico del ARN incluyen la expresión transitoria y un carácter no transformante.
El ARN no necesita ingresar al núcleo para expresarse y, además, no puede integrarse en el genoma del huésped, de
esta manera elimina el riesgo de oncogénesis. Cuando se usa para la vacunación, la inyección del ARN puede inducir
respuesta inmunitaria celular y humoral in vivo. Sin embargo, el uso del ARN para aplicaciones clínicas es muy restringido,10
especialmente por la corta vida media del ARN.

Los vectores IVT pueden usarse de manera estandarizada como molde para la transcripción in vitro. Tales vectores IVT
pueden tener la siguiente estructura: un promotor 5' de la ARN polimerasa que permite la transcripción del ARN, seguido
de un gen de interés que está flanqueado 3' y/o 5' por regiones no traducidas (UTR), y un casete de poliadenilo 3' que15
contiene nucleótidos de A. Antes de la transcripción in vitro el plásmido circular se linealiza en dirección 3' del casete de
poliadenilo mediante enzimas de restricción de tipo II (la secuencia de reconocimiento corresponde al sitio de escisión).
Por lo tanto, el casete de poliadenilo corresponde a la secuencia de poli(A) posterior en el transcrito.

Las células dendríticas inmaduras humanas (hiDC) se usan ampliamente para desarrollar y mejorar las inmunoterapias20
para el tratamiento del cáncer. Las hiDC cargadas con el ARNm transcrito in vitro (IVT), que codifica un antígeno tumoral
específico (TA), pueden inducir una respuesta antitumoral eficaz. Sin embargo, un requisito previo para una respuesta
inmunitaria eficaz, mediante el uso de vacunas contra el cáncer basadas en ARN, es la alta estabilidad y la eficiencia de
la traducción del ARN. Ambas pueden mejorarse mediante modificaciones estructurales del 5'-CAP, la cola 3' poli(A), así
como también las regiones no traducidas (UTR) en 5' y 3'. Los elementos de secuencia dentro de las UTR afectan la25
eficiencia de la traducción (principalmente 5'-UTR) y la estabilidad del ARN (principalmente UTR-3').

En trabajos anteriores demostramos que dos copias consecutivas de la UTR-3' de beta-globina humana (ahora llamada
2hBg; además, anteriormente 2βgUTR) contribuyen a una mayor estabilidad de la transcripción y eficiencia de la
traducción (Holtkamp (2006) Blood 108:4009-4017). Sin embargo, la presencia de dos copias idénticas de la secuencia30
UTR-3' de la beta-globina humana en el ADN plasmídico, que finalmente se usa como molde para la transcripción del
ARN in vitro conlleva el riesgo de recombinación durante su propagación en E. coli. De manera similar, cualquier enfoque
de clonación, especialmente mediante el uso de amplificación basada en PCR, es muy difícil. Lo mismo es cierto para la
amplificación basada en PCR de la región que codifica el ARN de 2hBg en el extremo 3' para usarse como molde para la
transcripción in vitro, porque aquí se han observado errores de hibridación, que conducen a la omisión de una copia de35
UTR-3' de la beta-globina humana. Para evitar estos problemas, buscamos identificar secuencias novedosas que tengan
un efecto estabilizador en el ARNm transcrito in vitro al menos similar a, idealmente incluso mejor que, la secuencia de
2hBg.

Xia y otros (International Journal of Molecular Medicine, 2013, 31(5):1081-1086) se refiere al gen "Potenciador de la40
Separación del Amino Terminal" (AES).

El objeto de la presente invención fue proporcionar ARN con aumento de la estabilidad y/o eficiencia de la traducción y
los medios para obtener tal ARN. Debería ser posible obtener mayores grados de expresión mediante el uso de dicho
ARN en la terapia.45

Este objeto se logra de acuerdo con la invención mediante el contenido de las reivindicaciones.

La presente invención se refiere a la estabilización del ARN, en particular el ARNm, y un aumento en la traducción del
ARNm. La presente invención se refiere particularmente a una modificación del ARN, en particular del ARN transcrito in50
vitro, que resulta en un aumento de la estabilidad del transcrito y/o de la eficiencia de la traducción.

De acuerdo con la invención, se demostró que determinadas secuencias en la región no traducida en 3' (UTR) de una
molécula de ARN mejoran la estabilidad y la eficiencia de la traducción.

55
Mediante el uso del ARN modificado de acuerdo con la invención en la transfección de células dendríticas (DC), será
posible, por ejemplo, aumentar la densidad de complejos de péptido/MHC específicos de antígeno sobre las células
transfectadas y su capacidad para estimular y expandir las células T CD4+ y CD8+ específicas para un antígeno. Por lo
tanto, la invención, en una modalidad, se refiere a una estrategia para optimizar las vacunas de ARN para transfectar DC
o vacunas de DC transfectadas con ARN mediante el uso de ARN que se ha modificado por las modificaciones del ARN60
descritas de acuerdo con la invención.

De acuerdo con la invención, la modificación, y de esta manera la estabilización y/o el aumento en la eficiencia de la
traducción, del ARN se logra, preferentemente, mediante la modificación genética de los vectores de expresión que,
preferentemente, sirven como molde para la transcripción del ARN in vitro. Estos vectores de expresión permiten la65
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transcripción del ARN con una región no traducida en 3' descrita de acuerdo con la invención, y, preferentemente, entre
la secuencia codificante de un péptido o proteína (marco abierto de lectura) y la secuencia de poli(A).

Estos vectores pueden permitir, además, la transcripción del ARN con una secuencia de poli(A) que, preferentemente,
tiene un extremo abierto en dicho ARN, es decir, no hay nucleótidos distintos de los nucleótidos A que flanquean dicha5
secuencia de poli(A) en su extremo 3'. Puede lograrse una secuencia de poli(A) de extremo abierto en el ARN mediante
la introducción de un sitio de escisión de restricción de tipo IIS en un vector de expresión que permite transcribir el ARN
bajo el control de un promotor de la ARN polimerasa 5' y que contiene un casete de poliadenilo, en donde la secuencia
de reconocimiento se ubica en dirección 3' del casete de poliadenilo, mientras que el sitio de escisión se ubica en dirección
5' y, por lo tanto, dentro del casete de poliadenilo. La escisión por restricción en el sitio de escisión por restricción de tipo10
IIS permite que un plásmido se linealice dentro del casete de poliadenilo. El plásmido linealizado puede usarse después
como molde para la transcripción in vitro, el transcrito resultante termina en una secuencia de poli(A) expuesta. Además,
una interrupción opcional del casete de poliadenilo 3' por una secuencia de nucleótidos aleatoria, con una distribución
igual de los 4 nucleótidos (enlazador), aumenta la estabilidad del casete de poliadenilo 3' en E. coli.

15
Resumen de la invención

En un aspecto, la invención se refiere a una molécula de ácido nucleico como se definió en la reivindicación 1 adjunta.

En una modalidad, la secuencia de ácido nucleico (c-8) comprende una combinación de (c-4) y (c-6). En una modalidad,20
(c-4) se ubica 5' respecto a (c-6). En una modalidad, la combinación de (c-4) y (c-6) comprende la secuencia de ácido
nucleico de la SEQ ID NO: 174, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico
que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico.

En una modalidad, la molécula de ácido nucleico de la invención comprende además (d) una secuencia de ácido nucleico25
que, cuando se transcribe bajo el control del promotor (a), codifica para una secuencia de ácido nucleico que es una
secuencia de poliadenilo que opcionalmente comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o
más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los nucleótidos A. En una modalidad, dicha
secuencia de poliadenilo comprende al menos 20 nucleótidos A, preferentemente al menos 40, al menos 80, al menos
100 o al menos 120 nucleótidos A, preferentemente nucleótidos A consecutivos. En una modalidad, dicha secuencia de30
uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los nucleótidos A es una secuencia,
preferentemente, una secuencia arbitraria, de 2 o más nucleótidos consecutivos, en donde el primer y el último nucleótido
de dicha secuencia de 2 o más nucleótidos consecutivos es un nucleótido distinto de un nucleótido A. En una modalidad,
dicha secuencia de ácido nucleico (d) es una secuencia de ácido nucleico que, cuando se transcribe bajo el control del
promotor (a), codifica para una secuencia de ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende dentro35
de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos
de los nucleótidos A y que exhiben una mayor estabilidad tras la propagación de dicha molécula de ácido nucleico en
Escherichia coli en comparación con una molécula de ácido nucleico que comprende en lugar de dicha secuencia de
ácido nucleico (d) una secuencia de ácido nucleico (d)' que, cuando se transcribe bajo el control del promotor (a), codifica
para una secuencia de poliadenilo de la misma longitud que dicha secuencia de ácido nucleico que es una secuencia de40
poliadenilo que comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos
que contienen nucleótidos distintos de nucleótidos A. En una modalidad, dicha secuencia de ácido nucleico que es una
secuencia de poliadenilo que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o
más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los nucleótidos A, comprende al menos 80
nucleótidos, preferentemente, al menos 90 o 100 nucleótidos. En una modalidad, dicha secuencia de ácido nucleico, que45
es una secuencia de poliadenilo, que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de
uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de nucleótidos A comprende al menos 90
nucleótidos, preferentemente al menos 100 nucleótidos, preferentemente al menos 110 nucleótidos. En una modalidad,
dicha secuencia de ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende opcionalmente dentro de la
secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de50
los nucleótidos A comprende aproximadamente 120 nucleótidos. En modalidades particulares, dicha secuencia de ácido
nucleico que es una secuencia de poliadenilo, que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una
secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de nucleótidos A, comprende hasta
200, preferentemente hasta 150, y, en particular, hasta 130 nucleótidos. En una modalidad, al menos 90 %,
preferentemente al menos 92 %, preferentemente al menos 95 %, 97 % o 98 % de los nucleótidos de dicha secuencia de55
ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que opcionalmente comprende dentro de la secuencia de poliadenilo
una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los nucleótidos A son
nucleótidos A en dicha secuencia de poliadenilo (sin incluir los nucleótidos A en dicha secuencia de uno o más nucleótidos
consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los nucleótidos A).

60
En una modalidad, dicha secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los
nucleótidos A se ubica dentro de una región desde la posición 21 a la posición 80, preferentemente desde la posición 21
a la posición 60, con mayor preferencia desde la posición 31 a la posición 50 de dicha secuencia de poliadenilo.

En una modalidad, dicha secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los65
nucleótidos A está precedida por al menos 20 residuos A, preferentemente al menos 30, 40 o 50 residuos A en dicha
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secuencia de poliadenilo. En modalidades particulares, dicha secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que
contienen nucleótidos distintos de nucleótidos A está precedida por hasta 80 residuos A, preferentemente hasta 70 o 60
residuos A en dicha secuencia de poliadenilo.

En una modalidad, dicha secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los5
nucleótidos A es seguida por al menos 20 residuos A, preferentemente al menos 30, 40, 50, 60 o 70 residuos A en dicha
secuencia de poliadenilo. En modalidades particulares, dicha secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que
contienen nucleótidos distintos de los nucleótidos A es seguida por hasta 100 residuos A, preferentemente hasta 80
residuos A en dicha secuencia de poliadenilo.

10
En una modalidad, dicha secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los
nucleótidos A está precedida por 20 a 50, preferentemente 30 a 40 residuos A en dicha secuencia de poliadenilo y es
seguida por 30 a 80, preferentemente 40 a 70 residuos A en dicha secuencia de poliadenilo.

En una modalidad, dicha secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los15
nucleótidos A tiene una longitud de al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 8, preferentemente al
menos 10, con mayor preferencia al menos 15 nucleótidos.

En una modalidad, dicha secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de
nucleótidos A tiene una longitud de no más de 50, preferentemente no más de 30, con mayor preferencia no más de 2020
nucleótidos.

En una modalidad, dicha secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los
nucleótidos A no comprende más de 3, preferentemente no más de 2, preferentemente no hay residuos A consecutivos.

25
En una modalidad, las secuencias de ácido nucleico (b), (c) y (d) bajo el control del promotor (a) pueden transcribirse para
dar un transcrito común. En una modalidad, las secuencias de ácido nucleico transcritas a partir de las secuencias de
ácido nucleico (c) y opcionalmente (d) son activas para aumentar la eficiencia de traducción y/o la estabilidad de la
secuencia de ácido nucleico transcrita a partir de la secuencia de ácido nucleico transcribible (b).

30
En una modalidad, en el transcrito dicha secuencia de ácido nucleico, que es una secuencia de poliadenilo que comprende
opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen
nucleótidos distintos de los nucleótidos A, se ubica en el extremo 3'.

En una modalidad, la molécula de ácido nucleico de la invención es una molécula de ADN. En una modalidad, dicha35
molécula de ácido nucleico es un vector de expresión o plásmido tal como un vector IVT.

En una modalidad, la molécula de ácido nucleico de la invención es una molécula circular cerrada o una molécula lineal.

En una modalidad, la secuencia de ácido nucleico transcribible comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica40
para un péptido o proteína y la secuencia de ácido nucleico para introducir una secuencia de ácido nucleico transcribible
es un sitio de clonación múltiple.

En una modalidad, la molécula de ácido nucleico de la invención comprende, además, uno o más miembros seleccionados
del grupo que consiste en: (i) un gen reportero; (ii) un marcador de selección; y (iii) un origen de replicación.45

En una modalidad, la molécula de ácido nucleico de la invención es adecuada, en particular después de la linealización,
para la transcripción del ARN in vitro, en particular el ARNm.

Antes de la transcripción in vitro, los vectores circulares de IVT generalmente se linealizan en dirección 3' del casete de50
poliadenilo mediante enzimas de restricción de tipo II (la secuencia de reconocimiento corresponde al sitio de escisión).
Por lo tanto, el casete de poliadenilo corresponde a la secuencia de poli(A) posterior en el transcrito. Como un resultado
de este procedimiento, algunos nucleótidos permanecen como parte del sitio de escisión enzimática después de la
linealización y extienden o enmascaran la secuencia de poli(A) en el extremo 3'. Sin embargo, se descubrió que el ARN
que tiene una secuencia poli(A) de extremo abierto se traduce de manera más eficiente que el ARN que tiene una55
secuencia poli(A) con un terminal enmascarado.

En consecuencia, las moléculas de ácido nucleico de la invención cuando se usan como vectores de expresión permiten,
preferentemente, la transcripción del ARN con una secuencia de poli(A) que, preferentemente, tiene un extremo abierto
en dicho ARN, es decir, no hay nucleótidos distintos de los nucleótidos A que flanquean dicha secuencia de poli(A) en su60
extremo 3'. Una secuencia de poli(A) de extremo abierto en el ARN puede lograrse mediante la introducción de un sitio
de escisión de restricción de tipo IIS en un vector de expresión que permite transcribir el ARN bajo el control de un
promotor 5' de la ARN polimerasa y que contiene un casete de poliadenilo, en donde la secuencia de reconocimiento se
ubica en dirección 3' del casete de poliadenilo, mientras que el sitio de escisión se ubica en dirección 5' y, por lo tanto,
dentro del casete de poliadenilo. La escisión por restricción en el sitio de escisión por restricción de tipo IIS permite que65
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un plásmido se linealice dentro del casete de poliadenilo. El plásmido linealizado puede usarse después como molde para
la transcripción in vitro, el transcrito resultante termina en una secuencia de poli(A) expuesta.

En consecuencia, en una modalidad, se prefiere que la molécula de ácido nucleico de la invención pueda escindirse,
preferentemente enzimáticamente o de otra manera bioquímica, dentro de la secuencia de ácido nucleico (d) de tal manera5
que dicha escisión resulte en una molécula de ácido nucleico que comprende, en la dirección de transcripción 5' → 3', el
promotor (a), las secuencias de ácido nucleico (b) y (c), y al menos una parte de la secuencia de ácido nucleico (d), en
donde la al menos una parte de la secuencia de ácido nucleico (d), cuando se transcribe bajo el control del promotor (a),
codifica para dicha secuencia de ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende opcionalmente
dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos10
distintos de los nucleótidos A y en donde en el transcrito el nucleótido terminal 3' es un nucleótido A de dicha secuencia
de ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de
poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los nucleótidos
A.

15
Preferentemente, después de la escisión, la molécula de ácido nucleico, en el extremo de la cadena que sirve como molde
para la secuencia de ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende opcionalmente dentro de la
secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de
los nucleótidos A, tiene un nucleótido T que es parte de la secuencia de ácido nucleico que sirve como molde para la
secuencia de ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que opcionalmente comprende dentro de la secuencia20
de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los
nucleótidos A.

La molécula de ácido nucleico de la invención es, preferentemente, una molécula circular cerrada antes de la escisión y
una molécula lineal después de la escisión.25

Preferentemente, la escisión se realiza con la ayuda de un sitio de escisión de restricción que es, preferentemente, un
sitio de escisión de restricción para una endonucleasa de restricción de tipo IIS.

En una modalidad, la secuencia de reconocimiento para la endonucleasa de restricción de tipo IIS se ubica en 5-26 pares30
de bases, preferentemente 24-26 pares de bases, en dirección 3' del extremo 3' de la secuencia de ácido nucleico (d).

En una modalidad, una molécula de ácido nucleico de acuerdo con la invención está en una conformación circular cerrada
y, preferentemente, adecuada para la transcripción del ARN vitro, en particular el ARNm, en particular después de la
linealización.35

En aspectos adicionales, la invención se refiere al ARN que se obtiene mediante la transcripción, preferentemente, la
transcripción in vitro, como se definió en la reivindicación 8 adjunta.

Por lo tanto, la invención en un aspecto se refiere al ARN como se definió en la reivindicación 9 adjunta.40

En una modalidad, el ARN comprende además (d) una secuencia de ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo
que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos
consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los nucleótidos A. En una modalidad, dicha secuencia de ácido
nucleico (d) se ubica en el extremo 3' de dicho ARN.45

En una modalidad, las secuencias de ácido nucleico (c) y, opcionalmente, (d) son activas para aumentar la eficiencia de
traducción y/o la estabilidad de la secuencia de ácido nucleico que codifica para un péptido o proteína.

En una modalidad, el ARN comprende además (e) un casquete 5'.50

Las modalidades de la región no traducida en 3' y la secuencia de ácido nucleico, que es una secuencia de poliadenilo
que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos
consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los nucleótidos A, son como se describió anteriormente para las
moléculas de ácido nucleico de la invención.55

En un aspecto adicional, la invención se refiere a un método para obtener ARN como se definió en la reivindicación 12
adjunta.

En un aspecto adicional, la invención se refiere a un método para obtener un péptido o proteína como se definió en la60
reivindicación 13 adjunta.

En una modalidad, el método para obtener el ARN o el método para obtener un péptido o proteína comprende además,
antes de la transcripción de la molécula de ácido nucleico, la escisión de la molécula de ácido nucleico.

65
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En un aspecto adicional, la invención se refiere a un método para obtener ARN como se definió en la reivindicación 15
adjunta.

En una modalidad, el método comprende además el acoplamiento de una secuencia de ácido nucleico (c) que, cuando
se transcribe, codifica para una secuencia de ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que opcionalmente5
comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen
nucleótidos distintos de nucleótidos A, en el extremo 3' de la secuencia de ácido nucleico (b).

En una modalidad, las secuencias de ácido nucleico (a), (b), y (c) pueden transcribirse para proporcionar un transcrito
común en el que las secuencias de ácido nucleico transcritas a partir de las secuencias de ácido nucleico (b) y,10
opcionalmente, (c) son activas para aumentar la eficiencia de la traducción y/o la estabilidad de la secuencia de ácido
nucleico transcrita a partir de la secuencia de ácido nucleico transcribible (a).

Las modalidades de la región no traducida en 3' y la secuencia de ácido nucleico, que es una secuencia de poliadenilo
que comprende opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos15
consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los nucleótidos A, son como se describió anteriormente para las
moléculas de ácido nucleico de la invención.

En un aspecto adicional, la invención se refiere a un método para obtener un péptido o proteína como se definió en la
reivindicación 17 adjunta.20

En una modalidad de cualquiera de los métodos de la invención, la transcripción se realiza in vitro.

En una modalidad, el método para obtener el ARN o el método para obtener un péptido o proteína comprende además,
antes de la transcripción de la molécula de ácido nucleico, la escisión de la molécula de ácido nucleico.25

En una modalidad, la escisión está dentro de la secuencia de ácido nucleico que, cuando se transcribe, codifica para una
secuencia de ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que opcionalmente comprende dentro de la secuencia
de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los
nucleótidos A, de manera que la transcripción del ácido nucleico que se obtiene de esta manera genera un transcrito que30
tiene en su extremo terminal 3' dicha secuencia de ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que opcionalmente
comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen
nucleótidos distintos de nucleótidos A, en donde el nucleótido terminal 3' de dicho transcrito es un nucleótido A de la
secuencia de ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende opcionalmente dentro de la secuencia
de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los35
nucleótidos A.

En todos los aspectos de los métodos de acuerdo con la invención, la escisión se realiza, preferentemente, con la ayuda
de un sitio de escisión de restricción que es, preferentemente, un sitio de escisión de restricción para una endonucleasa
de restricción de tipo IIS.40

En una modalidad, la secuencia de reconocimiento para la endonucleasa de restricción de tipo IIS es de 5-26 pares de
bases, preferentemente, 24-26 pares de bases, en dirección 3' del extremo 3' de la secuencia de ácido nucleico que,
cuando se transcribe, codifica para una secuencia de ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo que comprende
opcionalmente dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen45
nucleótidos distintos de los nucleótidos A.

La invención se refiere, además, al ARN que se obtiene mediante los métodos de acuerdo con la invención para obtener
ARN.

50
La invención puede utilizarse, por ejemplo, para aumentar la expresión de proteínas recombinantes en la transcripción y
expresión celular. Más específicamente, es posible, cuando se producen proteínas recombinantes, usar los vectores de
expresión de la invención para la transcripción de ácidos nucleicos recombinantes y la expresión de proteínas
recombinantes en sistemas basados en células. Esto incluye, por ejemplo, la preparación de anticuerpos recombinantes,
hormonas, citocinas, enzimas y similares. Esto permite, entre otros, disminuir los costos de producción.55

Además, es posible usar las moléculas de ácido nucleico de la invención para las aplicaciones de terapia génica. En
consecuencia, una molécula de ácido nucleico de la invención puede ser un vector de terapia génica y usarse para la
expresión de un transgén. Para este fin, puede usarse cualquier sistema de vectores basado en ácido nucleico (ADN/ARN)
(por ejemplo, plásmidos, adenovirus, vectores de poxvirus, vectores de virus de la influenza, vectores de alfavirus y60
similares). Las células pueden transfectarse in vitro con estos vectores, por ejemplo, en linfocitos o células dendríticas, o
de otra manera in vivo mediante la administración directa.

El ARN de la invención (por ejemplo, que se obtiene mediante el uso de una molécula de ácido nucleico descrita en la
presente descripción como un molde de transcripción) puede usarse, por ejemplo, para la expresión transitoria de genes,65
con posibles campos de aplicación que son vacunas basadas en ARN que se transfectan in vitro en células o se
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administran directamente en vivo, expresión transitoria in vitro de proteínas recombinantes funcionales, por ejemplo, para
iniciar los procesos de diferenciación en las células o para estudiar las funciones de las proteínas, y la expresión transitoria
in vivo, de proteínas recombinantes funcionales tales como la eritropoyetina, hormonas, inhibidores de la coagulación,
etcétera, en particular como productos farmacéuticos.

5
El ARN de la invención puede usarse en particular para transfectar células presentadoras de antígeno y, por lo tanto,
como una herramienta para suministrar el antígeno que se presentará y para cargar las células presentadoras de antígeno,
con dicho antígeno para ser presentado que corresponde al péptido o proteína expresado a partir de dicho ARN o derivado
del mismo, en particular por medio de procesamiento intracelular tal como escisión, es decir, el antígeno a presentarse
es, por ejemplo, un fragmento del péptido o de la proteína que se expresa a partir del ARN. Tales células presentadoras10
de antígeno pueden usarse para estimular las células T, en particular las células T CD4+ y/o CD8+.

En consecuencia, en un aspecto adicional, la invención se refiere a un ARN de la invención para usar en un método para
transfectar una célula huésped. En una modalidad, la célula huésped es una célula presentadora de antígeno, en particular
una célula dendrítica, un monocito o un macrófago.15

En un aspecto adicional, la invención se refiere a un ARN de la invención para usar en la terapia, en particular para usar
en un método de vacunación.

En un aspecto adicional, la invención se refiere a una composición farmacéutica tal como una composición de vacuna que20
comprende el ARN de la invención.

En un aspecto adicional, la invención se refiere al ARN de la invención para los usos descritos en la presente descripción.

Descripción detallada de la invención25

Aunque la presente invención se describe en detalle más abajo, debe entenderse que esta invención no se limita a las
metodologías, protocolos y reactivos particulares descritos en la presente descripción, ya que estos pueden variar. Debe
entenderse, también, que la terminología utilizada en la presente descripción es para el propósito de describir modalidades
particulares solamente, y no pretende limitar el alcance de la presente invención la cual se limitará solamente por las30
reivindicaciones anexas. A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y científicos que se usan en
la presente descripción tienen el mismo significado que el que entiende comúnmente un experto en la técnica.

A continuación, se describirán los elementos de la presente invención. Estos elementos se enumeran con modalidades
específicas, sin embargo, debe entenderse que pueden combinarse de cualquier manera y en cualquier número para35
crear modalidades adicionales. Los ejemplos descritos de diversas maneras y las modalidades preferidas no deben
interpretarse como que limitan la presente invención a solamente las modalidades descritas explícitamente. Debe
entenderse que esta descripción sustenta y abarca modalidades que combinan las modalidades descritas explícitamente
con cualquier cantidad de elementos descritos y/o preferidos. Además, cualquiera de las permutaciones y combinaciones
de todos los elementos descritos en esta solicitud deben considerarse descritas por la descripción de la presente solicitud40
a menos que el contexto lo indique de cualquier otra manera. Por ejemplo, si en una modalidad preferida una secuencia
de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de nucleótidos A está precedida por al menos
20 residuos A en dicha secuencia de poliadenilo y si en otra modalidad preferida una secuencia de uno o más nucleótidos
consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los nucleótidos A es seguida por al menos 20 residuos A en dicha
secuencia de poliadenilo, es una modalidad preferida contemplada que una secuencia de uno o más nucleótidos45
consecutivos que contienen nucleótidos distintos a los nucleótidos A sea precedida y seguida por al menos 20 residuos A
en dicha secuencia de poliadenilo.

Preferentemente, los términos que se usan en la presente descripción se definen como se describe en "A multilingual
glossary of biotechnological terms: (IUPAC Recommendations)", H.G.W. Leuenberger, B. Nagel, y H. Kölbl, Eds.,50
Helvetica Chimica Acta, CH-4010 Basel, Suiza, (1995).

La práctica de la presente invención empleará, a menos que se indique de otra manera, métodos convencionales de
química, bioquímica, biología celular, inmunología y técnicas de ADN recombinante que se explican en la literatura del
campo (consultar, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2da Edición, J. Sambrook y otros eds., Cold55
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor 1989).

A lo largo de esta descripción y de las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto lo requiera de cualquier otra
manera, la palabra “comprender”, y variaciones tales como “comprende” y “que comprende”, se entenderán que implican
la inclusión de un miembro, entero o etapa o grupo de miembros, enteros o etapas indicadas pero no la exclusión de60
cualquier otro miembro, entero o etapa o grupo de miembros, enteros o etapas. Los términos "un" y "una" y "el/la" y
referentes similares usados en el contexto para describir la invención (especialmente en el contexto de las
reivindicaciones) se deben interpretar para cubrir tanto el singular como el plural, a menos que se indique de cualquier
otra forma en la presente descripción o claramente se contradiga por el contexto. La enumeración de los intervalos de
valores en la presente descripción pretende servir simplemente como un método abreviado para referirse individualmente65
a cada valor separado que se encuentra dentro del intervalo. A menos que se indique de otra manera en la presente
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descripción, cada valor individual se incorpora en la descripción como si se enumerara individualmente en la presente
descripción. Todos los métodos que se describen en la presente descripción pueden llevarse a cabo en cualquier orden
adecuado a menos que se indique de otra manera en la presente descripción o que el contexto lo contradiga claramente
de otra manera. El uso de cualquiera y de todos los ejemplos, o lenguaje ilustrativo (por ejemplo, “tal como”) que se
proporciona en la presente descripción simplemente tiene el propósito de ilustrar mejor la invención y no representa una5
limitación en el alcance de la invención que se reivindica de otra manera. El lenguaje en la descripción no deberá
interpretarse como indicación de cualquier elemento no reivindicado esencial para la práctica de la invención.

Se citan varios documentos a lo largo del texto de esta descripción. Nada debe interpretarse en la presente descripción
como una admisión de que la invención no tiene derecho a preceder dicha descripción en virtud de una invención anterior.10

La presente invención describe moléculas de ácido nucleico tales como plásmidos de ADN útiles como vectores de
expresión de ARN que comprenden secuencias de ácido nucleico que codifican regiones no traducidas en 3' (UTR)
modificadas en el ARN que tienen un efecto estabilizador sobre el ARN y/o aumentan la eficiencia de la traducción del
ARN.15

El término "secuencia de ácido nucleico que, cuando se transcribe, codifica para una región no traducida en 3' en el
transcrito" se refiere a una secuencia de ácido nucleico que contiene una cadena molde que codifica para dicha región no
traducida en 3'. Preferentemente, dicha secuencia de ácido nucleico comprende una cadena codificante que comprende
la misma secuencia de ácido nucleico que dicha región no traducida en 3' del transcrito de ARN producido (aunque con20
timina sustituida por uracilo). Por lo tanto, de acuerdo con la invención, una "secuencia de ácido nucleico que, cuando se
transcribe, codifica para una región no traducida en 3' en el transcrito", en una modalidad, comprende una cadena
codificante que comprende una región no traducida en 3' como se especificó en la presente descripción (aunque con
timina sustituida por uracilo).

25
El término "FCGRT" se refiere al fragmento Fc de IgG, receptor, transportador, alfa e incluye el gen FCGRT. Este gen
codifica un receptor que se une a la región Fc de la inmunoglobulina G monomérica. La proteína codificada transfiere los
anticuerpos de inmunoglobulina G de la madre al feto a través de la placenta. Esta proteína además se une a la
inmunoglobulina G para proteger el anticuerpo de la degradación.

30
El término "secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' de FCGRT, un fragmento de esta, o una variante
de dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico" se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 1 a 50 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de ácido
nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende, preferentemente35
que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 1 a 50. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que
comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 27 o que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 9540
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 27.

El término "LSP1" se refiere a la Proteína 1 Específica de Linfocitos e incluye el gen LSP1. Este gen codifica una proteína
de unión a actina F intracelular. La proteína se expresa en linfocitos, neutrófilos, macrófagos y en el endotelio, y puede
regular la motilidad de los neutrófilos, la adhesión a las proteínas de la matriz de fibrinógeno, y la migración transendotelial.45

El término "secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' de LSP1, un fragmento de esta, o una variante de
dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico" se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 51 a 72 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de ácido50
nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende, preferentemente
que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 51 a 72. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que
comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 52 o que comprende,55
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 52.

El término "CCL22" se refiere al Ligando de Quimiocina 22 (motivo C-C) e incluye el gen CCL22. El producto de este gen
se une al receptor de quimiocinas CCR4. Las quimiocinas pueden desempeñar un papel en el tráfico de los linfocitos T60
activados a los sitios inflamatorios y otros aspectos de la fisiología de los linfocitos T activados.

El término "secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' de CCL22, un fragmento de esta, o una variante
de dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico" se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID65
NOs: 73 a 85 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de ácido
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nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende, preferentemente
que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 73 a 85. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que
comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 79 o que comprende,5
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 79.

El término "AES" se refiere al Potenciador de la Separación del Amino Terminal e incluye el gen AES. La proteína
codificada por este gen pertenece a la familia de proteínas groucho/TLE, puede funcionar como un homooligómero o10
como un heterooligómero con otros miembros de la familia para reprimir de manera dominante la expresión de otros genes
miembros de la familia.

El término "secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' de AES, un fragmento de esta, o una variante de
dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico" se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende,15
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 86 a 89 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de ácido
nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende, preferentemente
que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ20
ID NOs: 86 a 89. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que
comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 86 o que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 86. En una modalidad
particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende, preferentemente que25
consiste en la secuencia de ácido nucleico de las posiciones 1 a 68, posiciones 1 a 102, posiciones 35 a 102, posiciones
35 a 136, o posiciones 68 a 136 de la SEQ ID NO: 86 o que comprende, preferentemente que consiste en una secuencia
de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica
a la secuencia de ácido nucleico de las posiciones 1 a 68, posiciones 1 a 102, posiciones 35 a 102, posiciones 35 a 136,
o posiciones 68 a 136 de la SEQ ID NO: 86.30

El término "PLD3" se refiere al Miembro 3 de la Familia de Fosfolipasa D e incluye el gen PLD3. Este gen codifica un
miembro de la familia de enzimas fosfolipasa D (PLD) que catalizan la hidrólisis de los fosfolípidos de membrana. La
proteína codificada es una proteína de membrana de tipo II de un solo paso y contiene dos dominios de fosfodiesterasa
PLD. Esta proteína influye en el procesamiento de la proteína precursora beta amiloide. Las mutaciones en este gen se35
asocian con el riesgo de enfermedad de Alzheimer.

El término "secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' de PLD3, un fragmento de esta, o una variante de
dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico" se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID40
NOs: 90 a 104 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de ácido
nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende, preferentemente
que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 90 a 104. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico45
que comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 96 o que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 96.

El término "MT_RNR1" se refiere al ARN 12S codificado mitocondrialmente e incluye el gen MT_RNR1. Este gen de ARN50
pertenece a la clase Mt_rRNA. Las enfermedades asociadas con MT-RNR1 incluyen cardiomiopatía restrictiva y
neuropatía auditiva. Entre sus vías relacionadas se encuentran la biogénesis de los ribosomas en eucariotas y la fidelidad
de la traducción de CFTR (mutaciones de clase I).

El término "secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' de MT_RNR1, un fragmento de esta, o una variante55
de dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico" se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 105 a 121 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de ácido
nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende, preferentemente
que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor60
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOs: 105 a 121. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico
que comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 115 o que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 115. En una65
modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende,
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preferentemente que consiste en la secuencia de ácido nucleico de las posiciones 1 a 71, posiciones 1 a 107, posiciones
37 a 107, posiciones 37 a 142, o posiciones 71 a 142 de la SEQ ID NO: 115 o que comprende, preferentemente que
consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico de las posiciones 1 a 71, posiciones 1 a 107,
posiciones 37 a 107, posiciones 37 a 142, o posiciones 71 a 142 de la SEQ ID NO: 115.5

El término "HLA-DRB4" se refiere al complejo principal de histocompatibilidad, clase II, DR Beta 4 e incluye el gen HLA-
DRB4. HLA-DRB4 pertenece a los parálogos de la cadena beta de HLA clase II. Esta molécula de clase II es un
heterodímero que consiste en una cadena alfa (DRA) y una cadena beta (DRB), ambas ancladas en la membrana.
Desempeña un papel central en el sistema inmunitario mediante la presentación de los péptidos derivados de las proteínas10
extracelulares. Las moléculas de clase II se expresan en células presentadoras de antígeno (APC: linfocitos B, células
dendríticas, macrófagos).

El término "secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' de HLA-DRB4, un fragmento de esta, o una variante
de dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico" se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende,15
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID
NOs: 122 a 143 del listado de secuencias o un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de ácido
nucleico. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende, preferentemente
que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor
preferencia al menos 98 % idéntica a una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ20
ID NOs: 122 a 143. En una modalidad particularmente preferida, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico
que comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 126 o que comprende,
preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95
%, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 126.

25
El término "cualquier combinación de dos o más de las secuencias, fragmentos y/o variantes de ácido nucleico" con
respecto a las secuencias de ácido nucleico de las regiones no traducidas en 3' de determinados genes, fragmentos de
estos, o variantes de dichas secuencias o fragmentos de ácido nucleico significa que 2 o más, 3 o más, o 4 o más y
preferentemente hasta 6 o hasta 5 de dichas secuencias, fragmentos y/o variantes de ácido nucleico están alineados
cabeza a cola, opcionalmente separados por enlazadores. En una modalidad, la combinación de dos o más secuencias,30
fragmentos y/o variantes de ácido nucleico comprende dos o más secuencias, fragmentos y/o variantes de ácido nucleico
diferentes y/o dos o más idénticas. En una modalidad, la combinación de dos o más secuencias, fragmentos y/o variantes
de ácido nucleico comprende dos o más secuencias, fragmentos y/o variantes de ácido nucleico diferentes de la región
no traducida en 3' de los mismos y/o diferentes genes.

35
En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende, preferentemente que consiste
en una secuencia de ácido nucleico que es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor preferencia al
menos 98 % idéntica a una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 144 a
220, preferentemente las SEQ ID NOs: 174 y 208 a 220. En una modalidad, el término se refiere a una secuencia de ácido
nucleico que comprende, preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que40
consiste en las SEQ ID NOs: 144 a 220, preferentemente las SEQ ID NOs: 174 y 208 a 220 o un fragmento de esta, o
una variante de dicha secuencia de ácido nucleico o fragmento. En una modalidad particularmente preferida, el término
se refiere a una secuencia de ácido nucleico que comprende, preferentemente, que consiste en la secuencia de ácido
nucleico de la SEQ ID NO: 174 o que comprende, preferentemente que consiste en una secuencia de ácido nucleico que
es al menos 90 %, preferentemente al menos 95 %, con mayor preferencia al menos 98 % idéntica a la secuencia de45
ácido nucleico de la SEQ ID NO: 174.

El término "enlazador" de acuerdo con la invención se refiere a una secuencia de ácido nucleico añadida entre dos
secuencias de ácido nucleico para conectar dichas dos secuencias de ácido nucleico. No existe una limitación particular
con respecto a la secuencia del enlazador.50

De acuerdo con la invención, una molécula de ácido nucleico o una secuencia de ácido nucleico se refiere a un ácido
nucleico que es, preferentemente, ácido desoxirribonucleico (ADN) o ácido ribonucleico (ARN). De acuerdo con la
invención, los ácidos nucleicos comprenden ADN genómico, ADNc, ARNm, moléculas producidas recombinantemente y
sintetizadas químicamente. De acuerdo con la invención, un ácido nucleico puede estar en la forma de una molécula55
monocatenaria o bicatenaria, y lineal o circular cerrada covalentemente.

En el contexto de la presente invención, el término "ARN" se refiere a una molécula que comprende residuos de
ribonucleótidos y preferentemente está compuesta totalmente o esencialmente de residuos de ribonucleótidos. El término
"ribonucleótido" se refiere a un nucleótido con un grupo hidroxilo en la posición 2' de un grupo β-D-ribofuranosa. El término60
"ARN" comprende ARN bicatenario, ARN monocatenario, ARN aislado tal como ARN purificado parcialmente o
completamente, ARN esencialmente puro, ARN sintético, y ARN producido de manera recombinante tal como ARN
modificado que difiere del ARN de origen natural por la adición, deleción, sustitución y/o alteración de uno o más
nucleótidos. Dichas alteraciones pueden incluir la adición de material no nucleotídico, tal como al(los) extremo(s) de un
ARN o internamente, por ejemplo, a uno o más nucleótidos del ARN. Los nucleótidos en las moléculas de ARN pueden65
comprender también nucleótidos no estándar, tales como nucleótidos que no son de origen natural o nucleótidos o
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desoxinucleótidos sintetizados químicamente. Estos ARN alterados pueden referirse como análogos, o particularmente
análogos de los ARN de origen natural. De acuerdo con la invención, el ARN incluye ARNm.

El término "ARNm" significa "ARN mensajero" y se refiere a un transcrito que se genera mediante el uso de un molde de
ADN y codifica para un péptido o proteína. Típicamente, el ARNm comprende una 5'-UTR, una región codificante de5
proteínas, una UTR-3' y una secuencia de poli(A). El ARNm puede generarse mediante la transcripción in vitro a partir de
un molde de ADN. La metodología de la transcripción in vitro se conoce por el experto. Por ejemplo, existe una variedad
de kits de transcripción in vitro disponibles comercialmente. De acuerdo con la invención, el ARNm puede modificarse
mediante modificaciones de estabilización y protección adicionales, además de las modificaciones de acuerdo con la
invención.10

En una modalidad de la presente invención, el ARN es ARN autorreplicante, tal como ARN monocatenario autorreplicante.
En una modalidad, el ARN autorreplicante es ARN monocatenario de sentido positivo. En una modalidad, el ARN
autorreplicante es ARN viral o ARN derivado de ARN viral. En una modalidad, el ARN autorreplicante es un ARN genómico
alfaviral o se deriva de un ARN genómico alfaviral. En una modalidad, el ARN autorreplicante es un vector de expresión15
génica viral. En una modalidad, el virus es el virus del bosque Semliki. En una modalidad, el ARN autorreplicante contiene
uno o más transgenes. En una modalidad, si el ARN es ARN viral o derivado de ARN viral, los transgenes pueden
reemplazar parcialmente o completamente las secuencias virales tal como las secuencias virales que codifican proteínas
estructurales. En una modalidad, el ARN autorreplicante es el ARN transcrito in vitro.

20
El término "casquete 5'" se refiere a una estructura de casquete que se encuentra en el extremo 5' de una molécula de
ARNm y consiste, generalmente, en un nucleótido de guanosina que se conecta al ARNm a través de un enlace trifosfato
inusual 5' a 5'. En una modalidad, esta guanosina se metila en la posición 7. El término "casquete 5' convencional" se
refiere a un ARN de origen natural con casquete en 5', preferentemente, a la metilguanosina con casquete en 7 (m7G).
En el contexto de la presente invención, el término "casquete 5'" incluye un análogo del casquete en 5' que se asemeja a25
la estructura del casquete de ARN y se modifica para que posea la capacidad de estabilizar el ARN si se une a este,
preferentemente, in vivo y/o en una célula. Proporcionar un ARN con un casquete 5' o análogo del casquete 5' puede
lograrse mediante la transcripción in vitro de un molde de ADN en presencia de dicho casquete 5' o análogo del casquete
5', en donde dicho casquete 5' se incorpora cotranscripcionalmente en la cadena de ARN generada, o el ARN puede
generarse, por ejemplo, mediante la transcripción in vitro, y el casquete 5' puede generarse postranscripcionalmente30
mediante el uso de enzimas que añaden el casquete, por ejemplo, las enzimas del virus vaccinia que añaden el casquete.

El término "ácido nucleico" de acuerdo con la invención comprende, además, una derivatización química de un ácido
nucleico en una base de nucleótidos, en el azúcar o en el fosfato, y ácidos nucleicos que contienen nucleótidos no
naturales y análogos de nucleótidos.35

Los términos "fragmento" o "fragmento de una secuencia de ácido nucleico" se refieren a una parte de una secuencia de
ácido nucleico, es decir, una secuencia que representa la secuencia de ácido nucleico acortada en los extremos 5' y/o 3'.
Preferentemente, un fragmento cuando reemplaza dicha secuencia de ácido nucleico en una molécula de ARN retiene la
estabilidad del ARN y/o la eficiencia de la traducción. Preferentemente, un fragmento de una secuencia de ácido nucleico40
comprende al menos 80 %, preferentemente al menos 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o 99 % de los residuos de
nucleótidos de dicha secuencia de ácido nucleico.

El término "variante" con respecto a, por ejemplo, secuencias de ácido nucleico o aminoácidos, de acuerdo con la
invención, incluye cualquiera de las variantes, en particular, mutantes, variantes de empalme, conformaciones, isoformas,45
variantes alélicas, variantes de especies y homólogos de especies, en particular aquellos que son de origen natural. Una
variante alélica se refiere a una alteración en la secuencia normal de un gen, cuya relevancia frecuentemente no está
clara. La secuenciación génica completa a menudo identifica numerosas variantes alélicas para un gen determinado. Un
homólogo de especie es una secuencia de ácido nucleico o aminoácido con una especie de origen diferente de una
secuencia determinada de un ácido nucleico o aminoácido.50

De acuerdo con la invención, las variantes de ácido nucleico incluyen deleciones, adiciones, mutaciones y/o inserciones
de nucleótidos, únicas o múltiples en comparación con el ácido nucleico de referencia. Las deleciones incluyen la
eliminación de uno o más nucleótidos del ácido nucleico de referencia. Las variantes de adición comprenden fusiones
terminales 5' y/o 3' de uno o más nucleótidos, tales como 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50, o más nucleótidos. Las mutaciones55
pueden incluir, pero no se limitan a sustituciones, en donde se elimina al menos un nucleótido en la secuencia y se inserta
otro nucleótido en su lugar (tal como transversiones y transiciones), sitios abásicos, sitios de uniones cruzadas, y bases
alteradas o modificadas químicamente. Las inserciones incluyen la adición de al menos un nucleótido en el ácido nucleico
de referencia.

60
Con respecto a las moléculas de ácido nucleico, el término "variante" incluye secuencias de ácidos nucleicos
degenerados, en donde un ácido nucleico degenerado de acuerdo con la invención es un ácido nucleico que difiere de un
ácido nucleico de referencia en la secuencia de codones debido a la degeneración del código genético.

Preferentemente, el grado de identidad entre una secuencia de ácido nucleico dada y una secuencia de ácido nucleico65
que es una variante de dicha secuencia de ácido nucleico dada será al menos 70 %, preferentemente al menos 75 %,
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preferentemente al menos 80 %, con mayor preferencia al menos 85 %, incluso con mayor preferencia al menos 90 % o
con la máxima preferencia al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %. El grado de identidad es dado, preferentemente,
para una región de al menos aproximadamente 30, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 70, al
menos aproximadamente 90, al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 150, al menos
aproximadamente 200, al menos aproximadamente 250, al menos aproximadamente 300, o al menos aproximadamente5
400 nucleótidos. En modalidades preferidas, el grado de identidad está dado por la longitud completa de la secuencia del
ácido nucleico de referencia.

"Similitud de secuencia" indica el porcentaje de aminoácidos que son idénticos o que representan sustituciones
conservadoras de aminoácidos. "Identidad de secuencia" entre dos polipéptidos o secuencias de ácido nucleico indica el10
porcentaje de aminoácidos o nucleótidos que son idénticos entre las secuencias.

El término "% idéntico" pretende referirse, en particular, a un porcentaje de nucleótidos que son idénticos en un
alineamiento óptimo entre dos secuencias a comparar, dicho porcentaje es puramente estadístico, y las diferencias entre
las dos secuencias pueden distribuirse aleatoriamente en toda la longitud de la secuencia y la secuencia a compararse15
puede comprender adiciones o deleciones en comparación con la secuencia de referencia, para obtener un alineamiento
óptimo entre dos secuencias. Las comparaciones de dos secuencias generalmente se realizan mediante la comparación
de dichas secuencias, después de un alineamiento óptimo, con respecto a un segmento o "ventana de comparación",
para identificar regiones locales de secuencias correspondientes. El alineamiento óptimo de las secuencias para una
comparación puede realizarse manualmente o con la ayuda del algoritmo de homología local de Smith y Waterman, 1981,20
Ads App. Math. 2, 482, con la ayuda del algoritmo de homología local de Neddleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48,
443, y con la ayuda del algoritmo de búsqueda de similitud de Pearson y Lipman, 1988, Proc. Natl Acad. Sci. USA 85,
2444 , o con la ayuda de programas informáticos que usan dichos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, BLAST P, BLAST
N y TFASTA en el paquete de programas informáticos de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science
Drive, Madison, Wis.).25

El porcentaje de identidad se obtiene mediante la determinación del número de posiciones idénticas en las que se
corresponden las secuencias que se comparan, se divide este número entre el número de posiciones comparadas, y se
multiplica este resultado por 100.

30
Por ejemplo, puede usarse el programa BLAST "BLAST 2 sequences" que está disponible en el sitio web
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi.

Un ácido nucleico es "capaz de hibridarse" o "se hibrida" con otro ácido nucleico si las dos secuencias son
complementarias entre sí. Un ácido nucleico es "complementario" a otro ácido nucleico si las dos secuencias son capaces35
de formar un dúplex estable entre sí. De acuerdo con la invención, la hibridación se realiza, preferentemente, en
condiciones que permiten la hibridación específica entre polinucleótidos (condiciones rigurosas). Las condiciones
rigurosas se describen, por ejemplo, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook y otros, Editores, 2da
Edición, Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989 o Current Protocols in Molecular
Biology, F.M. Ausubel y otros, Editores, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York y se refieren, por ejemplo, a una hibridación40
a 65 °C en un tampón de hibridación (3,5 x SSC, Ficoll al 0,02 %, polivinilpirrolidona al 0,02 %, albúmina de suero bovino
al 0,02 %, NaH2PO4 2,5 mM (pH 7), SDS al 0,5 %, EDTA 2 mM). SSC es cloruro de sodio 0,15 M/citrato de sodio 0,15
M, pH 7. Después de la hibridación, se lava la membrana a la que se ha transferido el ADN, por ejemplo, en 2 x SSC a
temperatura ambiente y después en 0,1-0,5 x SSC/0,1 x SDS a temperaturas de hasta 68 °C.

45
Un porcentaje de complementariedad indica el porcentaje de residuos contiguos en una molécula de ácido nucleico que
pueden formar enlaces de hidrógeno (por ejemplo, apareamiento de bases de Watson-Crick) con una segunda secuencia
de ácido nucleico (por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9, 10 de 10 que son 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y 100 % complementarias).
"Perfectamente complementario" o "completamente complementario" significa que todos los residuos contiguos de una
secuencia de ácido nucleico se unirán por enlaces de hidrógeno con la misma cantidad de residuos contiguos en una50
segunda secuencia de ácido nucleico. Preferentemente, el grado de complementariedad de acuerdo con la invención es
al menos 70 %, preferentemente, al menos 75 %, preferentemente, al menos 80 %, con mayor preferencia, al menos 85
%, aún con mayor preferencia, al menos 90 % o con la máxima preferencia, al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %.
Con la máxima preferencia, el grado de complementariedad de acuerdo con la invención es 100 %.

55
El término "derivado" comprende la formación de un derivado químico de un ácido nucleico en una base nucleótida, en el
azúcar o en el fosfato.  El término "derivado" comprende, además, ácidos nucleicos que contienen nucleótidos y análogos
de nucleótidos que no son de origen natural. Preferentemente, la formación de un derivado de un ácido nucleico aumenta
su estabilidad.

60
Los fragmentos o variantes de secuencias de ácido nucleico específicas o secuencias de ácido nucleico que tienen un
grado particular de identidad con secuencias de ácido nucleico específicas tienen, preferentemente, al menos una
propiedad funcional de dichas secuencias específicas y, preferentemente, son funcionalmente equivalentes a dichas
secuencias específicas, por ejemplo, secuencias de ácido nucleico que presentan propiedades idénticas o similares a las
de las secuencias de ácido nucleico específicas.65
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Una propiedad importante es retener o mejorar la estabilidad de una molécula de ARN y/o la eficiencia de la traducción e
incluye en particular la capacidad de aumentar, en un enlace funcional a un ácido nucleico que puede transcribirse en
ARN (secuencia de ácido nucleico transcribible) o una secuencia de ácido nucleico codificante para un péptido o proteína,
la estabilidad y/o la eficiencia de la traducción del ARN producido a partir de este ácido nucleico o de la secuencia de
ácido nucleico codificante para un péptido o proteína en la molécula completa de ARN.5

En una modalidad, si una secuencia específica de ácido nucleico es activa a fines de aumentar la eficiencia de la
traducción y/o la estabilidad de otra secuencia de ácido nucleico, un fragmento o variante de la secuencia de ácido
nucleico específica o una secuencia de ácido nucleico que tiene un grado particular de identidad con la secuencia de
ácido nucleico específica, además, es activa a fines de aumentar la eficiencia de la traducción y/o la estabilidad de la otra10
secuencia de ácido nucleico (cuando esta sustituye la secuencia de ácido nucleico específica). Un fragmento o variante
de la secuencia de ácido nucleico específica o una secuencia de ácido nucleico que tiene un grado particular de identidad
con la secuencia de ácido nucleico específica puede ser tan activa o más activa que la secuencia de ácido nucleico
específica o la actividad de un fragmento o variante de la secuencia de ácido nucleico específica o de una secuencia de
ácido nucleico que tiene un grado particular de identidad con la secuencia de ácido nucleico específica puede ser al menos15
50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 % o al menos 90 % de la actividad de la secuencia de ácido nucleico
específica.

De acuerdo con la invención, "enlace funcional" o "unido funcionalmente" se refiere a una conexión dentro de una relación
funcional. Un ácido nucleico está "unido funcionalmente" si este se relaciona funcionalmente con otra secuencia de ácido20
nucleico. Por ejemplo, un promotor está unido funcionalmente a una secuencia codificante si influye en la transcripción
de dicha secuencia codificante. Los ácidos nucleicos unidos funcionalmente son típicamente adyacentes entre sí, cuando
es apropiado, separados por secuencias de ácido nucleico adicionales, y, en modalidades particulares, se transcriben
mediante la ARN polimerasa para proporcionar una molécula de ARN única (transcrito común). Preferentemente, una
secuencia que es una variante con respecto a una secuencia específica, cuando sustituye la secuencia específica en una25
molécula de ARN retiene la estabilidad del ARN y/o la eficiencia de la traducción.

De acuerdo con la invención, una "secuencia de ácido nucleico que se deriva de una secuencia de ácido nucleico" se
refiere a un ácido nucleico que es una variante del ácido nucleico del que se deriva.

30
El término "extremo 3' de un ácido nucleico" se refiere de acuerdo con la invención a ese extremo que tiene un grupo
hidroxilo libre. En una representación esquemática de ácidos nucleicos bicatenarios, en particular ADN, el extremo 3'
siempre está en el lado derecho. El término "extremo 5' de un ácido nucleico" se refiere de acuerdo con la invención a
ese extremo que tiene un grupo fosfato libre. En una representación esquemática de ácidos nucleicos de doble cadena,
en particular ADN, el extremo 5' siempre está en el lado izquierdo.35

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

3'-HO-NNNNNNN-P--5'
40

En modalidades particulares, un ácido nucleico está unido funcionalmente de acuerdo con la invención a secuencias de
control de la expresión que pueden ser homólogas o heterólogas con respecto al ácido nucleico.

Una secuencia de ácido nucleico transcribible, en particular una secuencia de ácido nucleico codificante para un péptido
o proteína, y una secuencia de control de la expresión están unidas "funcionalmente" entre sí, si están unidas45
covalentemente entre sí de tal manera que la transcripción o expresión de la secuencia de ácido nucleico transcribible y
en particular codificante está bajo el control o bajo la influencia de la secuencia de control de la expresión. Si la secuencia
de ácido nucleico debe traducirse en un péptido o proteína funcional, la inducción de una secuencia de control de la
expresión unida funcionalmente a la secuencia codificante resulta en la transcripción de dicha secuencia codificante, sin
causar un corrimiento del marco en la secuencia codificante o la secuencia codificante es incapaz de traducirse en el50
péptido o proteína deseada.

El término "secuencia de control de la expresión" comprende, de acuerdo con la invención, promotores, secuencias de
unión a ribosomas y otros elementos de control que controlan la transcripción de un gen o la traducción del ARN derivado.
En modalidades particulares de la invención, pueden regularse las secuencias de control de la expresión. La estructura55
exacta de las secuencias de control de la expresión puede variar en dependencia de la especie o tipo de célula, pero
generalmente incluye las secuencias no transcritas en 5' y las secuencias no traducidas en 5' y 3' involucradas en el inicio
de la transcripción y la traducción, respectivamente, tales como caja TATA, secuencia de casquete, secuencia CAAT y
similares. Más específicamente, las secuencias de control de la expresión no transcritas en 5' incluyen una región
promotora que incluye una secuencia promotora para el control de la transcripción del gen unido funcionalmente. Las60
secuencias de control de la expresión pueden incluir, además, las secuencias potenciadoras o secuencias activadoras en
dirección 5'.

Las secuencias de ácido nucleico especificadas en la presente descripción, en particular las secuencias de ácido nucleico
transcribibles y codificantes, pueden combinarse con cualquier secuencia de control de la expresión, en particular65
promotores, que pueden ser homólogos o heterólogos a dichas secuencias de ácido nucleico, con el término "homólogo"
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que se refiere al hecho de que una secuencia de ácido nucleico además está unida funcionalmente de manera natural a
la secuencia de control de la expresión, y el término "heterólogo" se refiere al hecho de que una secuencia de ácido
nucleico no está unida funcionalmente de manera natural a la secuencia de control de la expresión.

El término "promotor" o "región promotora" se refiere a una secuencia de ADN en dirección 5' (5') de la secuencia5
codificante de un gen, que controla la expresión de dicha secuencia codificante porque proporciona un sitio de
reconocimiento y de unión para la ARN polimerasa. La "región promotora" puede incluir sitios de reconocimiento o de
unión adicionales para otros factores involucrados en la regulación de la transcripción de dicho gen. Un promotor puede
controlar la transcripción de un gen procariótico o eucariótico. Un promotor puede ser "inducible" e iniciar la transcripción
en respuesta a un inductor, o puede ser "constitutivo" si la transcripción no está controlada por un agente inductor. Un10
promotor inducible se expresa solo en un grado muy pequeño o nada en absoluto, si un inductor está ausente. En
presencia del inductor, el gen se activa o aumenta el nivel de la transcripción. Esto está mediado, en general, por la unión
de un factor de transcripción específico.

Los ejemplos de promotores preferidos de acuerdo con la invención son los promotores para la polimerasa SP6, T3 o T7.15

De acuerdo con la invención, el término "expresión" se usa en su significado más general y comprende la producción de
ARN o de ARN y proteína. Comprende también la expresión parcial de ácidos nucleicos. Además, la expresión puede ser
transitoria o estable. Con respecto al ARN, el término "expresión" o "traducción" se refiere al proceso en los ribosomas de
una célula mediante el cual una cadena de ARN mensajero dirige el ensamblaje de una secuencia de aminoácidos para20
producir un péptido o proteína.

El término "secuencias de ácido nucleico que pueden transcribirse para proporcionar un transcrito común" significa que
dichas secuencias de ácido nucleico están unidas funcionalmente entre sí de tal manera que, cuando sea apropiado
después de la linealización, tal como por la escisión, mediante enzima de restricción, de la molécula de ácido nucleico25
que comprende dichas secuencias de ácido nucleico, en particular de una molécula de ácido nucleico circular cerrada, la
transcripción bajo el control de un promotor resulta en una molécula de ARN que comprende los transcritos de dichas
secuencias de ácido nucleico unidos covalentemente entre sí, cuando sea apropiado, separados por secuencias ubicadas
de por medio.

30
En el contexto de la presente invención, el término "transcripción" se refiere a un proceso, en donde el código genético en
una secuencia de ADN se transcribe a ARN. Posteriormente, el ARN puede traducirse en proteína. De acuerdo con la
presente invención, el término "transcripción" comprende la "transcripción in vitro", en donde el término "transcripción in
vitro" se refiere a un proceso en donde el ARN, en particular el ARNm, se sintetiza in vitro en un sistema libre de células.
Preferentemente, los vectores de clonación se aplican para la generación de transcritos. Estos vectores de clonación se35
designan generalmente como vectores de transcripción y se abarcan de acuerdo con la presente invención por el término
"vector". De acuerdo con la presente invención, el ARN preferentemente es ARN transcrito in vitro (ARN-IVT) y puede
obtenerse mediante la transcripción in vitro de un molde de ADN apropiado. El promotor para controlar la transcripción
puede ser cualquier promotor para cualquier ARN polimerasa. Un molde de ADN para la transcripción in vitro puede
obtenerse mediante la clonación de un ácido nucleico, en particular ADNc, y su introducción en un vector apropiado para40
la transcripción in vitro. El ADNc puede obtenerse mediante transcripción inversa del ARN.

El término "secuencia de ácido nucleico transcrita a partir de una secuencia de ácido nucleico" se refiere al ARN, cuando
sea apropiado como parte de una molécula completa de ARN, que es un producto de la transcripción de la última
secuencia de ácido nucleico.45

El término "secuencia de ácido nucleico que es activa para aumentar la eficiencia y/o estabilidad de la traducción de una
secuencia de ácido nucleico" significa que la primera secuencia de ácido nucleico es capaz de modificar, en un transcrito
común con la segunda secuencia de ácido nucleico, la eficiencia de la traducción y/o la estabilidad de dicha segunda
secuencia de ácido nucleico de tal manera que dicha eficiencia de la traducción y/o estabilidad se aumenta en50
comparación con la eficiencia de la traducción y/o estabilidad de dicha segunda secuencia de ácido nucleico sin dicha
primera secuencia de ácido nucleico. En este contexto, el término "eficiencia de la traducción" se refiere a la cantidad de
producto de traducción proporcionado por una molécula de ARN dentro de un período de tiempo particular y el término
"estabilidad" se refiere a la vida media de una molécula de ARN.

55
La modificación, y de esta manera la estabilización y/o el aumento en la eficiencia de la traducción, del ARN puede lograrse
de acuerdo con la invención mediante la modificación genética de la expresión de las moléculas de ácido nucleico de la
invención cuando se usan como vectores de expresión de tal manera que permiten la transcripción del ARN con regiones
no traducidas en 3' como se describe en la presente descripción en su extremo 3', y preferentemente entre la secuencia
codificante para un péptido o proteína (marco abierto de lectura) y la secuencia de poli(A)60

El término "región no traducida en 3'" se refiere a una región que se ubica en el extremo 3' de un gen, en dirección 3' del
codón de terminación de una región codificante de proteína, y que se transcribe pero no se traduce en una secuencia de
aminoácidos, o a la región correspondiente en una molécula de ARN.

65
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De acuerdo con la invención, se considera que una primera región polinucleotídica se ubica en dirección 3' de una segunda
región polinucleotídica, si el extremo 5' de dicha primera región polinucleotídica es la parte de dicha primera región
polinucleotídica más cercana al extremo 3' de dicha segunda región polinucleotídica.

La región no traducida en 3' se extiende, típicamente, desde el codón de terminación para un producto de la traducción5
hasta la secuencia de poli(A) que generalmente se une después del proceso de transcripción. Las regiones no traducidas
en 3' del ARNm de mamífero, típicamente, tienen una región de homología conocida como la secuencia de
hexanucleótidos AAUAAA. Presumiblemente, esta secuencia es la señal de unión de poli(A) y se ubica frecuentemente
de 10 a 30 bases en dirección 5' del sitio de unión de poli(A).

10
Las regiones no traducidas en 3' pueden contener una o más repeticiones invertidas que pueden plegarse para dar
estructuras de bucle y tallo que actúan como barreras para las exoribonucleasas o interactúan con proteínas que se
conocen que aumentan la estabilidad del ARN (por ejemplo, proteínas de unión al ARN).

Las regiones no traducidas en 5' y/o en 3' pueden, de acuerdo con la invención, unirse funcionalmente a un ácido nucleico15
transcribible y en particular codificante, para que estas regiones se asocien con el ácido nucleico de tal manera que
aumente la estabilidad y/o la eficiencia de la traducción del ARN transcrito a partir de dicho ácido nucleico transcribible.

Las regiones no traducidas en 3' de los ARNm de inmunoglobulinas son relativamente cortas (menos de aproximadamente
300 nucleótidos), mientras que las regiones no traducidas en 3' de otros genes son relativamente largas. Por ejemplo, la20
región no traducida en 3' del tPA es aproximadamente 800 nucleótidos de longitud, la del factor VIII es aproximadamente
1800 nucleótidos de longitud y la de la eritropoyetina es aproximadamente 560 nucleótidos de longitud.

De acuerdo con la invención puede determinarse, si una región no traducida en 3' o una secuencia de ácido nucleico
derivada de esta aumenta la estabilidad y/o la eficiencia de la traducción del ARN, mediante la incorporación de la región25
no traducida en 3' o la secuencia de ácido nucleico derivada de esta en la región no traducida en 3' de un gen y medir si
dicha incorporación aumenta la cantidad de proteína sintetizada.

Lo anterior se aplica en consecuencia al caso en el que, de acuerdo con la invención, un ácido nucleico comprende dos
o más regiones no traducidas en 3' que, preferentemente, se acoplan secuencialmente con o sin un enlazador intermedio,30
preferentemente en una "relación de cabeza a cola" (es decir, las regiones no traducidas en 3' tienen la misma orientación,
preferentemente, la orientación de origen natural en un ácido nucleico).

De acuerdo con la invención, el término "gen" se refiere a una secuencia de ácido nucleico particular que es responsable
de producir uno o más productos celulares y/o lograr una o más funciones intercelulares o intracelulares. Más35
específicamente, dicho término se refiere a una sección de ADN que comprende un ácido nucleico codificante para una
proteína específica o una molécula de ARN funcional o estructural.

La poliadenilación es la adición de una secuencia o cola de poli(A) a un transcrito de ARN primario. La secuencia de
poli(A) consiste en múltiples monofosfatos de adenosina. En otras palabras, es un tramo de ARN que solo tiene bases de40
adenina. En eucariotas, la poliadenilación es parte del proceso que produce ARN mensajero maduro (ARNm) para la
traducción. Este, por lo tanto, forma parte del proceso más amplio de expresión génica. El proceso de poliadenilación
comienza cuando la transcripción de un gen finaliza, o termina. El segmento más 3' del pre-ARNm recién creado se
escinde primero mediante un conjunto de proteínas; después estas proteínas sintetizan la secuencia de poli(A) en el
extremo 3' del ARN. La secuencia de poli(A) es importante para la exportación nuclear, la traducción, y la estabilidad del45
ARNm. La secuencia se acorta con el tiempo y, cuando es lo suficientemente corta, el ARNm se degrada enzimáticamente.

Los términos "secuencia de poliadenilo", "secuencia de poli(A)" o "cola de poli(A)" se refieren a una secuencia de residuos
de adenilo que se ubica, típicamente, en el extremo 3' de una molécula de ARN. La invención proporciona que tal
secuencia se una durante la transcripción del ARN por medio de un molde de ADN sobre la base de residuos repetidos50
de timidilo en la cadena complementaria a la cadena codificante, mientras que dicha secuencia normalmente no está
codificada en el ADN pero se une al extremo 3' libre del ARN mediante una ARN polimerasa independiente del molde
después de la transcripción, en el núcleo. De acuerdo con la invención, en una modalidad, una secuencia de poli(A) tiene
al menos 20, preferentemente al menos 40, preferentemente al menos 80, preferentemente al menos 100 y
preferentemente hasta 500, preferentemente hasta 400, preferentemente hasta 300, preferentemente hasta 200, y en55
particular hasta 150, nucleótidos A, preferentemente nucleótidos A consecutivos, y en particular aproximadamente 120
nucleótidos A. El término "nucleótidos A" o "A" se refiere a residuos de adenilo.

En una modalidad preferida, una molécula de ácido nucleico de acuerdo con la invención es un vector. El término "vector"
se usa en la presente en su significado más general y comprende cualquier vehículo intermediario para un ácido nucleico60
que, por ejemplo, permite que dicho ácido nucleico se introduzca en células huésped procariotas y/o eucariotas y, cuando
sea apropiado, se integre en un genoma. Preferentemente, tales vectores se replican y/o se expresan en la célula. Los
vectores comprenden plásmidos, fagémidos o genomas virales. El término "plásmido", como se usa en la presente
descripción, se refiere generalmente a una construcción de material genético extracromosómico, generalmente un ADN
dúplex circular, que puede replicarse independientemente del ADN cromosómico.65
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Los ácidos nucleicos descritos en la presente descripción pueden ser moléculas recombinantes y/o aisladas.

Una "molécula aislada" como se usa en la presente descripción, pretende referirse a una molécula que es sustancialmente
libre de otras moléculas tal como otro material celular. El término "ácido nucleico aislado" significa de acuerdo con la
invención que el ácido nucleico se (i) amplificó in vitro, por ejemplo mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR),5
(ii) se produjo por vía recombinante mediante clonación, (iii) se purificó, por ejemplo, mediante escisión y fraccionamiento
electroforético en gel, o (iv) se sintetizó, por ejemplo, mediante síntesis química. Un ácido nucleico aislado es un ácido
nucleico disponible para su manipulación mediante las técnicas del ADN recombinante.

El término "recombinante" en el contexto de la presente invención significa "hecho a través de ingeniería genética".10
Preferentemente, un "objeto recombinante" tal como una célula recombinante en el contexto de la presente invención no
es de origen natural.

El término "de origen natural", como se usa en la presente descripción, se refiere al hecho de que un objeto puede
encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, es de origen natural un péptido o ácido nucleico que está presente en un15
organismo (lo que incluye los virus) y que puede aislarse a partir de una fuente en la naturaleza y que no se ha modificado
intencionalmente por el hombre en el laboratorio.

De acuerdo con la invención, el término "célula huésped" se refiere a cualquier célula que puede transformarse o
transfectarse con un ácido nucleico exógeno. El término "célula huésped" comprende, de acuerdo con la invención, células20
procariotas (por ejemplo, E. Coli) o eucariotas (por ejemplo, células de levadura y células de insectos). Se prefieren
particularmente células de mamífero, tales como células de humanos, ratones, hámsteres, cerdos, cabras y primates. Las
células pueden derivarse de una multiplicidad de tipos de tejidos y comprenden células primarias y líneas celulares. Los
ejemplos específicos incluyen queratinocitos, leucocitos de sangre periférica, células madre de médula ósea y células
madre embrionarias. En otras modalidades, la célula huésped es una célula presentadora de antígeno, en particular una25
célula dendrítica, un monocito o un macrófago. Un ácido nucleico puede estar presente en la célula huésped en una sola
copia o en varias copias y, en una modalidad se expresa en la célula huésped.

E. Coli es una bacteria gramnegativa, facultativamente anaeróbica, en forma de bastón del género Escherichia que se
encuentra comúnmente en el intestino inferior de los organismos de sangre caliente. La bacteria puede cultivarse30
fácilmente y económicamente en un entorno de laboratorio, y se ha investigado intensamente durante más de 60 años.
E. coli es el organismo modelo procariota más estudiado, y una especie importante en los campos de la biotecnología y
la microbiología, donde sirvió como el organismo huésped para la mayoría del trabajo con el ADN recombinante. Las
cepas de E. coli de acuerdo con la invención incluyen: AG1, AB1157, B2155, BL21, BNN93, BNN97, BW26434, C600,
CSH50, D1210, DB3.1, DH1, DH5α, DH10B, DH12S, DM1, E. cloni(r), E.coli K12 ER2738, ER2566, ER2267, HB101,35
IJ1126, IJ1127, JM83, JM101, JM103, JM105, JM106, JM107, JM108, JM109, JM110, JM2.300, LE392, Mach1, MC1061,
MC4100, MFDpir, MG1655, OmniMAX2, RR1, RV308, SOLR, SS320, STBL2, STBL3, STBL4, SURE, SURE2, TG1,
TOP10, Top10F', W3110, WM3064, XL1-Blue, XL2-Blue, XL1-Red y XL10-Gold.

De acuerdo con la presente invención, el término "péptido" comprende oligo- y polipéptidos y se refiere a las sustancias40
que comprenden dos o más, preferentemente 3 o más, preferentemente 4 o más, preferentemente 6 o más,
preferentemente 8 o más, preferentemente 10 o más, preferentemente 13 o más, preferentemente 16 o más,
preferentemente 20 o más, y hasta, preferentemente 50, preferentemente 100 o preferentemente 150, aminoácidos
consecutivos unidos entre sí a través de enlaces peptídicos. El término "proteína" se refiere a péptidos grandes,
preferentemente, péptidos que tienen al menos 151 aminoácidos, pero los términos "péptido" y "proteína" se usan en la45
presente descripción generalmente como sinónimos.

Los términos "péptido" y "proteína" comprenden de acuerdo con la invención sustancias que no solo contienen
componentes de aminoácidos sino además componentes no aminoácidos tales como estructuras de azúcares y fosfatos,
y además comprenden sustancias que contienen enlaces tales como enlaces éster, tioéter o disulfuro.50

De acuerdo con la presente invención, un ácido nucleico tal como el ARN puede codificar un péptido o proteína. En
consecuencia, una secuencia de ácido nucleico transcribible o un transcrito de esta pueden contener un marco abierto de
lectura (ORF) que codifica un péptido o proteína. Dicho nucleico puede expresar el péptido o proteína codificado. Por
ejemplo, dicho ácido nucleico puede ser un ácido nucleico que codifica y expresa un antígeno o un péptido o proteína55
farmacéuticamente activo tal como un compuesto inmunológicamente activo (que preferentemente no es un antígeno).

De acuerdo con la invención, el término "ácido nucleico que codifica un péptido o proteína" significa que el ácido nucleico,
si está presente en el entorno apropiado, preferentemente dentro de una célula, puede dirigir el ensamblaje de
aminoácidos para producir el péptido o proteína durante el proceso de traducción. Preferentemente, el ARN de acuerdo60
con la invención es capaz de interactuar con la maquinaria de traducción celular y permitir la traducción del péptido o
proteína.

De acuerdo con la invención, en una modalidad, el ARN comprende o consiste en ARN farmacéuticamente activo. Un
"ARN farmacéuticamente activo" puede ser ARN que codifica un péptido o proteína farmacéuticamente activo.65
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Un "péptido o proteína farmacéuticamente activo" tiene un efecto positivo o ventajoso sobre la afección o el estado de
enfermedad de un sujeto cuando se administra al sujeto en una cantidad con eficacia terapéutica. Preferentemente, un
péptido o proteína farmacéuticamente activo tiene propiedades curativas o paliativas y puede administrarse para mejorar,
aliviar, mitigar, revertir, retrasar el inicio o disminuir la gravedad de uno o más síntomas de una enfermedad o trastorno.
Un péptido o proteína farmacéuticamente activo puede tener propiedades profilácticas y puede usarse para retrasar el5
comienzo de una enfermedad o para disminuir la gravedad de tal enfermedad o afección patológica. El término "péptido
o proteína farmacéuticamente activo" incluye proteínas o polipéptidos completos, y además puede referirse a fragmentos
farmacéuticamente activos de estos. Además, puede incluir análogos farmacéuticamente activos de un péptido o proteína.
El término "péptido o proteína farmacéuticamente activo" incluye péptidos y proteínas que son antígenos, es decir, el
péptido o proteína provoca una respuesta inmunitaria en un sujeto, que puede ser terapéutica o parcial o totalmente10
protectora.

Los ejemplos de proteínas farmacéuticamente activas incluyen, pero no se limitan a, citocinas y proteínas del sistema
inmunitario tales como compuestos inmunológicamente activos (por ejemplo, interleucinas, factor estimulante de colonias
(CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulantes de colonias de granulocitos y15
macrófagos (GM-CSF), eritropoyetina, factor de necrosis tumoral (TNF), interferones, integrinas, adresinas, selectinas,
receptores de direccionamiento a tejidos, receptores de células T, inmunoglobulinas, antígenos solubles del complejo
principal de histocompatibilidad, antígenos inmunológicamente activos tales como antígenos bacterianos, parasitarios o
virales, alérgenos, autoantígenos, anticuerpos), hormonas (insulina, hormona tiroidea, catecolaminas, gonadotrofinas,
hormonas tróficas, prolactina, oxitocina, dopamina, somatotropina bovina, leptinas y similares), hormonas de crecimiento20
(por ejemplo, hormona de crecimiento humana), factores de crecimiento (por ejemplo, factor de crecimiento epidérmico,
factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento similar a la insulina y similares), receptores de factor de crecimiento,
enzimas (activador tisular del plasminógeno, estreptoquinasa, enzimas de la síntesis o degradación del colesterol,
enzimas esteroidogénicas, quinasas, fosfodiesterasas, metilasas, desmetilasas, deshidrogenasas, celulasas, proteasas,
lipasas, fosfolipasas, aromatasas, citocromos, adenilato o guanilato ciclasas, neuramidasas y similares) receptores25
(receptores de hormonas esteroideas, receptores de péptidos), proteínas de unión (proteínas de unión a la hormona del
crecimiento o a factores de crecimiento y similares), factores de transcripción y traducción, proteínas supresoras del
crecimiento tumoral (por ejemplo, proteínas que inhiben la angiogénesis), proteínas estructurales (tales como colágeno,
fibroína, fibrinógeno, elastina, tubulina, actina, y miosina), proteínas de la sangre (trombina, albúmina sérica, Factor VII,
Factor VIII, insulina, Factor IX, Factor X, activador tisular del plasminógeno, proteína C, factor von Wilebrand, antitrombina30
III, glucocerebrosidasa, eritropoyetina factor estimulante de colonias de granulocitos (GCSF) o Factor VIII modificado,
anticoagulantes y similares.

En una modalidad, la proteína farmacéuticamente activa de acuerdo con la invención es una citocina que está implicada
en la regulación de la homeostasis linfoide, preferentemente una citocina que está implicada en, y preferentemente, induce35
o mejora el desarrollo, activación, expansión, diferenciación y/o supervivencia de las células T. En una modalidad, la
citocina es una interleucina. En una modalidad, la proteína farmacéuticamente activa de acuerdo con la invención es una
interleucina seleccionada del grupo que consiste en IL-2, IL-7, IL-12, IL-15 e IL-21.

El término "compuesto inmunológicamente activo" se refiere a cualquier compuesto que altera una respuesta inmunitaria,40
preferentemente mediante la inducción y/o supresión de la maduración de las células inmunitarias, mediante la inducción
y/o supresión de la biosíntesis de citocinas, y/o mediante la alteración de la inmunidad humoral a través de la estimulación
de la producción de anticuerpos por las células B. Los compuestos inmunológicamente activos poseen una actividad
inmunoestimulante potente que incluye, pero no se limita a, actividad antiviral y antitumoral, y además pueden regular
negativamente otros aspectos de la respuesta inmunitaria, por ejemplo, cambiar la respuesta inmunitaria de una respuesta45
inmunitaria TH2, que es útil para tratar una amplia gama de enfermedades mediadas por TH2. Los compuestos
inmunológicamente activos pueden ser útiles como adyuvantes de vacunas.

Si, de acuerdo con la presente invención, es conveniente inducir o mejorar una respuesta inmunitaria mediante el uso de
ARN como se describe en la presente descripción, la respuesta inmunitaria puede activarse o potenciarse mediante el50
ARN. Por ejemplo, las proteínas o péptidos codificados por los ARN o productos de procesión de estos pueden
presentarse mediante las proteínas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) expresadas en las células
presentadoras de antígeno. El complejo MHC péptido puede ser reconocido por las células inmunitarias, tal como las
células T, lo que conducen a su activación.

55
En una modalidad, el ARN que codifica para un antígeno, tal como un antígeno asociado a la enfermedad, se administra
a un mamífero, en particular si es conveniente tratar a un mamífero que tiene una enfermedad que involucra el antígeno.
El ARN es tomado por las células presentadoras de antígeno del mamífero (monocitos, macrófagos, células dendríticas
u otras células). Se forma un producto antigénico de la traducción del ARN y el producto se presenta en la superficie de
las células para su reconocimiento por las células T. En una modalidad, el antígeno se presenta sobre la superficie celular60
para su reconocimiento por las células T CAR modificadas genéticamente dirigidas al antígeno. En una modalidad, el
antígeno o un producto producido mediante procesión opcional de este se presenta en la superficie celular en el contexto
de las moléculas del MHC para el reconocimiento por las células T a través de su receptor de células T.

Alternativamente, la presente invención prevé modalidades en donde el ARN que expresa un antígeno se introduce en65
células presentadoras de antígeno ex vivo, por ejemplo, células presentadoras de antígeno tomadas de un paciente, y las
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células presentadoras de antígeno, opcionalmente propagadas clonalmente ex vivo, se trasplantan nuevamente en el
mismo paciente. Las células transfectadas pueden reintroducirse en el paciente mediante el uso de cualquier medio
conocido en la técnica, preferentemente en forma estéril mediante administración intravenosa, intracavitaria,
intraperitoneal o intratumoral.

5
Los métodos de la invención pueden implicar una célula presentadora de antígeno para expresar el ARN que codifica el
antígeno. Para este fin, los métodos de la invención pueden implicar la introducción del ARN que codifica los antígenos
en células presentadoras de antígeno tales como las células dendríticas. Para la transfección de las células presentadoras
de antígeno tales como células dendríticas, puede usarse una composición farmacéutica que comprende el ARN que
codifica el antígeno. Puede administrarse a un paciente un vehículo de suministro que direcciona el ARN a una célula10
dendrítica o a otra célula presentadora de antígeno, lo que resulta en la transfección que ocurre en vivo.

De acuerdo con la invención, se prefiere usar formulaciones del ARN codificante de un antígeno las que suministran el
ARN con alta selectividad a las células presentadoras de antígeno tales como las células dendríticas (DC) en el bazo
después de la administración sistémica. Por ejemplo, formulaciones nanoparticuladas de ARN con un tamaño de partícula15
definido en donde la carga neta de las partículas es cercana a cero o negativa, tal como los lipoplejos de ARN, cargados
negativamente o electro neutros, y liposomas, por ejemplo, los lipoplejos que comprenden DOTMA y DOPE o DOTMA y
colesterol, conducen a la expresión sustancial del ARN en las DC de bazo después de la administración sistémica. Se
determinó una fuerte expresión en las células diana (bazo) mientras que la expresión en otros órganos fue baja.

20
Como se usa en la presente descripción, el término "nanopartícula" se refiere a cualquier partícula que tiene un diámetro
que la haga adecuada para la administración sistémica, en particular parenteral, de, en particular, ácidos nucleicos,
típicamente, un diámetro de menos que 1000 nanómetros (nm). En algunas modalidades, una nanopartícula tiene un
diámetro de menos que 600 nm. En algunas modalidades, una nanopartícula tiene un diámetro de menos que 400 nm.

25
Como se usa en la presente descripción, el término "formulación nanoparticulada" o los términos similares se refieren a
cualquier sustancia que contiene al menos una nanopartícula. En algunas modalidades, una composición nanoparticulada
es una colección uniforme de nanopartículas. En algunas modalidades, las composiciones nanoparticuladas son
dispersiones o emulsiones. En general, una dispersión o emulsión se forma cuando se combinan al menos dos materiales
inmiscibles.30

El término "lipoplejo" o "lipoplejo de ácido nucleico", en particular "lipoplejo de ARN", se refiere a un complejo de lípidos y
ácidos nucleicos, en particular ARN. Los lipoplejos se forman espontáneamente cuando los liposomas catiónicos, que
además a menudo incluyen un lípido "auxiliar" neutro, se mezclan con ácidos nucleicos.

35
Si la presente invención se refiere a una carga tal como una carga positiva, carga negativa o carga neutra o un compuesto
catiónico, compuesto negativo o compuesto neutro, esto significa generalmente que la carga mencionada está presente
a un pH seleccionado, tal como un pH fisiológico. Por ejemplo, el término "lípido catiónico" significa un lípido que tiene
una carga neta positiva a un pH seleccionado, tal como un pH fisiológico. El término "lípido neutro" significa un lípido que
no tiene carga neta positiva o negativa y puede presentarse en la forma de un ion anfótero no cargado o neutro a un pH40
seleccionado, tal como un pH fisiológico. Por "pH fisiológico" se entiende, en la presente descripción, un pH de
aproximadamente 7,5.

Los vehículos nanoparticulados tales como los vehículos lipídicos contemplados para usar en la presente invención
incluyen cualquier sustancia o vehículo con el que pueda asociarse un ácido nucleico, tal como el ARN, por ejemplo45
mediante la formación de complejos con el ácido nucleico o mediante la formación de vesículas en las que el ácido
nucleico está encerrado o encapsulado. Esto puede resultar en una mayor estabilidad del ácido nucleico en comparación
con el ácido nucleico desnudo. En particular, la estabilidad del ácido nucleico en la sangre puede aumentarse.

Los lípidos catiónicos, los polímeros catiónicos y otras sustancias con cargas positivas pueden formar complejos con los50
ácidos nucleicos cargados negativamente. Estas moléculas catiónicas pueden usarse para formar complejos de ácidos
nucleicos, de esta manera forman, por ejemplo, los llamados lipoplejos o poliplejos, respectivamente, y se ha demostrado
que estos complejos suministran ácidos nucleicos a las células.

Las preparaciones de ácido nucleico nanoparticuladas para usar en la presente invención pueden obtenerse mediante55
diversos protocolos y a partir de diversos compuestos complejantes de ácido nucleico. Los lípidos, polímeros, oligómeros
o anfifílos son agentes complejantes típicos. En una modalidad, el compuesto complejante comprende al menos un agente
seleccionado del grupo que consiste en protamina, polietilenimina, una poli-L-lisina, una poli-L-arginina o una histona.

De acuerdo con la invención, la protamina es útil como agente vehículo catiónico. El término "protamina" se refiere a60
cualquiera de varias proteínas fuertemente básicas de peso molecular relativamente bajo que son ricas en arginina y se
encuentran asociadas especialmente con el ADN en lugar de histonas somáticas en las células espermáticas de varios
animales (como los peces). En particular, el término "protamina" se refiere a proteínas que se encuentran en los
espermatozoides de los peces que son fuertemente básicas, solubles en agua, no se coagulan por calor, y producen
principalmente arginina después de la hidrólisis. En forma purificada, se usan en una formulación de insulina de acción65
prolongada y para neutralizar los efectos anticoagulantes de la heparina.
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De acuerdo con la invención, el término "protamina" como se usa en la presente descripción significa que comprende
cualquier secuencia de aminoácidos de protamina que se obtiene o se deriva a partir de fuentes naturales o biológicas
que incluyen fragmentos de esta y formas multiméricas de dicha secuencia de aminoácidos o fragmento de esta. Además,
el término abarca polipéptidos (sintetizados) que son artificiales y diseñados específicamente para fines específicos y no
pueden aislarse de fuentes naturales o biológicas.5

La protamina usada de acuerdo con la presente invención puede ser protamina sulfatada o hidrocloruro de protamina. En
una modalidad preferida, la fuente de protamina usada para la producción de las nanopartículas descritas en la presente
descripción es la protamina 5000 que contiene protamina a más de 10 mg/mL (5000 unidades neutralizantes de heparina
por mL) en una solución de sales isotónica.10

Los liposomas son vesículas lipídicas microscópicas que a menudo tienen una o más bicapas de un lípido formador de
vesículas, tal como un fosfolípido, y son capaces de encapsular un fármaco. En el contexto de la presente invención
pueden emplearse diferentes tipos de liposomas, que incluyen, sin limitarse a estos, vesículas multilamelares (MLV),
vesículas unilamelares pequeñas (SUV), vesículas unilamelares grandes (LUV), liposomas estabilizados estéricamente15
(SSL), vesículas multivesiculares (MV), y grandes vesículas multivesiculares (LMV), así como también otras formas de
bicapa conocidas en la técnica. El tamaño y la lamelaridad del liposoma dependerán de la forma de preparación y la
selección del tipo de vesículas a usarse dependerá del modo de administración preferido. Existen numerosas otras formas
de organización supramolecular en las que los lípidos pueden estar presentes en un medio acuoso, que comprenden
fases lamelares, fases hexagonales y fases hexagonales inversas, fases cúbicas, micelas, micelas inversas compuestas20
de monocapas. Estas fases pueden obtenerse, además, en combinación con ADN o ARN, y la interacción con ARN y
ADN puede afectar sustancialmente el estado de la fase. Las fases descritas pueden estar presentes en las formulaciones
nanoparticuladas del ácido nucleico de la presente invención.

Para la formación de lipoplejos de ácido nucleico a partir de ácido nucleico y liposomas, puede usarse cualquier método25
adecuado para formar liposomas siempre que proporcione los lipoplejos de ácido nucleico previstos. Los liposomas
pueden formarse mediante el uso de métodos estándar tales como el método de evaporación inversa (REV), el método
de inyección de etanol, el método de deshidratación-rehidratación (DRV), sonicación u otros métodos adecuados.

Después de la formación de liposomas, los liposomas pueden dimensionarse para obtener una población de liposomas30
que tienen un intervalo de tamaños sustancialmente homogéneo.

Los lípidos formadores de bicapa tienen, típicamente, dos cadenas hidrocarbonadas, particularmente cadenas de acilo, y
un grupo cabeza, ya sea polar o no polar. Los lípidos formadores de bicapa están compuestos de lípidos de origen natural
o de origen sintético, que incluyen los fosfolípidos, tales como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, ácido fosfatídico,35
fosfatidilinositol, y esfingomielina, donde las dos cadenas hidrocarbonadas son, típicamente, entre aproximadamente 14-
22 átomos de carbono de longitud, y tienen diversos grados de insaturación. Otros lípidos adecuados para usar en la
composición de la presente invención incluyen glicolípidos y esteroles tales como colesterol y sus diversos análogos, que
además pueden usarse en los liposomas.

40
Los lípidos catiónicos, típicamente, tienen una porción lipofílica, tal como un esterol, una cadena de acilo o diacilo, y tienen
una carga neta general positiva. El grupo cabeza del lípido, típicamente, lleva la carga positiva. El lípido catiónico tiene,
preferentemente, una carga positiva de 1 a 10 valencias, con mayor preferencia una carga positiva de 1 a 3 valencias, y
con mayor preferencia una carga positiva de 1 valencia. Los ejemplos de lípidos catiónicos incluyen, pero no se limitan a
1,2-di-O-octadecenil-3-trimetilamonio propano (DOTMA); dimetildioctadecilamonio (DDAB); 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-45
propano (DOTAP); 1,2-dioleoil-3-dimetilamonio-propano (DODAP); 1,2-diaciloxi-3-dimetilamonio propanos; 1,2-
dialquiloxi-3-dimetilamonio propanos; cloruro de dioctadecildimetilamonio (DODAC), 1,2-dimiristoiloxipropil-1,3-
dimetilhidroxietil-amonio (DMRIE) y trifluoroacetato de 2,3-dioleoiloxi-N- [[2(espermina carboxamida)etil]-N,N-dimetil-1-
propanamio (DOSPA). Los preferidos son DOTMA, DOTAP, DODAC, y DOSPA. El más preferido es DOTMA.

50
Además, las nanopartículas descritas en la presente descripción incluyen, además, preferentemente un lípido neutro en
vista de la estabilidad estructural, y similares. El lípido neutro puede seleccionarse apropiadamente en vista de la eficiencia
del suministro del complejo ácido nucleico-lípido. Los ejemplos de lípidos neutros incluyen, pero no se limitan a, 1,2-di-
(9Z-octadecenoil)-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC),
diacilfosfatidilcolina, diacilfosfatidil etanolamina, ceramida, esfingomielina, cefalina, esterol, y cerebrósido. El preferido e55
DOPE y/o DOPC. El más preferido es DOPE. En el caso en que un liposoma catiónico incluye tanto un lípido catiónico
como un lípido neutro, la relación molar del lípido catiónico con respecto al lípido neutro puede determinarse
apropiadamente en vista de la estabilidad del liposoma y similares.

De acuerdo con una modalidad, las nanopartículas descritas en la presente descripción pueden comprender fosfolípidos.60
Los fosfolípidos pueden ser un glicerofosfolípido. Los ejemplos de glicerofosfolípido incluyen, sin limitación, tres tipos de
lípidos: (i) fosfolípidos zwitteriónicos, que incluyen, por ejemplo, fosfatidilcolina (PC), fosfatidilcolina de yema de huevo,
PC derivada de soja en forma natural, parcialmente hidrogenada o totalmente hidrogenada, dimiristoil fosfatidilcolina
(DMPC) esfingomielina (SM); (ii) fosfolípidos cargados negativamente: que incluyen, por ejemplo, fosfatidilserina (PS),
fosfatidilinositol (PI), ácido fosfatídico (PA), fosfatidilglicerol (PG) dipalmipoil PG, dimiristoil fosfatidilglicerol (DMPG);65
derivados sintéticos en los que el conjugado produce un fosfolípido zwitteriónico cargado negativamente, tal es el caso
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de metoxi-polietileno, glicol-diestearoil fosfatidiletanolamina (mPEG-DSPE); y (iii) fosfolípidos catiónicos, que incluyen, por
ejemplo, fosfatidilcolina o esfingomielina de los cuales el fosfomonoéster fue O-metilado para formar los lípidos catiónicos.

La asociación del ácido nucleico con el portador lípido puede ocurrir, por ejemplo, mediante el llenado de espacios
intersticiales del portador con el ácido nucleico, de manera que el portador atrapa físicamente al ácido nucleico, o mediante5
enlace covalente, iónico, o de hidrógeno, o por medio de adsorción mediante enlaces no específicos. Cualquiera que sea
el modo de asociación, el ácido nucleico debe retener sus propiedades terapéuticas, es decir, las que codifican el antígeno.

El término "enfermedad" se refiere a una afección anormal que afecta el cuerpo de un individuo. Una enfermedad a
menudo se interpreta como una afección médica que se asocia con signos y síntomas específicos. Una enfermedad puede10
causarse por factores originalmente de una fuente externa, tal como enfermedad infecciosa, o puede causarse por
disfunciones internas, tal como enfermedades autoinmunitarias.

De acuerdo con la invención, el término "enfermedad" además se refiere a enfermedades cancerosas. Los términos
"enfermedad cancerosa" o "cáncer" (término médico: neoplasia maligna) se refieren a una clase de enfermedades en las15
que un grupo de células muestra un crecimiento incontrolado (división más allá de los límites normales), invasión (intrusión
y destrucción de tejidos adyacentes) y, a veces, metástasis (propagación a otras localizaciones en el cuerpo a través de
la linfa o la sangre). Estas tres propiedades malignas de los cánceres los diferencian de los tumores benignos, que son
autolimitados y no invaden ni hacen metástasis. La mayoría de los cánceres forman un tumor, es decir, una inflamación
o lesión formada por un crecimiento anormal de células (llamadas células neoplásicas o células tumorales), pero algunos,20
como la leucemia, no lo hacen. Los ejemplos de cánceres incluyen, pero no se limitan a, carcinoma, linfoma, blastoma,
sarcoma, glioma y leucemia. Más particularmente, los ejemplos de tales cánceres incluyen cáncer óseo, cáncer
sanguíneo, cáncer de pulmón, cáncer de hígado, cáncer de páncreas, cáncer de piel, cáncer de la cabeza o cuello,
melanoma maligno cutáneo o intraocular, cáncer uterino, cáncer de ovarios, cáncer rectal, cáncer de la región anal, cáncer
de estómago, cáncer de colon, cáncer de mama, cáncer de próstata, cáncer uterino, carcinoma de los órganos sexuales25
y reproductivos, Enfermedad de Hodgkin, cáncer del esófago, cáncer del intestino delgado, cáncer del sistema endocrino,
cáncer de la glándula tiroides, cáncer de la glándula paratiroides, cáncer de la glándula adrenal, sarcoma de tejidos
blandos, cáncer de la vejiga, cáncer de los riñones, carcinoma celular renal, carcinoma de la pelvis renal, neoplasias del
sistema nervioso central (CNS), cáncer neuroectodérmico, tumores del eje espinal, glioma, meningioma, y adenoma
pituitario. El término "cáncer" de acuerdo con la invención también comprende, las metástasis del cáncer.30

El término "enfermedad infecciosa" se refiere a cualquier enfermedad que puede transmitirse de individuo a individuo o
de organismo a organismo, y es causada por un agente microbiano (por ejemplo, resfriado común). Los ejemplos de
enfermedades infecciosas incluyen enfermedades infecciosas virales, tales como SIDA (HIV), hepatitis A, B o C, herpes,
herpes zoster (varicela), sarampión alemán (virus de la rubéola), fiebre amarilla, dengue, etcétera, flavivirus, virus de la35
gripe, enfermedades infecciosas hemorrágicas (virus de Marburg o Ébola), y síndrome respiratorio agudo severo (SRAS),
enfermedades infecciosas bacterianas, tales como la enfermedad del legionario (Legionella), enfermedades de
transmisión sexual (por ejemplo clamidia o gonorrea), úlcera gástrica (Helicobacter), cólera (Vibrio), tuberculosis, difteria,
infecciones por E.coli, Staphylococci, Salmonella o Streptococci (tetanus); infecciones por protozoarios patógenos tal
como malaria, enfermedad del sueño, leismaniasis; toxoplasmosis, es decir, infecciones por Plasmodium, Trypanosoma,40
Leishmania y Toxoplasma; o infecciones fúngicas, que son causadas, por ejemplo, por Cryptococcus neoformans,
Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis o Candida albicans.

El término "enfermedad autoinmunitaria" se refiere a cualquier enfermedad en la cual el cuerpo produce una respuesta
inmunogénica (es decir, sistema inmunitario) a algún componente de sus propios tejidos. En otras palabras, el sistema45
inmunitario pierde su capacidad de reconocer algunos tejidos o sistemas dentro del cuerpo como propios y direcciona y
ataca estos como si fueran extraños. Las enfermedades autoinmunitarias pueden clasificarse en aquellas en las que
predominantemente se afecta un órgano (por ejemplo, anemia hemolítica y tiroiditis autoinmunitaria), y aquellas en las
que el proceso de la enfermedad autoinmunitaria se difunde a través de muchos tejidos (por ejemplo, lupus eritematoso
sistémico). Por ejemplo, se cree que la esclerosis múltiple es causada por las células T que atacan las vainas que rodean50
las fibras nerviosas del cerebro y la médula espinal. Esto resulta en pérdida de la coordinación, debilidad, y visión borrosa.
Las enfermedades autoinmunitarias son conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, tiroiditis de Hashimoto,
enfermedad de Grave, lupus, esclerosis múltiple, artritis reumatoide, anemia hemolítica, tiroiditis autoinmunitaria, lupus
eritematoso sistémico, enfermedad celíaca, enfermedad de Crohn, colitis, diabetes, esclerodermia, psoriasis y similares.

55
De acuerdo con la invención, puede estimularse una respuesta inmunitaria mediante la introducción en un sujeto de un
ARNm adecuado que codifica para un antígeno o un fragmento de este, por ejemplo, un antígeno asociado a la
enfermedad.

El término "antígeno" se refiere a un agente que comprende un epítopo contra el que se genera una respuesta inmunitaria.60
El término "antígeno" incluye en particular proteínas, péptidos, polisacáridos, ácidos nucleicos, especialmente ARN y ADN,
y nucleótidos. El término "antígeno" también incluye agentes, que se convierten en antigénicos - y sensibilizantes - solo a
través de la transformación (por ejemplo de manera intermedia en la molécula o por terminación con la proteína del
cuerpo). Un antígeno es, preferentemente, presentado por las células del sistema inmunitario, tales como las células
presentadoras de antígeno, como las células dendríticas o los macrófagos. Adicionalmente, un antígeno o un producto65
procesado de éste, preferentemente, se reconoce por un receptor de células T o B, o por una molécula de
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inmunoglobulina, tal como un anticuerpo. En una modalidad preferida, el antígeno es un antígeno asociado a la
enfermedad, tal como un antígeno asociado a tumores, un antígeno viral, o un antígeno bacteriano.

El término "antígeno asociado a la enfermedad" se usa en su sentido más amplio para referirse a cualquier antígeno
asociado con una enfermedad. Un antígeno asociado a la enfermedad es una molécula que contiene epítopos que5
estimularán el sistema inmunitario del huésped para producir una respuesta inmunitaria celular específica al antígeno y/o
una respuesta humoral de anticuerpos contra la enfermedad. Por lo tanto, el antígeno asociado a la enfermedad puede
usarse con fines terapéuticos. Los antígenos asociados a la enfermedad se asocian, preferentemente, con infección por
microbios, típicamente, antígenos microbianos, o asociados con cáncer, típicamente, tumores.

10
El término "enfermedad que involucra un antígeno" se refiere a cualquier enfermedad que involucre un antígeno, por
ejemplo, una enfermedad que se caracteriza por la presencia y/o la expresión de un antígeno. La enfermedad que
involucra un antígeno puede ser una enfermedad infecciosa, una enfermedad autoinmunitaria, o una enfermedad
cancerosa o simplemente cáncer. Como se mencionó anteriormente, el antígeno puede ser un antígeno asociado a la
enfermedad, tal como un antígeno asociado a tumor, un antígeno viral, o un antígeno bacteriano.15

En una modalidad, un antígeno asociado a la enfermedad es un antígeno asociado a tumor. En esta modalidad, la
presente invención puede ser útil en el tratamiento del cáncer o de la metástasis del cáncer. Preferentemente, el órgano
o tejido enfermo se caracteriza por células enfermas tales como células cancerosas que expresan un antígeno asociado
a la enfermedad y/o se caracterizan por la asociación de un antígeno asociado a la enfermedad con su superficie. La20
inmunización con antígenos intactos o sustancialmente intactos asociados a tumores o fragmentos de estos, tales como
péptidos o ácidos nucleicos de MHC clase I y clase II, en particular el ARNm, que codifica tal antígeno o fragmento hace
posible producir una respuesta de tipo MHC clase I y/o una de clase II y, por lo tanto, estimular células T tales como
linfocitos T citotóxicos CD8+, que son capaces de destruir las células cancerosas, y/o células T CD4+. Tal inmunización
puede provocar, además, una respuesta inmunitaria humoral (respuesta de células B) que resulta en la producción de25
anticuerpos contra el antígeno asociado a tumor. Además, las células presentadoras de antígenos (APC) tales como las
células dendríticas (DC) pueden cargarse con péptidos presentados por MHC de clase I mediante transfección con ácidos
nucleicos que codifican antígenos tumorales in vitro y administrarse a un paciente. En una modalidad, el término "antígeno
asociado a tumor" se refiere a un constituyente de las células cancerosas que puede derivarse del citoplasma, la superficie
celular y el núcleo celular. En particular, se refiere a aquellos antígenos que se producen, preferentemente en gran30
cantidad, intracelularmente o como antígenos de superficie en las células tumorales. Los ejemplos de antígenos tumorales
incluyen HER2, EGFR, VEGF, antígeno CAMPATH1, CD22, CA-125, HLA-DR, linfoma de Hodgkin o mucina-1, pero no
se limitan a estos.

De acuerdo con la presente invención, un antígeno asociado a tumor comprende, preferentemente, cualquier antígeno35
que es característico para tumores o cánceres, así como también para células tumorales o cancerosas con respecto al
tipo y/o nivel de expresión. En una modalidad, el término "antígeno asociado a tumor" se refiere a proteínas que en
condiciones normales, es decir, en un sujeto saludable, se expresan específicamente en un número limitado de tejidos
y/u órganos o en etapas específicas del desarrollo, por ejemplo, el antígeno asociado a tumor puede expresarse en
condiciones normales específicamente en tejido de estómago, preferentemente, en la mucosa gástrica, en órganos40
reproductores, por ejemplo, en testículos, en tejido trofoblástico, por ejemplo, en la placenta, o en células de la línea
germinal, y se expresan o se expresan de manera aberrante en uno o más tejidos tumorales o cancerosos. En este
contexto, "un número limitado" significa, preferentemente, no más de 3, con mayor preferencia no más de 2 o 1. Los
antígenos asociados a tumores en el contexto de la presente invención incluyen, por ejemplo, antígenos de diferenciación,
preferentemente, antígenos de diferenciación de tipo celular específico, es decir, proteínas que en condiciones normales45
se expresan específicamente en un cierto tipo de célula, en cierta etapa de diferenciación, antígenos de cáncer/testículos,
es decir, proteínas que en condiciones normales se expresan específicamente en testículos y algunas veces en la
placenta, y antígenos específicos de línea germinal. En el contexto de la presente invención, el antígeno asociado a tumor,
preferentemente, no se expresa, o solo rara vez, en tejidos normales o está mutado en células tumorales.
Preferentemente, el antígeno asociado a tumor o la expresión aberrante del antígeno asociado a tumor identifica las50
células cancerosas. En el contexto de la presente invención, el antígeno asociado a tumor que se expresa por una célula
cancerosa en un sujeto, por ejemplo, un paciente que padece una enfermedad cancerosa, es preferentemente una
proteína propia en dicho sujeto. En modalidades preferidas, el antígeno asociado a tumor en el contexto de la presente
invención se expresa en condiciones normales específicamente en un tejido u órgano que no es esencial, es decir, tejidos
u órganos que cuando son dañados por el sistema inmunitario no conducen a la muerte del sujeto, o en órganos o55
estructuras del cuerpo que no son, o son difícilmente asequibles por el sistema inmunitario. Preferentemente, un antígeno
asociado a tumor se presenta en el contexto de las moléculas de MHC por una célula cancerosa en la que se expresa.

Los ejemplos de antígenos de diferenciación que cumplen idealmente los criterios para antígenos asociados a tumor como
se contempla por la presente invención como estructuras diana en la inmunoterapia tumoral, en particular, en la60
vacunación tumoral son las proteínas de superficie celular de la familia Claudina, tales como CLDN6 y CLDN18.2. Estos
antígenos de diferenciación se expresan en tumores de diversos orígenes, y son particularmente adecuados como
estructuras diana en relación con la inmunoterapia del cáncer mediada por anticuerpos, debido a su expresión selectiva
(sin expresión en un tejido normal de toxicidad relevante) y a su localización en la membrana plasmática.

65
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Otros ejemplos de antígenos que pueden ser útiles en la presente invención son p53, ART-4, BAGE, beta-catenina/m,
Bcr-abL CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27/m, CDK4/m, CEA, CLAUDIN-12, c-MYC, CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-
AML1, G250, GAGE, GnT-V, Gap100, HAGE, HER-2/neu, HPV-E7, HPV-E6, HAST-2, hTERT (o hTRT), LAGE,
LDLR/FUT, MAGE-A, preferentemente, MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A5, MAGE-A6, MAGE-A7,
MAGE-A8, MAGE-A9, MAGE-A10, MAGE-A11, o MAGE-A12, MAGE-B, MAGE-C, MART-1/Melan-A, MC1R, Myosin/m,5
MUC1, MUM-1, -2, -3, NA88-A, NF1, NY-ESO-1, NY-BR-1, p190 menor BCR-abL, Pm1/RARa, PRAME, proteinasa 3,
PSA, PSM, RAGE, RU1 o RU2, SAGE, SART-1 o SART-3, SCGB3A2, SCP1, SCP2, SCP3, SSX, SURVIVIN, TEL/AML1,
TPI/m, TRP-1, TRP-2, TRP-2/INT2, TPTE y WT, preferentemente, WT-1.

El término "antígeno viral" se refiere a cualquier componente viral que tiene propiedades antigénicas, es decir, que es10
capaz de provocar una respuesta inmunitaria en un individuo. El antígeno viral puede ser una ribonucleoproteína viral o
una proteína de envoltura.

El término "antígeno bacteriano" se refiere a cualquier componente bacteriano que tiene propiedades antigénicas, es
decir, que es capaz de provocar una respuesta inmunitaria en un individuo. El antígeno bacteriano puede derivarse de la15
pared celular o de la membrana del citoplasma de la bacteria.

El "procesamiento del antígeno" se refiere a la degradación de un antígeno en productos de procesión, que son fragmentos
de dicho antígeno (por ejemplo, la degradación de una proteína en péptidos) y la asociación de uno o más de estos
fragmentos (por ejemplo, mediante unión) con las moléculas MHC para la presentación por células, preferentemente20
células presentadoras de antígeno, a células T específicas.

El término "respuesta inmunitaria", como se usa en la presente descripción, se refiere a una reacción del sistema
inmunitario tal como a organismos inmunogénicos, tales como bacterias o virus, células o sustancias. El término
"respuesta inmunitaria" incluye la respuesta inmunitaria innata y la respuesta inmunitaria adaptativa. Preferentemente, la25
respuesta inmunitaria está relacionada con una activación de células inmunitarias, una inducción de la biosíntesis de
citocinas y/o la producción de anticuerpos. Se prefiere que la respuesta inmunitaria comprenda las etapas de activación
de las células presentadoras de antígeno, tales como células dendríticas y/o macrófagos, la presentación de un antígeno
o fragmento de este por dichas células presentadoras de antígeno y la activación de células T citotóxicas debido a esta
presentación.30

El término "tratar" o "tratamiento" se refiere a cualquier tratamiento que mejora el estado de salud y/o prolonga (aumenta)
la esperanza de vida de un individuo. Dicho tratamiento puede eliminar la enfermedad en un individuo, detener o
enlentecer el desarrollo de una enfermedad en un individuo, inhibir o enlentecer el desarrollo de una enfermedad en un
individuo, disminuir la frecuencia o gravedad de los síntomas en un individuo, y/o disminuir la recurrencia en un individuo35
quien actualmente tiene o quien previamente tuvo una enfermedad.

En particular, el término "tratamiento de una enfermedad" incluye curar, acortar la duración, mejorar, retrasar o inhibir la
progresión o el empeoramiento de una enfermedad o los síntomas de ésta.

40
El término "inmunoterapia" se refiere a un tratamiento que involucra, preferentemente, una reacción inmunitaria específica
y/o una(s) función inmunitaria efectora.

El término "inmunización" o "vacunación" describe el proceso de tratamiento de un sujeto por razones terapéuticas o
profilácticas.45

El término "sujeto" o "individuo", como se usa en la presente descripción, se refiere, preferentemente, a mamíferos. Por
ejemplo, los mamíferos en el contexto de la presente invención son humanos, primates no humanos, animales
domesticados tales como perros, gatos, ovejas, vacuno, cabras, cerdos, caballos, etcétera, animales de laboratorio tales
como ratones, ratas, conejos, conejillos de indias, etcétera, así como también animales en cautiverio, tal como animales50
de los zoológicos. En una modalidad preferida, el sujeto es un humano.

El término "célula presentadora de antígeno" (APC) se refiere a una célula de una variedad de células capaces de exponer,
adquirir, y/o presentar al menos un antígeno o fragmento antigénico sobre (o en) su superficie celular. Las células
presentadoras de antígeno pueden distinguirse en células presentadoras de antígeno profesionales y células55
presentadoras de antígeno no profesionales.

El término "células presentadoras de antígeno profesionales" se refiere a las células presentadoras de antígeno que
expresan constitutivamente las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase II (MHC clase II) requeridas
para la interacción con las células T vírgenes. Si una célula T interactúa con el complejo de la molécula MHC de clase II60
en la membrana de la célula presentadora de antígeno, la célula presentadora de antígeno produce una molécula
coestimuladora que induce la activación de la célula T. Las células presentadoras de antígeno profesionales comprenden
células dendríticas y macrófagos.

El término "células presentadoras de antígenos no profesionales" se refiere a células presentadoras de antígenos que no65
expresan constitutivamente las moléculas de MHC de clase II, sino que son estimuladas por determinadas citocinas tales
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como el interferón gamma. Las células presentadoras de antígeno no profesionales ilustrativas incluyen fibroblastos,
células epiteliales tímicas, células epiteliales tiroideas, células gliales, células beta pancreáticas o células endoteliales
vasculares.

El término "complejo principal de histocompatibilidad" y la abreviatura "MHC" incluyen las moléculas MHC de clase I y5
MHC de clase II y se refiere a un complejo de genes que se producen en todos los vertebrados. Las proteínas o moléculas
del MHC son importantes para la señalización entre linfocitos y células presentadoras de antígeno o células enfermas en
reacciones inmunitarias, en donde las proteínas o moléculas del MHC se unen a péptidos y los presentan para su
reconocimiento por los receptores de células T. Las proteínas codificadas por el MHC se expresan en la superficie de las
células y muestran tanto antígenos propios (fragmentos de péptidos de la propia célula) como antígenos no propios (por10
ejemplo, fragmentos de microorganismos invasores) a una célula T.

De acuerdo con la invención el término "receptor de antígeno quimérico (CAR)" es sinónimo de los términos "receptor de
célula T quimérico" y "receptor de células T artificial".

15
Estos términos se refieren a receptores ingenierizados, que confieren una especificidad arbitraria tal como la especificidad
de un anticuerpo monoclonal en una célula inmunitaria efectora tal como una célula T. De esta forma, pueden generarse
un gran número de células T específicas de cáncer para la transferencia adoptiva de células. Por lo tanto, un CAR puede
estar presente en las células T, por ejemplo, en lugar de, o además de, el propio receptor de células T de las células T.
Tales células T no requieren necesariamente el procesamiento y la presentación de un antígeno para el reconocimiento20
de la célula diana si no que pueden reconocer preferentemente con especificidad cualquier antígeno presente en una
célula diana. Preferentemente, dicho CAR se expresa en la superficie de las células. Para el propósito de la presente
invención las células T que comprenden un CAR se comprenden por el término "célula T" como se usa en la presente
descripción.

25
De acuerdo con la invención, el término "CAR" (o "receptor de antígeno quimérico") se refiere a un receptor artificial que
comprende una sola molécula o un complejo de moléculas que reconoce, es decir, que se unen a, una estructura diana
(por ejemplo, un antígeno) sobre una célula diana tal como una célula cancerosa (por ejemplo, mediante la unión de un
dominio de unión a antígeno con un antígeno expresado en la superficie de la célula diana) y puede conferir especificidad
a una célula efectora inmunitaria tal como una célula T que expresa dicho CAR en la superficie celular. Preferentemente,30
el reconocimiento de la estructura diana mediante un CAR resulta en la activación de una célula efectora inmunitaria que
expresa dicho CAR. Un CAR puede comprender una o más unidades de proteína, dichas unidades de proteína
comprenden uno o más dominios como se describió en la presente descripción. El término "CAR" no incluye los receptores
de células T.

35
En una modalidad, un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) derivado de un anticuerpo monoclonal se fusiona a
CD3-zeta transmembranal y de endodominio. Tales moléculas resultan en la transmisión de una señal zeta en respuesta
al reconocimiento por el scFv de su diana antigénica en una célula diana y la muerte de la célula diana que expresa el
antígeno diana. Los dominios de reconocimiento de antígenos que pueden usarse además, incluyen entre otros las
cadenas sencillas alfa y beta del receptor de célula T (TCR). De hecho, casi cualquier cosa que se una a una diana40
determinada con alta afinidad puede usarse como un dominio de reconocimiento de antígenos.

Seguido del reconocimiento de los antígenos, los receptores se agrupan y se transmite una señal a la célula. A este
respecto, un "dominio de señalización de células T" es un dominio, preferentemente un endodominio, que transmite una
señal de activación a la célula T después que se une el antígeno. El componente de endodominio más utilizado es CD3-45
zeta.

La terapia de transferencia adoptiva de células con células T ingenierizadas con CAR que expresan receptores de
antígeno quiméricos es un terapéutico anticancerígeno prometedor debido a que las células T modificadas con CAR
pueden ingenierizarse para hacer diana virtualmente cualquier antígeno tumoral. Por ejemplo, las células T de los50
pacientes pueden modificarse genéticamente (genéticamente modificadas) para expresar CAR dirigidos específicamente
hacia los antígenos en las células tumorales de los pacientes, después se inyectan nuevamente al paciente.

De acuerdo con la invención, un CAR puede sustituir la función de un receptor de célula T y, en particular, puede conferir
reactividad tal como la actividad citolítica a una célula tal como una célula T. Sin embargo, en contraste con la unión del55
receptor de células T a un complejo antígeno péptido-MHC, un CAR puede unirse a un antígeno, en particular cuando se
expresa en la superficie celular.

De acuerdo con la invención, los CAR pueden comprender generalmente tres dominios.
El primer dominio es el dominio de unión que reconoce y se une al antígeno.60
El segundo dominio es el dominio de coestimulación. El dominio de coestimulación sirve para potenciar la proliferación y
supervivencia de los linfocitos citotóxicos después de la unión del CAR a una porción diana. La identidad del dominio de
coestimulación está limitada solo porque este tiene la capacidad de potenciar la proliferación celular y la supervivencia
después de la unión de la porción diana mediante el CAR. Los dominios de coestimulación adecuados incluyen CD28,
CD137 (4-1BB), un miembro de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF), CD134 (OX40), un miembro65
de la superfamilia de receptores TNFR y CD278 (ICOS), una molécula coestimuladora de la superfamilia CD28 expresada
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en células T activadas. La persona experta comprenderá que las variantes de secuencia de estos dominios de
coestimulación observados pueden usarse sin afectar negativamente a la invención, donde las variantes tienen la misma
actividad o actividad similar que el dominio en el que se modelan. Tales variantes tendrán al menos aproximadamente 80
% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos del dominio del que se derivan. En algunas modalidades
de la invención, las construcciones CAR comprenden dos dominios de coestimulación. Si bien las combinaciones5
particulares incluyen todas las variaciones posibles de los cuatro dominios señalados, los ejemplos específicos incluyen
CD28+CD137 (4-1BB) y CD28+CD134 (OX40).
El tercer dominio es el dominio de señalización de activación (o dominio de señalización de células T). El dominio de
señalización de activación sirve para activar linfocitos citotóxicos después de la unión del CAR al antígeno. La identidad
del dominio de señalización de activación se limita solamente en que este tiene la capacidad de inducir la activación del10
linfocito citotóxico seleccionado después de la unión del antígeno por el CAR. Los dominios de señalización de activación
adecuados incluyen la cadena CD3 [zeta] de células T y el receptor Fc [gamma]. El experto a entenderá que las variantes
de secuencia de estos dominios de señalización de activación observados pueden usarse sin afectar negativamente a la
invención, donde las variantes tienen la misma actividad o actividad similar que el dominio en el que se modelan. Tales
variantes tendrán al menos aproximadamente 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos del15
dominio del que se derivan.

Los CAR pueden comprender los tres dominios, juntos en forma de una proteína de fusión. Tales proteínas de fusión
generalmente comprenderán un dominio de unión, uno o más dominios de coestimulación, y un dominio de señalización
de activación, unido en una dirección N-terminal a C-terminal. Sin embargo, los CAR no se limitan a esta disposición y20
otras disposiciones son aceptables e incluyen un dominio de unión, un dominio de señalización de activación, y uno o
más dominios de coestimulación. Se debe entender que debido a que el dominio de unión debe ser libre para unirse al
antígeno, la colocación del dominio de unión en la proteína de fusión generalmente será tal que se logre la exposición de
la región sobre el exterior de la célula. De la misma manera, debido a que los dominios de coestimulación y señalización
de activación sirven para inducir la actividad y la proliferación de los linfocitos citotóxicos, la proteína de fusión25
generalmente presentará estos dos dominios en el interior de la célula. Los CAR pueden incluir elementos adicionales,
tales como un péptido señal para garantizar la exportación adecuada de la proteína de fusión a la superficie de las células,
un dominio transmembrana para garantizar que la proteína de fusión se mantenga como una proteína integral de
membrana y un dominio de bisagra (o región espaciadora) que imparte flexibilidad al dominio de unión y permite una unión
fuerte al antígeno.30

Las células usadas junto con el sistema CAR de la presente invención son preferentemente células T, en particular
linfocitos citotóxicos, preferentemente seleccionados de células T citotóxicas, células asesinas naturales (NK), y células
asesinas activadas por linfocinas (LAK). Después de la activación, cada uno de estos linfocitos citotóxicos desencadena
la destrucción de las células diana. Por ejemplo, las células T citotóxicas desencadenan la destrucción de las células35
diana por uno o ambos de los siguientes medios. Primero, después de la activación, las células T liberan citotoxinas tales
como perforina, granzimas, y granulisina. La perforina y la granulisina crean poros en la célula diana, y las granzimas
entran en la célula y desencadenan una cascada de caspasas en el citoplasma que induce la apoptosis (muerte celular
programada) de la célula. Segundo, la apoptosis puede inducirse mediante la interacción de los ligando Fas-Fas entre las
células T y las células diana. Los linfocitos citotóxicos serán, preferentemente, células autólogas, aunque pueden usarse40
células heterólogas o células alogénicas.

Pueden usarse una diversidad de métodos para introducir construcciones CAR en las células T, que incluyen la
transfección de ADN no viral, los sistemas basados en transposones y los sistemas basados en virus. La transfección de
ADN no viral tiene un bajo riesgo de mutagénesis insercional. Los sistemas basados en transposones pueden integrar los45
transgenes de manera más eficiente que los plásmidos que no contienen un elemento de integración. Los sistemas
basados en virus incluyen el uso de retrovirus γ y vectores lentivirales. Los retrovirus γ son relativamente fáciles de
producir, transducen de manera eficiente y permanente las células T, y preliminarmente han demostrado su seguridad
desde el punto de vista de la integración en las células T humanas primarias. Los vectores lentivirales además transducen
de manera eficiente y permanente las células T, pero su fabricación es más costosa. Además, son potencialmente más50
seguros que los sistemas basados en retrovirus.

El ARN descrito en la presente descripción (por ejemplo, que se obtiene mediante el uso de una molécula de ácido
nucleico descrita en la presente descripción como un molde de transcripción) es útil además en la reprogramación o la
desdiferenciación de células somáticas en células similares a las células madre, es decir, células que tienen características55
de células madre, in vitro o en vivo. Esto puede implicar la expresión transitoria de factores de reprogramación in vitro o
en vivo para iniciar los procesos de reprogramación o desdiferenciación en las células. Por lo tanto, en una modalidad, el
péptido o la proteína codificada por un ácido nucleico tal como el ARN descrito en la presente descripción es un factor
que permite la reprogramación de células somáticas en células que tienen características de células madre. Las células
similares a células madre pueden proporcionarse de acuerdo con la invención sin generar embriones o fetos. La60
desdiferenciación de las células somáticas en células que tienen características de células madre, en particular la
pluripotencia, puede realizarse mediante la introducción del ARN codificante para factores que inducen la
desdiferenciación de las células somáticas en las células somáticas (además denominados factores de transcripción de
reprogramación (rTF)) y mediante el cultivo de las células somáticas que permiten que las células se desdiferencien.
Después de desdiferenciarse, las células podrían inducirse a rediferenciarse en el mismo o diferente tipo de célula65
somática tal como neuronal, hematopoyética, muscular, epitelial, y otros tipos de células. Por lo tanto, tales células
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similares a células madres tienen aplicaciones médicas para el tratamiento de enfermedades degenerativas mediante
"terapia celular" y pueden usarse en estrategias terapéuticas novedosas en el tratamiento de trastornos cardíacos,
neurológicos, endocrinos, vasculares, retinianos, dermatológicos, musculoesqueléticos, y otras enfermedades.

En consecuencia, la invención se refiere, además, a un método para proporcionar células que tienen características de5
células madre que comprende las etapas de (i) proporcionar una población celular que comprende células somáticas, (ii)
introducir el ARN de la invención capaz de expresar uno o más factores que permiten la reprogramación de las células
somáticas a células que tienen características de células madre en las células somáticas, y (iii) permitir el desarrollo de
células que tienen características de células madre. En una modalidad, el método comprende, además, introducir en las
células somáticas miARN que potencia la reprogramación de las células somáticas a células que tienen características10
de células madre.

En una modalidad, el uno o más factores comprenden OCT4 y SOX2. El uno o más factores pueden comprender, además,
KLF4 y/o c-MYC y/o NANOG y/o LIN28. En una modalidad, el uno o más factores comprenden OCT4, SOX2, KLF4 y c-
MYC y pueden comprender, además, LIN28 y opcionalmente NANOG. En una modalidad, el uno o más factores15
comprenden OCT4, SOX2, NANOG y LIN28.

En una modalidad, el método comprende, además, la etapa de cultivar las células somáticas en presencia de al menos
un inhibidor de histona desacetilasa, en donde el al menos un inhibidor de histona desacetilasa comprende,
preferentemente, ácido valproico, butirato de sodio, tricostatina A y/o scriptaid.20

En una modalidad, la etapa (iii) comprende cultivar las células somáticas en condiciones de cultivo de células madre
embrionarias.

En una modalidad, las características de las células madre comprenden una morfología de células madre embrionarias.25

En una modalidad, las células que tienen características de células madre tienen cariotipos normales, expresan actividad
de telomerasa, expresan marcadores de superficie celular que son característicos para células madre embrionarias y/o
expresan genes que son característicos para células madre embrionarias.

30
En una modalidad, las células que tienen características de células madre exhiben un estado pluripotente.

En una modalidad, las células que tienen características de células madre tienen el potencial de desarrollo para
diferenciarse en derivados avanzados de todas las tres capas germinales primarias.

35
En una modalidad, las células somáticas son fibroblastos tales como fibroblastos de pulmón, fibroblastos de prepucio o
fibroblastos dérmicos. Preferentemente, las células somáticas son células humanas.

En una modalidad, el ARN se introduce en las células somáticas mediante electroporación o lipofección. En una
modalidad, el ARN se introduce en las células somáticas repetitivamente.40

En una modalidad, la introducción de ARN capaz de expresar determinados factores, como se describió en la presente
descripción, en células somáticas resulta en la expresión de dichos factores durante un período prolongado de tiempo,
preferentemente, durante al menos 10 días, preferentemente, durante al menos 11 días y con mayor preferencia durante
al menos 12 días. Para lograr tal expresión a largo plazo, el ARN se introduce preferentemente periódicamente (es decir,45
repetitivamente) en las células más de una vez, preferentemente, mediante el uso de electroporación. Preferentemente,
el ARN se introduce en las células al menos dos veces, con mayor preferencia al menos 3 veces, con mayor preferencia
al menos 4 veces, incluso con mayor preferencia al menos 5 veces hasta, preferentemente, 6 veces, con mayor
preferencia hasta 7 veces o incluso hasta 8, 9 o 10 veces, preferentemente durante un período de tiempo de al menos 10
días, preferentemente durante al menos 11 días y con mayor preferencia durante al menos 12 días para asegurar la50
expresión de uno o más factores durante un período de tiempo prolongado. Preferentemente, los períodos de tiempo
transcurridos entre las introducciones repetidas del ARN son de 24 horas a 120 horas, preferentemente de 48 horas a 96
horas. En una modalidad, los períodos de tiempo que transcurren entre las introducciones repetidas del ARN no son más
de 72 horas, preferentemente no más de 48 horas o 36 horas. En una modalidad, antes de la siguiente electroporación,
se permite que las células se recuperen de la electroporación previa. En cualquier caso, las condiciones deben55
seleccionarse de manera que los factores se expresen en las células en cantidades y durante períodos de tiempo que
sustenten el proceso de reprogramación.

Una "célula madre" es una célula con la capacidad de autorrenovarse, permanecer indiferenciada, y diferenciarse. Una
célula madre puede dividirse sin límite, durante al menos el tiempo de vida del animal en el que reside naturalmente. Una60
célula madre no está terminalmente diferenciada; no está en la etapa final de una vía de diferenciación. Cuando una célula
madre se divide, cada célula hija puede permanecer como una célula madre o embarcarse en un curso que conduce a la
diferenciación terminal.

Las células madre totipotentes son células que tienen propiedades de diferenciación totipotencial y que son capaces de65
desarrollarse en un organismo completo. Esta propiedad es poseída por las células hasta la etapa de 8 células después
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de la fertilización del ovocito por los espermatozoides. Cuando estas células se aíslan y se trasplantan al útero, pueden
convertirse en un organismo completo.

Las células madre pluripotentes son células capaces de desarrollarse en diversas células y tejidos derivados de las capas
ectodérmica, mesodérmica y endodérmica. Las células madre pluripotentes que se derivan de la masa celular interna5
ubicada en el interior del blastocisto, que se generan 4-5 días después de la fertilización se denominan "células madre
embrionarias" y pueden diferenciarse en células de diversos tejidos, pero no pueden formar nuevos organismos vivos.

Las células madre multipotentes son células madre que se diferencian normalmente solo en tipos de células específicas
de su tejido y órgano de origen. Las células madre multipotentes están involucradas no solo en el crecimiento y el10
desarrollo de diversos tejidos y órganos durante los períodos fetal, neonatal y adulto, sino además en el mantenimiento
de la homeostasis del tejido adulto y la función de inducir la regeneración después del daño tisular. Las células
multipotentes específicas de tejido se denominan colectivamente "células madre adultas".

Una "célula madre embrionaria" o "ESC" es una célula madre que está presente o se aísla de un embrión. Puede ser15
pluripotente, que tiene la capacidad de diferenciarse en todas y cada una de las células presentes en el organismo, o
multipotente, con la capacidad de diferenciarse en más de un tipo de célula.

Como se usa en la presente descripción, "embrión" se refiere a un animal en las primeras etapas de su desarrollo. Estas
etapas se caracterizan por la implantación y la gastrulación, donde se definen y establecen las tres capas germinales y20
mediante la diferenciación de las capas germinales en los órganos y sistemas de órganos respectivos. Las tres capas
germinales son el endodermo, el ectodermo y el mesodermo.

Un "blastocisto" es un embrión en una etapa temprana del desarrollo en el que el óvulo fertilizado experimenta la escisión,
y se forma o se ha formado una capa esférica de células que rodean una cavidad llena de líquido. Esta capa esférica de25
células es el trofoectodermo. Dentro del trofoectodermo hay un grupo de células denominado masa celular interna (ICM).
El trofoectodermo es el precursor de la placenta, y la ICM es la precursora del embrión.

Una célula madre adulta, llamada además célula madre somática, es una célula madre que se encuentra en un adulto.
Una célula madre adulta se encuentra en un tejido diferenciado, puede autorrenovarse, y puede diferenciarse, con algunas30
limitaciones, para producir tipos de células especializadas de su tejido de origen. Los ejemplos incluyen células madre
mesenquimales, células madre hematopoyéticas, y células madre neurales.

Una "célula diferenciada" es una célula madura que ha experimentado cambios progresivos en el desarrollo a una forma
o función más especializada. La diferenciación celular es el proceso que experimenta una célula a medida que madura a35
un tipo de célula claramente especializado. Las células diferenciadas tienen características distintas, realizan funciones
específicas, y tienen menos probabilidades de dividirse que sus contrapartes menos diferenciadas.

Una célula "indiferenciada", por ejemplo, una célula inmadura, embrionaria, o primitiva, típicamente tiene una apariencia
inespecífica, puede realizar múltiples actividades no específicas, y puede desempeñarse mal, si es que lo hace, en40
funciones realizadas típicamente por células diferenciadas.

"Célula somática" se refiere a todas y cada una de las células diferenciadas y no incluye células madre, células germinales,
o gametos. Preferentemente, "célula somática" como se usa en la presente descripción se refiere a una célula diferenciada
terminalmente.45

Como se usa en la presente descripción, "comprometido" se refiere a las células que se consideran comprometidas
permanentemente con una función específica. Las células comprometidas además se denominan "células diferenciadas
terminalmente".

50
Como se usa en la presente descripción, "diferenciación" se refiere a la adaptación de las células para una forma o función
particular. En las células, la diferenciación conduce a una célula más comprometida.

Como se usa en la presente descripción, "desdiferenciación" se refiere a la pérdida de especialización en forma o función.
En las células, la desdiferenciación conduce a una célula menos comprometida.55

Como se usa en la presente descripción, "reprogramación" se refiere al restablecimiento del programa genético de una
célula. Una célula reprogramada exhibe, preferentemente, pluripotencia.

Los términos "desdiferenciada" y "reprogramada" o términos similares se usan indistintamente en la presente descripción60
para designar células derivadas de células somáticas que tienen características de células madre. Sin embargo, dichos
términos no pretenden limitar el tema descrito en la presente descripción por consideraciones mecanísticas o funcionales.

El término "ARN que induce el desarrollo de características de células madre" o "ARN capaz de expresar uno o más
factores que permiten la reprogramación de las células somáticas a células que tienen características de células madre"65
se refiere al ARN que cuando se introduce en una célula somática induce a la célula a desdiferenciarse.
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Como se usa en la presente descripción, "célula germinal" se refiere a una célula reproductiva tal como un espermatocito
o un ovocito, o una célula que se convertirá en una célula reproductiva.

Como se usa en la presente descripción, "pluripotente" se refiere a células que pueden dar lugar a cualquier tipo de célula,
excepto las células de la placenta u otras células de soporte del útero.5

Los términos tales como "célula que tiene características de células madre", "célula que tiene propiedades de células
madre" o "célula similar a células madre" se usan en la presente descripción para designar células que, aunque derivan
de células somáticas diferenciadas que no son células madre, exhiben una o más características típicas de células madre,
en particular de células madre embrionarias. Tales características incluyen una morfología de células madre embrionarias,10
tal como colonias compactas, alta relación de núcleo a citoplasma y nucléolos prominentes, cariotipos normales, expresión
de actividad de telomerasa, expresión de marcadores de superficie celular que son característicos de células madre
embrionarias, y/o la expresión de genes que son característicos de las células madre embrionarias. Los marcadores de
superficie celular que son característicos de las células madre embrionarias se seleccionan, por ejemplo, del grupo que
consiste en antígeno embrionario específico de etapa 3 (SSEA-3), SSEA-4, antígeno relacionado con tumores 1-60 (TRA-15
1-60), TRA-1-81, y TRA-2-49/6E. Los genes que son característicos de las células madre embrionarias se seleccionan,
por ejemplo, del grupo que consiste en OCT4 endógeno, NANOG endógeno, factor de crecimiento y diferenciación 3
(GDF3), expresión reducida 1 (REX1), factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF4), gen específico de células
embrionarias 1 (ESG1), asociado al desarrollo pluripotencial 2 (DPPA2), DPPA4, y telomerasa transcriptasa inversa
(TERT). En una modalidad, la una o más características típicas de las células madre incluyen la pluripotencia.20

En una modalidad de la invención, las características de las células madre comprenden una morfología de células madre
embrionarias, en donde dicha morfología de células madre embrionarias comprende, preferentemente, criterios
morfológicos seleccionados del grupo que consiste en colonias compactas, alta relación de núcleo a citoplasma y
nucléolos prominentes. En determinadas modalidades, las células que tienen características de células madre tienen25
cariotipos normales, expresan actividad de telomerasa, expresan marcadores de superficie celular que son característicos
de células madre embrionarias y/o expresan genes que son característicos de células madre embrionarias. Los
marcadores de superficie celular que son característicos de las células madre embrionarias pueden seleccionarse del
grupo que consiste en antígeno embrionario específico de etapa 3 (SSEA-3), SSEA-4, antígeno relacionado con tumores
1-60 (TRA-1-60), TRA-1-81, y TRA-2-49/6E y los genes que son característicos de las células madre embrionarias pueden30
seleccionarse del grupo que consiste en OCT4 endógeno, NANOG endógeno, factor de crecimiento y diferenciación 3
(GDF3), expresión reducida 1 (REX1), factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF4), gen específico de células
embrionarias 1 (ESG1), asociado al desarrollo pluripotencial 2 (DPPA2), DPPA4 y telomerasa transcriptasa inversa
(TERT).

35
Preferentemente, las células que tienen características de células madre son células somáticas desdiferenciadas y/o
reprogramadas. Preferentemente, las células que tienen características de células madre exhiben las características
esenciales de las células madre embrionarias tal como un estado pluripotente. Preferentemente, las células que tienen
características de células madre tienen el potencial de desarrollo para diferenciarse en derivados avanzados de todas las
tres capas germinales primarias. En una modalidad, la capa germinal primaria es el endodermo y el derivado avanzado40
es el tejido epitelial similar al intestino. En una modalidad adicional, la capa germinal primaria es el mesodermo y el
derivado avanzado es el músculo estriado y/o el cartílago. Aún en una modalidad adicional, la capa germinal primaria es
el ectodermo y el derivado avanzado es el tejido neural y/o el tejido epidérmico. En una modalidad preferida, las células
que tienen características de células madre tienen el potencial de desarrollo para diferenciarse en células neuronales y/o
células cardíacas.45

En una modalidad, las células somáticas son células madre embrionarias derivadas de células somáticas con un fenotipo
mesenquimatoso. En una modalidad preferida, las células somáticas son fibroblastos tales como fibroblastos fetales o
fibroblastos postnatales o queratinocitos, preferentemente, queratinocitos derivados del folículo piloso. En modalidades
adicionales, los fibroblastos son fibroblastos de pulmón, fibroblastos de prepucio o fibroblastos dérmicos. En modalidades50
particulares, los fibroblastos son fibroblastos como los depositados en la Colección Americana de Tipos de Cultivos
(ATCC) bajo el núm. de Catálogo CCL-186, como los depositados en la Colección Americana de Tipos de Cultivos (ATCC)
bajo el núm. de Catálogo CRL-2097 o como los depositados en la Colección Americana de Tipos de Cultivos (ATCC) bajo
el núm. de Catálogo CRL-2522, o como los distribuidos por System Biosciences bajo el núm. de catálogo. PC501A-HFF.
En una modalidad, los fibroblastos son fibroblastos dérmicos humanos adultos. Preferentemente, las células somáticas55
son células humanas. De acuerdo con la presente invención, las células somáticas pueden modificarse genéticamente.

El término "factor" de acuerdo con la invención cuando se usa junto con la expresión de este por ARN incluye proteínas y
péptidos, así como también derivados y variantes de estos. Por ejemplo, el término "factor" comprende OCT4, SOX2,
NANOG, LIN28, KLF4 y c-MYC.60

Los factores pueden ser de cualquier especie animal; por ejemplo, mamíferos y roedores. Los ejemplos de mamíferos
incluyen, pero no se limitan a humanos y primates no humanos. Los primates incluyen, pero no se limitan a humanos,
chimpancés, babuinos, monos cynomolgus, y cualquiera de los otros monos del Nuevo o Viejo Mundo. Los roedores
incluyen, pero no se limitan a ratón, rata, conejillo de indias, hámster y jerbo.65
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De acuerdo con la presente invención, uno o más factores capaces de permitir la reprogramación de células somáticas a
células que tienen características de células madre comprenden un conjunto de factores seleccionados del grupo que
consiste en (i) OCT4 y SOX2, (ii) OCT4, SOX2 y uno o ambos de NANOG y LIN28, (iii) OCT4, SOX2 y uno o ambos de
KLF4 y c-MYC. En una modalidad, dicho uno o más factores capaces de expresarse por el ARN comprenden OCT4,
SOX2, NANOG y LIN28 u OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC. Preferentemente, el ARN se introduce en dichas células5
somáticas mediante electroporación o microinyección. Preferentemente, la invención comprende, además, permitir el
desarrollo de células que tienen características de células madre, por ejemplo, mediante el cultivo de la célula somática
en condiciones de cultivo de células madre embrionarias, preferentemente, en condiciones adecuadas para mantener
células madre pluripotentes en un estado indiferenciado.

10
OCT4 es un factor de transcripción de los factores de transcripción eucariota POU y un indicador de pluripotencia de las
células madre embrionarias. Es una proteína de unión a Octómero expresada por vía materna. Se ha observado que está
presente en los ovocitos, la masa celular interna de los blastocitos y además en la célula germinal primordial. El gen
POU5F1 codifica la proteína OCT4. Los sinónimos del nombre del gen incluyen OCT3, OCT4, OTF3 y MGC22487. La
presencia de OCT4 en concentraciones específicas es necesaria para que las células madre embrionarias permanezcan15
indiferenciadas. Preferentemente, la "proteína OCT4" o simplemente "OCT4" se refiere a OCT4 humano.

Sox2 es un miembro de la familia de genes Sox (caja HMG relacionada con SRY) que codifica los factores de transcripción
con un único dominio de unión al ADN de HMG. Se ha encontrado que SOX2 controla las células progenitoras neurales
mediante la inhibición de su capacidad para diferenciarse. La represión del factor resulta en la delaminación de la zona20
ventricular, que es seguida por una salida del ciclo celular. Estas células, además, comienzan a perder su carácter
progenitor a través de la pérdida de marcadores progenitores y de diferenciación neuronal temprana. Preferentemente, la
"proteína SOX2" o simplemente "SOX2" se refiere a SOX2 humano.

NANOG es un gen de homeodominio de tipo NK-2, y se ha propuesto que desempeña un papel clave en el mantenimiento25
de la pluripotencia de las células madre presumiblemente mediante la regulación de la expresión de genes críticos para
la renovación y diferenciación de células madre embrionarias. NANOG se comporta como un activador de la transcripción
con dos dominios de activación inusualmente fuertes integrados en su extremo terminal C. La disminución de la expresión
de NANOG induce la diferenciación de las células madre embrionarias. Preferentemente, la "proteína NANOG" o
simplemente "NANOG" se refiere a NANOG humano.30

LIN28 es una proteína citoplasmática conservada con un apareamiento inusual de motivos de unión a ARN: un dominio
de choque frío y un par de dedos de zinc CCHC de tipo retroviral. En los mamíferos, es abundante en diversos tipos de
células indiferenciadas. En células pluripotentes de mamíferos, se observó LIN28 en complejos sensibles a RNasa con la
Proteína de Unión a poli(A), y en fracciones polisomales de gradientes de sacarosa, lo que sugiere que está asociado con35
la traducción de los ARNm. Preferentemente, la "proteína LIN28" o simplemente "LIN28" se refiere a LIN28 humano.

El factor similar a Krueppel (KLF4) es un factor de transcripción de dedos de zinc, que se expresa fuertemente en las
células epiteliales postmitóticas de diferentes tejidos, por ejemplo, el colon, el estómago y la piel. KLF4 es esencial para
la diferenciación terminal de estas células y se involucra en la regulación del ciclo celular. Preferentemente, la "proteína40
KLF4" o simplemente "KLF4" se refiere a KLF4 humano.

MYC (cMYC) es un protooncogén, que se sobreexpresa en una amplia gama de cánceres humanos. Cuando es mutado
específicamente, o se sobreexpresa, aumenta la proliferación celular y funciona como un oncogén. El gen MYC codifica
para un factor de transcripción que regula la expresión del 15 % de todos los genes a través de la unión en las secuencias45
de Caja Potenciadora (Cajas-E) y el reclutamiento de las histonas acetiltransferasas (HAT). MYC pertenece a la familia
de factores de transcripción MYC, que además incluye los genes N-MYC y L-MYC. Los factores de transcripción de la
familia MYC contienen el dominio bHLH/LZ (cremallera básica de leucina Hélice-Bucle-Hélice). Preferentemente, la
"proteína cMYC" o simplemente "cMYC" se refiere a cMYC humano.

50
Una referencia, en la presente descripción a factores específicos tales como OCT4, SOX2, NANOG, LIN28, KLF4 o c-
MYC debe comprenderse a fin de que además se incluyan todas las variantes de estos factores. En particular, debe
comprenderse a fin de que además se incluyan todas las variantes de empalme, variantes modificadas
postraduccionalmente, conformaciones, isoformas y especies homólogas de estos factores que las células expresan de
manera natural.55

El término "miARN" (microARN) se relaciona con los ARN no codificantes de 21-23 nucleótidos de longitud que se
encuentran en las células eucariotas que, mediante la inducción de la degradación y/o la prevención de la traducción de
los ARNm diana, modulan una gran cantidad de funciones celulares, que incluyen las relacionadas con la
autorenovación/diferenciación de las ESC y progresión del ciclo celular. Los miARN son reguladores postranscripcionales60
que se unen a secuencias complementarias en los transcriptos de ARN mensajero diana (ARNm), que generalmente
resulta en la represión de la traducción o en la degradación de la diana y en el silenciamiento génico. Se ha encontrado
que los miARN en la combinación correcta son capaces de inducir la reprogramación celular directa de células somáticas
a células que tienen características de células madre in vitro. Por ejemplo, se ha observado que el conglomerado de
miARN 302-367 potencia la reprogramación de células somáticas.65
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Preferentemente, la etapa de permitir el desarrollo de células que tienen características de células madre comprende
cultivar las células somáticas en condiciones de cultivo de células madre embrionarias, preferentemente condiciones
adecuadas para mantener células madre pluripotentes en un estado indiferenciado.

Preferentemente, para permitir el desarrollo de células que tienen características de células madre, las células se cultivan5
en presencia de uno o más inhibidores de la ADN metiltransferasa y/o uno o más inhibidores de la histona desacetilasa.
Los compuestos preferidos se seleccionan del grupo que consiste en 5'-azacitidina (5'-azaC), ácido suberoilanilida
hidroxámico (SAHA), dexametasona, tricostatina A (TSA), butirato de sodio (NaBu), Scriptaid y ácido valproico (VPA).
Preferentemente, las células se cultivan en presencia de ácido valproico (VPA), preferentemente, en una concentración
de entre 0,5 y 10 mM, con mayor preferencia entre 1 y 5 mM, con la máxima preferencia en una concentración de10
aproximadamente 2 mM.

Los métodos de la presente invención pueden usarse para efectuar la desdiferenciación de cualquier tipo de célula
somática. Las células que pueden usarse incluyen células que pueden ser desdiferenciadas o reprogramadas por los
métodos de la presente invención, particularmente células que están total o parcialmente diferenciadas, con mayor15
preferencia completamente diferenciadas. Preferentemente, la célula somática es una célula diploide derivada de
organismos multi-celulares pre-embrionarios, embrionarios, fetales y postnatales. Los ejemplos de células, que pueden
usarse incluyen pero no se limitan a fibroblastos, tales como fibroblastos fetales y neonatales o fibroblastos adultos,
queratinocitos, en particular queratinocitos primarios, con mayor preferencia queratinocitos derivados de pelo, células
adiposas, células epiteliales, células epidérmicas, condrocitos, células del cúmulus, células neurales, células gliales,20
astrocitos, células cardíacas, células esofágicas, células musculares, melanocitos, células hematopoyéticas, osteocitos,
macrófagos, monocitos y células mononucleares.

Las células con las que los métodos de la invención pueden usarse pueden ser de cualquier especie animal; por ejemplo,
mamíferos y roedores. Los ejemplos de células de mamífero que pueden ser desdiferenciadas y re-diferenciadas por la25
presente invención incluyen, pero no se limitan a células de primates humanos y no humanos. Las células de primates
con la que la invención puede realizarse incluyen pero no se limitan a las células de seres humanos, chimpancés,
babuinos, monos cynomolgus, y cualquiera de los otros monos del Nuevo o Viejo Mundo. Las células de roedores con la
que la invención puede realizarse incluyen, pero no se limitan a células de ratón, rata, conejillo de indias, hámster y jerbo.

30
Las células desdiferenciadas preparadas de acuerdo con la presente invención se espera que muestren muchos de los
mismos requisitos que las células madre pluripotentes y puedan expandirse y mantenerse en condiciones usadas para
las células madre embrionarias, por ejemplo, medio celular ES o cualquier medio que sustente el crecimiento de las células
embrionarias. Las células madre embrionarias retienen su pluripotencia in vitro cuando se mantienen sobre fibroblastos
fetales inactivados tales como fibroblastos embrionarios de ratón o fibroblastos humanos irradiados (por ejemplo,35
fibroblastos de prepucio humano, fibroblastos de piel humana, fibroblastos de endometrio humano, fibroblastos de
oviducto humano) en cultivo. En una modalidad, las células alimentadoras humanas pueden ser células alimentadoras
autólogas derivadas del mismo cultivo de células reprogramadas por diferenciación directa.

Además, las células madre embrionarias humanas pueden propagarse con éxito sobre Matrigel en un medio condicionado40
con fibroblastos fetales de ratón. Las células madre humanas pueden crecer en cultivo durante un período de tiempo
prolongado y permanecer indiferenciadas en condiciones de cultivo específicas.

En determinadas modalidades, las condiciones de cultivo celular pueden incluir poner en contacto las células con factores
que pueden inhibir la diferenciación o de cualquier otra manera potenciar la desdiferenciación de las células, por ejemplo,45
prevenir la diferenciación de células en células no-ES, trofoectodermo u otros tipos de células.

Las células desdiferenciadas preparadas de acuerdo con la presente invención pueden evaluarse mediante los métodos
que incluyen supervisar los cambios en el fenotipo de las células y caracterizar su expresión génica y proteica. La
expresión génica puede determinarse mediante RT-PCR, y los productos de traducción pueden determinarse mediante50
inmunocitoquímica e transferencia Western. Particularmente, las células desdiferenciadas pueden caracterizarse para
determinar el patrón de expresión génica y si las células reprogramadas presentan un patrón de expresión génica similar
al patrón de expresión esperado de las células de control pluripotentes indiferenciadas, tal como las células madre
embrionarias, mediante el uso de procedimientos bien conocidos en la técnica, que incluyen la transcriptómica.

55
La expresión de los siguientes genes de células desdiferenciadas puede evaluarse al respecto: OCT4, NANOG, factor de
crecimiento y diferenciación 3 (GDF3), expresión reducida 1 (REX1), factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF4), gen
específico de la célula embrionaria 1 (ESG1), asociado al desarrollo pluripotencial 2 (DPPA2), DPPA4, telomerasa
transcriptasa inversa (TERT), antígeno embrionario 3 (SSEA-3), SSEA-4, antígeno asociado a tumor-1-60 (TRA-1-60),
TRA-1-81, y TRA-2-49/6E.60

Las células madre embrionarias o indiferenciadas con las que pueden compararse las células reprogramadas pueden ser
de la misma especie que las células somáticas diferenciadas. Alternativamente, las células madre indiferenciadas o
embrionarias con las que pueden compararse las células reprogramadas pueden ser de una especie diferente como las
células somáticas diferenciadas.65
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En algunas modalidades, existe una similitud en el patrón de expresión génica entre una célula reprogramada y una célula
indiferenciada, por ejemplo, célula madre embrionaria, si determinados genes expresados específicamente en una célula
indiferenciada se expresan, además, en la célula reprogramada. Por ejemplo, determinados genes, por ejemplo,
telomerasa, que son típicamente indetectables en las células somáticas diferenciadas pueden usarse para controlar la
extensión de la reprogramación. Del mismo modo, para determinados genes, la ausencia de expresión puede usarse para5
evaluar la extensión de la reprogramación.

La capacidad de auto-renovación, marcada por la inducción de la actividad de la telomerasa, es otra de las características
de las células madre que pueden supervisarse en las células desdiferenciadas.

10
El análisis del cariotipo puede realizarse por medio de las extensiones de los cromosomas a partir de las células mitóticas,
cariotipado espectral, ensayos de la longitud del telómero, hibridación genómica total, u otros procedimientos bien
conocidos en la técnica.

Mediante el uso de la presente invención, el ARN codificante de los factores apropiados se incorpora en una o más células15
somáticas, por ejemplo, mediante electroporación. Después de la incorporación, las células se cultivan preferentemente
mediante el uso de condiciones que sustentan el mantenimiento de las células desdiferenciadas (es decir, condiciones de
cultivo de las células madre). Las células desdiferenciadas pueden expandirse después e inducir que se re-diferencien en
diferentes tipos de células somáticas que se necesitan para la terapia celular. Las células desdiferenciadas que se
obtienen de acuerdo con la presente invención pueden inducirse a diferenciarse, in vitro o in vivo, en uno o más tipos de20
células somáticas deseadas.

Preferentemente, las células desdiferenciadas que se obtienen de acuerdo con la presente invención pueden dar lugar a
células de cualquiera de las tres capas germinales embrionarias, es decir, endodermo, mesodermo, y ectodermo. Por
ejemplo, las células desdiferenciadas pueden diferenciarse en músculo esquelético, esqueleto, dermis de la piel, tejido25
conectivo, sistema urogenital, corazón, sangre (células linfáticas), y bazo (mesodermo); estómago, colon, hígado,
páncreas, vejiga urinaria; revestimiento de la uretra, partes epiteliales de la tráquea, pulmones, faringe, tiroides,
paratiroides, intestino (endodermo); o del sistema nervioso central, retina y cristalino, cráneo y sensorial, ganglios y
nervios, células de pigmento, tejido conectivo de la cabeza, epidermis, pelo, glándulas mamarias (ectodermo). Las células
desdiferenciadas que se obtienen de acuerdo con la presente invención pueden re-diferenciarse in vitro o in vivo mediante30
el uso de procedimientos conocidos en la técnica.

En una modalidad de la presente invención, las células reprogramadas que resultan de los métodos de esta invención se
usan para producir una progenie diferenciada. Por lo tanto, en un aspecto, la presente invención proporciona un método
para producir células diferenciadas, que comprende: (i) obtener células reprogramadas mediante el uso de los métodos35
de esta invención; e (ii) inducir la diferenciación de las células reprogramadas para producir células diferenciadas. La
etapa (ii) puede realizarse in vivo o in vitro. Además, la diferenciación puede inducirse a través de la presencia de factores
de diferenciación apropiados, que pueden o bien añadirse o están presentes in situ, por ejemplo, en un cuerpo, un órgano
o tejido en el que se introdujeron las células reprogramadas. Las células diferenciadas pueden usarse para derivar las
células, tejidos y/u órganos que se usan ventajosamente en el área de trasplante de células, tejidos y/u órganos. Si se40
desea, las modificaciones genéticas pueden introducirse, por ejemplo, en células somáticas antes de la reprogramación.
Las células diferenciadas de la presente invención preferentemente no poseen la pluripotencia de una célula madre
embrionaria, o una célula germinal embrionaria, y son, en esencia, células específicas de tejido parcial o totalmente
diferenciadas.

45
Una ventaja de los métodos de la presente invención es que las células reprogramadas que se obtienen mediante la
presente invención pueden diferenciarse sin previa selección o purificación o establecimiento de una línea celular. En
consecuencia, en determinadas modalidades, una población heterogénea de células que comprenden células
reprogramadas se diferencian en un tipo celular deseado. En una modalidad, una mezcla de células que se obtienen a
partir de los métodos de la presente invención se expone a uno o más factores de diferenciación y se cultivan in vitro.50

Los métodos de diferenciación de las células reprogramadas que se obtienen por los métodos descritos en la presente
descripción pueden comprender una etapa de permeabilización de la célula reprogramada. Por ejemplo, las células
generadas mediante las técnicas de reprogramación descritas en la presente descripción, o alternativamente una mezcla
heterogénea de células que comprenden células reprogramadas, pueden permeabilizarse antes de la exposición a uno o55
más factores de diferenciación o extracto celular u otra preparación que comprende factores de diferenciación.

Por ejemplo, las células diferenciadas pueden obtenerse mediante el cultivo de las células reprogramadas indiferenciadas
en presencia de al menos un factor de diferenciación y seleccionarse de células diferenciadas a partir del cultivo. La
selección de células diferenciadas puede basarse en el fenotipo, tal como la expresión de ciertos marcadores celulares60
presentes en las células diferenciadas, o mediante ensayos funcionales (por ejemplo, la capacidad de realizar una o más
funciones de un tipo de célula diferenciada en particular).

En otra modalidad, las células reprogramadas de acuerdo con la presente invención se modifican genéticamente mediante
la adición, deleción, o modificación de su(s) secuencia(s) de ADN.65
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Las células reprogramadas o desdiferenciadas preparadas de acuerdo con la presente invención o las células derivadas
de las células reprogramadas o desdiferenciadas son útiles en la investigación y en la terapia. Las células pluripotentes
reprogramadas pueden diferenciarse en cualquiera de las células en el cuerpo, que incluyen, sin limitación, células de la
piel, cartílago, músculo esquelético óseo, músculo cardiaco, renales, hepáticas, sangre y formadoras de la sangre,
precursoras vasculares y endotelio vascular, beta pancreáticas, neuronas, glías, retinales, neuronales, intestinales,5
pulmonares, y hepáticas.

Las células reprogramadas son útiles para la terapia regenerativa/reparadora y pueden trasplantarse a un paciente que
lo necesite. En una modalidad, las células son autólogas con el paciente.

10
Las células reprogramadas proporcionadas de acuerdo con la presente invención pueden usarse, por ejemplo, en las
estrategias terapéuticas en el tratamiento de trastornos cardíacos, neurológicos, endocrinos, vasculares, retineanos,
dermatológicos, muscular-esqueléticos, y otras enfermedades.

Por ejemplo, y sin pretender ser una limitación, las células reprogramadas de la presente invención pueden usarse para15
reponer las células en animales cuyas células naturales se agotaron debido a la edad o a la terapia de ablación tales
como radioterapia y quimioterapia del cáncer. En otro ejemplo no limitante, las células reprogramadas de la presente
invención son útiles en la regeneración de órganos y en la reparación de tejidos. En una modalidad de la presente
invención, las células reprogramadas pueden usarse para revitalizar el tejido muscular dañado que incluye los músculos
distróficos y los músculos dañados por eventos isquémicos, tales como infartos de miocardio. En otra modalidad de la20
presente invención, las células reprogramadas descritas en la presente descripción pueden usarse para mejorar la
cicatrización en los animales, que incluyen los humanos, después de una lesión traumática o de la cirugía. En esta
modalidad, las células reprogramadas de la presente invención se administran sistémicamente, tal como por vía
intravenosa, y migran al sitio del tejido recién traumatizado reclutadas por las citoquinas circulantes que se secretan por
las células dañadas. En otra modalidad de la presente invención, las células reprogramadas pueden administrarse25
localmente a un sitio de tratamiento que lo necesita o en reparación o regeneración.

En una modalidad de la invención, los ácidos nucleicos tal como el ARN se administran a un paciente mediante métodos
ex vivo, es decir, mediante la extracción de células de un paciente, la modificación genética de dichas células y la
reintroducción de las células modificadas en el paciente. La transfección y los métodos de transducción se conocen por30
el experto en la técnica.

El término "transfección" se refiere a la introducción de ácidos nucleicos, en particular ARN, en una célula. Para los
propósitos de la presente invención, el término "transfección" también incluye la introducción de un ácido nucleico en una
célula o la captación de un ácido nucleico por tal célula, en donde la célula puede estar presente en un sujeto, por ejemplo,35
un paciente. Por lo tanto, de acuerdo con la presente invención, una célula para la transfección de un ácido nucleico
descrito en la presente descripción puede estar presente in vitro o in vivo, por ejemplo, la célula puede formar parte de un
órgano, un tejido y/o un organismo de un paciente. De acuerdo con la invención, la transfección puede ser transitoria o
estable. Para algunas aplicaciones de la transfección, es suficiente si el material genético transfectado se expresa solo
transientemente. Como el ácido nucleico que se introduce en el proceso de transfección no se integra usualmente en el40
genoma nuclear, el ácido nucleico extraño se diluirá a través de la mitosis o se degradará. Las células que permiten la
amplificación episomal de ácido nucleicos reducen grandemente la tasa de la dilución. Si se desea que el ácido nucleico
transfectado permanezca realmente en el genoma de la célula y sus células hijas, debe ocurrir una transfección estable.
El ARN puede transfectarse en las células para expresar transientemente su proteína codificada.

45
De acuerdo con la presente invención, puede usarse cualquier técnica útil para introducir, es decir, transferir o transfectar
ácidos nucleicos en las células. Preferentemente, el ARN se transfecta en células mediante técnicas estándar. Tales
técnicas incluyen electroporación, lipofección y microinyección. En una modalidad particularmente preferida de la presente
invención, el ARN se introduce en las células mediante electroporación. La electroporación o electropermeabilización se
refiere a un aumento significativo en la conductividad eléctrica y la permeabilidad de la membrana plasmática celular50
causada por un campo eléctrico aplicado externamente. Por lo general, se usa en biología molecular como una vía para
introducir alguna sustancia en una célula. De acuerdo con la invención, se prefiere que la introducción de ácido nucleico
codificante para una proteína o péptido en las células resulte en la expresión de dicha proteína o péptido.

De acuerdo con la invención, los ácidos nucleicos pueden dirigirse a células particulares. En tales modalidades, un55
vehículo usado para la administración de un ácido nucleico a una célula (por ejemplo, un retrovirus o un liposoma) puede
tener una molécula de direccionamiento. Por ejemplo, una molécula, tal como un anticuerpo específico para una proteína
de la superficie de la membrana en la célula diana, o un ligando para un receptor en la célula diana puede incorporarse
en, o unirse al vehículo de ácido nucleico. Si se desea la administración de un ácido nucleico mediante liposomas, en la
formulación del liposoma pueden incorporarse proteínas que se unen a una proteína de la superficie de la membrana60
asociada con la endocitosis para facilitar el direccionamiento y/o la absorción. Tales proteínas incluyen proteínas de la
cápsida o fragmentos de estas que son específicas para un tipo particular de células, anticuerpos para proteínas que se
internalizan, y proteínas que se dirigen a un sitio intracelular, y similares.
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El término "reportero" se refiere a una molécula, típicamente un péptido o proteína, que está codificada por un gen
reportero y se mide en un ensayo reportero. Los sistemas convencionales usualmente emplean un reportero enzimático
y miden la actividad de dicho reportero.

El término "sitio de clonación múltiple" se refiere a una región de ácido nucleico que contiene sitios de enzimas de5
restricción, cualquiera de los cuales puede usarse para la escisión de, por ejemplo, un vector y la inserción de un ácido
nucleico.

De acuerdo con la invención, dos elementos tales como nucleótidos o aminoácidos son consecutivos, si están
directamente adyacentes entre sí, sin ninguna interrupción. Por ejemplo, una secuencia de x nucleótidos consecutivos N10
se refiere a la secuencia (N)x.

La "endonucleasa de restricción" o "enzima de restricción" se refiere a una clase de enzimas que escinden los enlaces
fosfodiéster en ambas cadenas de una molécula de ADN dentro de secuencias de bases específicas. Estas reconocen
sitios de unión específicos, denominados secuencias de reconocimiento, en una molécula de ADN de doble cadena. Los15
sitios en los que dichos enlaces fosfodiéster en el ADN son escindidos por dichas enzimas se denominan como sitios de
escisión. En el caso de las enzimas tipo IIS, el sitio de escisión se ubica a una distancia definida del sitio de unión al ADN.
De acuerdo con la invención, el término "endonucleasa de restricción" comprende, por ejemplo, las enzimas SapI, EciI,
BpiI, AarI, AloI, BaeI, BbvCI, PpiI y PsrI, BsrD1, BtsI, EarI, BmrI, BsaI, BsmBI, FauI, BbsI, BciVI, BfuAI, BspMI, BseRI, EciI,
BtgZI, BpuEI, BsgI, MmeI, CspCI, BaeI, BsaMI, Mva1269I, PctI, Bse3DI, BseMI, Bst6I, Eam1104I, Ksp632I, BfiI, Bso31I,20
BspTNI, Eco31I, Esp3I, BfuI, Acc36I, AarI, Eco57I, Eco57MI, GsuI, AloI, Hin4I, PpiI, y PsrI.

El término "estabilidad" del ARN se refiere a la "vida media" del ARN. La "vida media" se refiere al período de tiempo que
se necesita para eliminar la mitad de la actividad, cantidad, o número de moléculas. En el contexto de la presente
invención, la vida media de un ARN es indicativa de la estabilidad de dicho ARN.25

Los ácidos nucleicos tales como el ARN descrito en la presente descripción, en particular cuando se usan para los
tratamientos descritos en la presente descripción, pueden presentarse en forma de una composición farmacéutica o kit
que comprende el ácido nucleico y, opcionalmente, uno o más vehículos, diluyentes y/o excipientes aceptables
farmacéuticamente.30

Las composiciones farmacéuticas son, preferentemente, estériles y contienen una cantidad eficaz del ácido nucleico.

Las composiciones farmacéuticas se proporcionan usualmente en una forma de dosificación uniforme y pueden
prepararse de una manera conocida en la técnica. La composición farmacéutica puede estar, por ejemplo, en forma de35
una solución o suspensión.

La composición farmacéutica puede comprender sales, sustancias tamponantes, conservantes, portadores, diluyentes y/o
excipientes los que son, preferentemente, aceptables farmacéuticamente. El término "aceptable farmacéuticamente" se
refiere a la no toxicidad de un material que no interfiere con la acción del componente activo de la composición40
farmacéutica.

Las sales que no son aceptables farmacéuticamente pueden usarse para preparar sales farmacéuticamente aceptables
y se incluyen en la invención. Las sales aceptables farmacéuticamente de este tipo comprenden, de manera no limitante,
aquellas preparadas a partir de los ácidos siguientes: ácidos clorhídrico, bromhídrico, sulfúrico, nítrico, fosfórico, maleico,45
acético, salicílico, cítrico, fórmico, malónico, succínico y similares. Las sales aceptables farmacéuticamente pueden
prepararse además como sales de metales alcalinos o sales de metales alcalinotérreos, tales como sales de sodio, sales
de potasio o sales de calcio.

Las sustancias tamponantes adecuadas para usar en la composición farmacéutica incluyen ácido acético en una sal,50
ácido cítrico en una sal, ácido bórico en una sal y ácido fosfórico en una sal.

Los conservantes adecuados para usar en la composición farmacéutica incluyen cloruro de benzalconio, clorobutanol,
parabeno y timerosal.

55
El término "vehículo" se refiere a un componente orgánico o inorgánico, de una naturaleza natural o no natural (sintética),
con el que el componente activo se combina para facilitar, potenciar o permitir la aplicación. De acuerdo con la invención,
el término "vehículo" incluye además uno o más agentes de relleno sólidos o líquidos, diluyentes o sustancias de
encapsulación, que son adecuadas para la administración a un paciente.

60
Las sustancias vehículos posibles para la administración parenteral son, por ejemplo, agua estéril, solución de glucosa,
Ringer, lactato de Ringer, solución de cloruro de sodio estéril, polialquilenglicoles, naftalenos hidrogenados y, en particular,
polímeros biocompatibles de lactida, copolímeros de lactida/glicolida o copolímeros de polioxietileno/polioxipropileno.

El término "excipiente" cuando se usa en la presente descripción pretende indicar todas las sustancias que pueden65
presentarse en una composición farmacéutica y que no son ingredientes activos tales como, por ejemplo, vehículos,
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aglutinantes, lubricantes, espesantes, agentes activos de superficie, conservantes, emulsionantes, tampones, agentes
saborizantes, o colorantes.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente descripción pueden administrarse por cualquier vía
convencional, tal como por administración parenteral que incluye la inyección o la infusión. La administración es5
preferentemente parenteral, por ejemplo, intravenosa, intraarterial, subcutánea, en el nódulo linfático, intradérmica o
intramuscular.

Las composiciones adecuadas para la administración parenteral comprenden usualmente una preparación acuosa o no
acuosa estéril del compuesto activo, que es, preferentemente, isotónica con respecto a la sangre del receptor. Los10
ejemplos de portadores y solventes compatibles son la solución de Ringer y la solución de cloruro de sodio isotónica.
Adicionalmente, se usan aceites fijados, usualmente estériles, como solución o medio de suspensión.

Los agentes y composiciones descritos en la presente descripción se administran, preferentemente, en cantidades
eficaces. Una "cantidad eficaz" se refiere a la cantidad que logra una reacción deseada o un efecto deseado solo o junto15
con dosis adicionales. En el caso del tratamiento de una enfermedad particular o de una afección particular, la reacción
deseada se relaciona, preferentemente, con la inhibición del curso de la enfermedad. Esto comprende ralentizar el
progreso de la enfermedad y, en particular, interrumpir o revertir el progreso de la enfermedad. La reacción deseada en
un tratamiento de una enfermedad o de una afección puede ser también un retraso en la aparición o una prevención de
la aparición de dicha enfermedad o de dicha afección.20

Una cantidad eficaz de un agente o composición descrito en la presente descripción dependerá de la afección a tratar, la
gravedad de la enfermedad, los parámetros individuales del paciente, que incluyen la edad, la condición fisiológica, la talla
y el peso, la duración del tratamiento, el tipo de una terapia de acompañamiento (si se presenta), la vía específica de
administración y factores similares. En consecuencia, las dosis administradas de los agentes descritos en la presente25
descripción pueden depender de varios de estos parámetros. En el caso que una reacción en un paciente sea insuficiente
con una dosis inicial pueden usarse dosis más altas (o dosis eficazmente mayores alcanzadas por una vía de
administración diferente, más localizada).

La presente invención se describe en detalle mediante las siguientes figuras y ejemplos que deben interpretarse solamente30
a modo de ilustración y no por medio de limitación. Sobre la base de la descripción y los ejemplos, otras modalidades son
accesibles para el trabajador experto y están igualmente dentro del alcance de la invención.

Figuras
35

Figura 1: Resumen del proceso de selección in vivo

Para preparar la biblioteca de partida, se cultivaron células dendríticas inmaduras humanas en presencia de actinomicina
D, un inhibidor de la transcripción, durante cinco horas para preseleccionar los ARN estables. El ARNm celular restante
se extrajo y se purificó mediante el uso del kit Poly(A)Purist (Ambion) y luego se fragmentó con Nuclease P1 (Roche).40
Para esto, 10 µg de ARN se incubaron durante 45 minutos con 0,3 U NP-1 en 8µL 50 mM de tampón de NaAc (pH 5,5)
en un volumen de reacción total de 24 µL. Después de la purificación con columnas RNeasy (Qiagen), los fragmentos
estaban listos para retrotranscribirse en ADNc. Se realizó la síntesis de la primera y segunda cadena mediante el uso y
el seguimiento del protocolo del kit de síntesis de la 1era cadena de ADNc RevertAid Premium (Fermentas) y un cebador
hexámero con una secuencia de cebador definida y un sitio de restricción NotI. Para rellenar los voladizos en 5' y eliminar45
los voladizos en 3', el ADNc se incubó a continuación con 12,5 U de ADN polimerasa T4 durante 5 minutos a 15 °C. La
reacción se terminó mediante la adición de 5 µL EDTA 0,5 mM, pH 8,0 y el ADNc se purificó mediante el uso de columnas
NucleoBond (Macherey-Nagel). La digestión de la biblioteca de ADNc con NotI (NEB) produjo fragmentos con un extremo
romo y pegajoso. Los fragmentos se seleccionaron adicionalmente por tamaño a través de la preparación de gel para
asegurar la eliminación de todos los fragmentos más pequeños de 150 pb. Para la clonación de la biblioteca, el vector se50
digirió con EcoRV y NotI, como se muestra en el panel A, dejando un extremo romo y pegajoso, respectivamente. En la
siguiente etapa, la biblioteca se ligó en el vector mediante el uso de la ADN ligasa T4 (Fermentas). La mezcla de ligación
se usó directamente como molde para la PCR como se proporciona en la Tabla 4 mediante el uso de la ADN polimerasa
Phusion™ de alta fidelidad de inicio en caliente (Finnzymes). Después de la purificación, se usó el producto de PCR como
molde para la transcripción de T7 como se muestra en la Tabla 5. La incubación se realizó a 37° C. Después de 30 min55
se añadieron a la reacción 0.75 µL de GTP 100 mM. La reacción se detuvo después de 2.5 h mediante la adición de
TURBO DNasa (2U/µL, Ambion) y se incubó durante otros 15 min a 37 °C. La reacción finalmente se limpió mediante
columnas RNeasy (Qiagen). La biblioteca de ARN podría entonces usarse para el procedimiento de selección que
comienza con la electroporación del ARN en hiDC como se describió anteriormente (Kuhn y otros, 2010). Después del
cultivo para la selección, la extracción y purificación del ARN se realizó mediante el uso de columnas RNeasy (Qiagen) y60
siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN se usó seguidamente como molde para la síntesis de ADNc mediante
el uso de la transcriptasa inversa Superscript II (Invitrogen) y siguiendo las instrucciones del fabricante y un cebador dT18.
Posteriormente se usó el ADNc como molde para la PCR como se describió anteriormente. Finalmente, los productos de
la PCR podrían usarse como molde para la transcripción-T7 (ver arriba) para comenzar la siguiente ronda de selección
(panel B). Los controles de calidad de las muestras de ADN/ADNc y ARN se realizaron mediante gel de agarosa y65
bioanalizador AGILENT 2100, respectivamente.
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Figura 2: Esquema de la apariencia de la muestra dentro del vector luc2CPmut

(A) Un elemento único o dos elementos (en dirección 5' y 3') se clonaron como UTR-3' en el vector como se indica. Además
se presentan las muestras de control NEG (control negativo sin inserción de una UTR 3'), hBg y 2hBg. Preparación de
ARN para rondas de selección. (B) Para la electroporación en hiDC se usó el vector como molde para la PCR mediante5
el uso de cebadores alargados que comprenden el promotor T7 y la cola poli(A). El producto de la PCR se usó
posteriormente como molde para la síntesis de T7 in vitro para producir el respectivo IVT-RNA.

Figura 3: Efecto de las secuencias seleccionadas sobre la estabilidad de los ARN que codifican luc2Cpmut
10

Los resultados muestran la actividad de la luciferasa, la vida media y la proteína total, a lo largo del tiempo, de los ARN
que contienen las secuencias seleccionadas como UTR 3' en comparación con nuestro estándar de oro 2hBg después
de la electroporación en células dendríticas inmaduras humanas (el NEG es como se definió en la Figura 2). El panel
superior proporciona los cursos de tiempo de tres ARN ilustrativos con las UTR 3' como se indicó. En el panel inferior
izquierdo, se muestra la vida media de los ARN con la UTR 3' respectiva como se indicó en relación con un ARN con15
2hBg. De manera similar, la expresión relativa de proteína total en comparación con un ARN con 2hBG se proporciona
en el panel inferior derecho.

Figura 4: Actividad de luciferasa representativa mediante el uso de luc2mut como gen reportero y UTR-3' recién
seleccionadas. Después de la electroporación de ARN con UTR 3' como se indicó, en células dendríticas inmaduras20
humanas, se midió la actividad de luciferasa durante 72 h.

Figura 5: Resultados representativos de la electroporación con ARN-IVT en fibroblastos

panel izquierdo: vector basado en luc2CPmut. panel derecho: vector basado en luc2mut25

Figura 6: Resultados representativos de la electroporación con ARN-IVT en células T

El panel más a la izquierda proporciona la expresión relativa de proteína total de un ARN con FI UTR 3' en comparación
con un ARN con 2hBG, en células T CD4+ y CD8+. De manera similar, la eficiencia de la traducción relativa y la vida30
media del ARNm de un ARN con FI UTR 3' en comparación con un ARN con 2hBG en células T CD4+ y CD8+ se
proporciona en el panel central y en el panel más a la derecha, respectivamente.

Figura 7: Arquitectura del ARN e integridad para evaluar los ARN con nucleótidos modificados
35

A: Los ARN usados en los ensayos de luciferasa se construyeron como se representa aquí. Como casquete 5' se usó β-
S-ARCA (D2). Como 5'UTR se usó la 5'UTR de alfa globina humana, que incluye una secuencia de Kozak. Después del
gen de luciferasa de luciérnaga, se clonaron las dos 3'UTR para compararse. Como cola poliA, se usó una secuencia
A30L70.

40
B: Antes de la transfección, se verificó la integridad de los ARN en un Bioanalizador 2100 (Agilent). Todos los ARN tenían
una integridad suficientemente alta y comparable además y, por lo tanto, podían usarse en los experimentos.

Figura 8: Efecto de FI UTR 3' sobre la estabilidad y funcionalidad del ARN in vivo
45

La luciferasa y el ARNm de gp70 que contenían FI UTR 3' o 2hBg 3'UTR se formularon con F12 y se administraron i.v. en
ratones BALB/c. Después de la administración del ARNm de Luciferasa, la expresión se controló después de 6 h y 24 h;
El ARNm de gp70 se administró en el día 0 y el día 6 y la activación inmunitaria se analizó en el día 10 mediante tinción
de CD8 y gp70 tet+.

50
A) Muestra los niveles de expresión de luciferasa a las 6h y 24h después de la inyección de ARNm no modificado y ARNm
modificado m1Y que contiene FI 3'UTR o la 2hBg 3'UTR. Tanto el ARNm de Luciferasa no modificado como el m1Y
modificado que contiene la FI 3'UTR muestran niveles de expresión comparables como el ARNm correspondiente que
contiene la 2hBg 3'UTR.

55
B) Muestra el porcentaje de células T CD8 específicas de gp70 en respuesta al ARNm de gp70 que contiene la FI 3'UTR
o la 2hBg 3'UTR. Las dos 3'UTR se desempeñan igualmente bien en la inducción de inmunidad específica de antígeno
después de dos inmunizaciones, con un aumento significativo de las células T CD8 específicas de antígeno en el bazo
de aquellos ratones que recibieron ARNm gp70 que contiene la FI 3'UTR.

60
Estadísticas: ANOVA de una vía seguido de la prueba de Tukey, * p <0.05.

Figura 9: Efecto de las UTR estabilizadoras sobre la estabilidad del ARN autorreplicante

La Luciferasa desestabilizada (Luc2CP) se clonó inmediatamente en dirección 5' del elemento de secuencia conservada65
en 3' de un ARN autorreplicante (replicón) derivado del virus Semliki Forest no citotóxico. El replicón de ARN se preparó
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mediante la transcripción in vitro de un plásmido linealizado correspondiente y se electroporó en las células. La expresión
de luciferasa se midió mediante la adición de sustrato luminiscente durante 96 a 120 h. (A) Curso temporal de la expresión
de luciferasa en un experimento representativo con células BHK21. (B) Curso temporal de la expresión de luciferasa en
un experimento representativo con fibroblastos de prepucio humano (HFF). Para reducir la citotoxicidad de los interferones
tipo I liberados, se cotransfectó el ARNm del virus Vaccinia B18R en cada muestra. Para inhibir la activación de la proteína5
quinasa R y aumentar el nivel general de traducción, se cotransfectó el ARNm del virus Vaccinia E3 en cada muestra.

Figura 10: tramos de homología en el elemento FI.

Se predijo que los tramos de secuencia subrayados se aparearían entre sí. Para la construcción "mutación 8nt", se mutó10
el primer elemento por aaagggcu para interrumpir las interacciones con el segundo elemento.

Figura 11: Artefactos en la IVT basado en los moldes de PCR mediante el uso de 2hBgUTR.

A: Representación esquemática de la generación del molde para IVT mediante PCR. El cebador 5' se hibrida en dirección15
5' del promotor T7, el cebador 3' contiene una cola de poliA de 120 nt y se hibrida con el poliA codificado por el plásmido
y parte de la 3'UTR. En el caso de 2hBgUTR, puede producirse un error de hibridación mediante la hibridación a la primera
repetición. B: Productos de PCR de un plásmido que contiene el 2hBgUTR. La flecha roja representa el producto
secundario, que representa un truncamiento de 1hBg. C: Por lo tanto, el ARN transcrito de un producto de PCR además
presenta un subproducto acortado (flecha). D: Productos de PCR de un plásmido que contiene el elemento FI como20
3'UTR. No hay productos secundarios visibles. E: El ARNm resultante tiene la alta integridad esperada, sin picos laterales
adicionales.

Figura 12: Representación esquemática de los elementos UTR truncados y la vida media de las construcciones de ARNm
correspondientes.25

El panel superior de la figura A muestra una representación esquemática de los elementos UTR truncados en referencia
a las posiciones de ácido nucleico de la secuencia de longitud completa del elemento F de la SEQ ID NO: 86 cubierto por
esas variantes truncadas.
El panel inferior de la figura A muestra la vida media relativa del ARNm que comprende el UTR truncado en referencia al30
ARNm que comprende la secuencia de longitud completa del elemento F de la SEQ ID NO: 86. Los ARNm codificantes
de un reportero de luciferasa se electroporaron en hiDC y se siguió su expresión en el tiempo mediante las mediciones
de luciferasa para determinar la vida media relativa del ARN.
El panel superior de la Figura B muestra una representación esquemática de los elementos UTR truncados en referencia
a las posiciones de ácido nucleico de la secuencia de longitud completa del elemento I de la SEQ ID NO: 115 cubierta por35
esas variantes truncadas.
El panel inferior de la Figura B muestra la vida media relativa del ARNm que comprende el UTR truncado en referencia al
ARNm que comprende la secuencia de longitud completa del elemento I de la SEQ ID NO: 115. Los ARNm codificantes
de un reportero de luciferasa se electroporaron en hiDC y se siguió su expresión en el tiempo mediante las mediciones
de luciferasa para determinar la vida media relativa del ARN.40

Figura 13: Vida media relativa y expresión de proteínas a partir de construcciones de ARNm que comprenden elementos
F, I o FI hacia UTR aleatorias.

La Figura 13 muestra la vida media relativa y la expresión de proteínas a partir de construcciones de ARNm que45
comprenden elementos F, I o FI hacia UTR aleatorias. Para esta longitud completa, los elementos individuales F e I, así
como también la combinación de FI, se compararon hacia una UTR 3' aleatoria (257nt de longitud). Todos los elementos
se clonaron en construcciones codificantes para luciferasa, se transcribieron a ARNm in vitro, se electroporaron en hiDC,
se midió la expresión de luciferasa a lo largo del tiempo, y se calcularon las vidas medias relativas y la expresión de
proteínas totales.50

Figura 14: Elementos UTR para reprogramación celular.

La Figura 14A muestra la línea de tiempo para la reprogramación de fibroblastos de prepucio humano primarios. Se
sembraron 40,000 células en una placa de 12 pocillos y se lipofectaron durante tres (3x) o cuatro (4x) días consecutivos55
con mezclas de ARNm que estaban compuestas de 0.33 µg de ARN sin modificar transcrito in vitro (IVT) que codifica la
reprogramación TF OCT4, SOX2, KLF4, cMYC, NANOG y LIN28 (OSKMNL) (1:1:1:1:1:1) con 0.08 µg de cada B18R, E3
y K3 (EKB) y 0.17µg de una mezcla de miARN compuesta de miARN 302a-d y 367 (1:1:1:1:1:1). De esta manera, las
construcciones de ARN solo diferían en su 3'UTR que consiste en una repetición en tándem de la 3'UTR de la β-globina
humana (2hBg), el elemento F-I (FI) o el elemento I-F (IF). Desde el día 9 en adelante, se observó la formación de colonias60
y el análisis de colonias se realizó en el d11.
La Figura 14B muestra una tinción de fosfatasa alcalina (AP) de las colonias establecidas y la Figura 14C muestra un
gráfico de barras correspondiente que representa el recuento numérico de las colonias positivas de AP.
La Figura 14D muestra la morfología de las colonias de células iPS resultantes mediante el uso de los ARN que contienen
la FI-UTR. Era como células semejantes a hES, con células pequeñas muy compactas en colonias distintas y bordes bien65
definidos.
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La Figura 14E muestra las colonias preparadas como en D teñidas positivas para AP con cuatro y diez aumentos.
La Figura 14F muestra colonias preparadas como en D en una tinción vital del marcador de superficie celular TRA-1-60,
de las hES.
La Figura 14G muestra la expresión de ARNm de los marcadores de las hES, OCT4 (endógeno), NANOG (endógeno),
LIN28 (endógeno), TERT y REX1 evaluados mediante sedimentación de las colonias, aislamiento del ARN total y5
cuantificación mediante qRT-PCR.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Identificación de elementos de secuencia que estabilizan los ARNm10

Para identificar elementos de secuencia novedosos que estabilizan los ARNm, hemos desarrollado un proceso de
selección in vivo mediante el uso de hiDC como entorno selectivo para el ARN transcrito in vitro. La biblioteca del ARN de
partida se construyó mediante el uso de secuencias de ARNm de origen natural derivadas de hiDC. Antes del aislamiento
del ARN, las células se cultivaron durante 5 horas en presencia del inhibidor de la transcripción Actinomicina D (ActD)15
para preseleccionar los ARN estables. Después se extrajo el ARNm restante y se redujo a fragmentos de 200-800
nucleótidos, se transcribió inversamente y se clonó como UTR-3' en un vector que portaba una secuencia de hAg 5'UTR
y un gen reportero, que se eligió como base del proceso de selección. El molde de ADN usado para la posterior
transcripción del ARNm de la biblioteca se amplificó mediante PCR, durante la cual se introdujo un promotor T7 a través
del 5' y una cola PoliA A60 a través del cebador 3'. El ARNm transcrito se introdujo después en el proceso de selección20
en vivo, que se compone de varias rondas de transcripción in vitro de la biblioteca, electroporación de los ARN
correspondientes en hiDC, y extracción y amplificación de secuencias estables después de puntos de tiempo definidos.
La amplificación de las secuencias seleccionadas se realizó mediante PCR con cebadores específicos, después de la
síntesis de ADNc. Los productos de PCR resultantes se usaron posteriormente como moldes para la nueva biblioteca del
ARNm. Esto se realizó durante seis rondas, con extracción de los ARN restantes después de 24 horas en la ronda 1, 4825
horas en las rondas 2 y 3, 72 horas en las rondas 4 y 5, y finalmente 96 horas, así como también una y dos semanas en
la ronda 6 (después de la electroporación, las células se dividieron en tres partes y después se cosecharon individualmente
en los puntos de tiempo dados).

El monitoreo del proceso de selección después de las rondas 1 a 5 demostró un aumento significativo de la vida media30
promedio del conjunto de ARN correspondiente, lo que es indicativo de un enriquecimiento de los elementos UTR-3'
estabilizadores (Tabla 1). Sin embargo, el aumento de la estabilidad fue menos pronunciado con rondas más altas. Por lo
tanto, el proceso de selección se detuvo después de una sexta ronda final, en la que se extrajo el ARN de las células
después de 96 horas, una semana, y dos semanas. Para caracterizar las secuencias seleccionadas, se secuenciaron
más de 350 clones individuales, 108 de la ronda 5, 88 de la ronda 6/96 horas, 110 de la ronda 6/1 semana, y 96 de la35
ronda 6/2 semanas. Todas las secuencias se compararon entre sí, así como también y con el BLAST para identificar su
origen genómico. Aquí, se analizó especialmente si las secuencias se derivaban de UTR 5' o 3' endógenas o de la región
codificante. Finalmente, su nivel de expresión en las hiDC se descargó de NextBio (Illumina). En total, pudieron
identificarse siete grupos, (i) para los que se encontraron secuencias múltiples, (ii) los que se originaron a partir de las
UTR-3' de ARN endógenos o de un ARN no codificante endógeno, y (iii) los que se expresaron claramente en las hiDC40
(Tabla 2). Estos se derivan de los siguientes genes: Fragmento Fc de IgG, receptor, transportador, alfa (B, FCGRT,
NM_001136019), Proteína específica de linfocitos 1 (D, LSP1, NM_002339), Ligando de quimiocina 22 (E, CCL22,
NM_002990), Potenciador de la separación del amino terminal (F, AES, NM_198969), Miembro 3 de la familia de
fosfolipasa D (G, PLD3, NM_001031696), ARN 12S codificado mitocondrialmente (I, MT_RNR1, NC_012920), Complejo
principal de histocompatibilidad clase II DR beta 4 (J, HLA-DRB4, NM_021983). Tenga en cuenta que, por simplicidad,45
las letras mayúsculas B a I dadas entre paréntesis se usan a continuación como abreviaturas para estos elementos. Es
importante destacar que, en todos los casos, los clones para una secuencia difieren en sus extremos exactos 5'- y 3'-, lo
que demuestra que provienen de diferentes clones iniciales y no se enriquecen artificialmente durante el proceso (ver los
apéndices para obtener una lista completa de todas las secuencias identificadas en la selección).

50
Ejemplo 2: Caracterización de elementos de secuencia individuales identificados

Para la caracterización de los elementos de secuencia identificados, se eligió un candidato representativo de cada grupo
(las secuencias detalladas están marcadas en el apéndice). Después esta secuencia se clonó como UTR-3' en un vector
con un gen reportero de luciferasa, cuyo nivel de expresión puede analizarse en el tiempo después de la transferencia a55
las células. Se ha demostrado previamente que a partir de la observación del patrón de expresión para la proteína, puede
inferirse con precisión la estabilidad relativa y la eficiencia de la traducción del ARN (Kuhn 2010 Gene Ther.). El reportero
específico usado en este experimento, luc2CPmut, es una forma desestabilizada de luciferasa (Promega). Esto permite
detectar incluso pequeños cambios en la estabilidad del ARN. Después se comparó el ARN transcrito in vitro procedente
de estos vectores con nuestro ARNm estándar de oro, es decir, el que contiene el 2hBg UTR-3', con respecto a la60
estabilidad del ARN y a la eficiencia de la traducción. Como muestras de control se usaron un ARN transcrito in vitro sin
una UTR-3' (es decir, que solo contenía secuencias usadas para clonar los insertos) y uno con un solo elemento de Beta-
globina (lhB).

Comenzando con los vectores que contienen UTR, la región a transcribirse se amplificó por PCR mediante el uso de un65
cebador 5' que contiene el promotor T7 y un cebador 3' con una cola poli(A) de 60 nucleótidos. La purificación de los
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fragmentos de PCR se realizó mediante el uso de AGENCOURT AMPURE XP (Beckman Coulter). Se añadieron 0,6
volúmenes de perlas a cada reacción de PCR y se mezclaron. Después de una incubación de 15 minutos a RT, los
productos de PCR unidos a las perlas se separaron mediante soporte magnético del exceso de cebadores, nucleótidos,
sales y enzimas. Las perlas se lavaron dos veces durante 30 segundos con etanol al 80 % para eliminar aún más los
contaminantes. Los productos de PCR deseados finalmente se eluyeron dos veces con 30 µL ddH2O y se usaron como5
moldes para la transcripción in vitro de los ARN correspondientes. Para las transcripciones in vitro se usaron ARN
polimerasa T7 (Fermentas), el tampón de la reacción respectivo y NTP 6 mM. Para la formación eficiente del casquete
del ARN, la concentración de GTP se redujo a 1,5 mM y se añadieron 6 mM de β-S-ARCA(D2) a la reacción y se incubaron
durante 2,5 h a 37 °C. El ARN se purificó mediante perlas magnéticas carboxiladas (Invitrogen) y la concentración y
calidad del ARN se evaluaron mediante espectrofotometría y análisis en un Bionanalyzer 2100 (Agilent).10

De acuerdo con sus identificaciones en el enfoque de detección, todas las secuencias nuevas mostraron características
muy similares en comparación con 2hBg con respecto a la estabilidad del ARN con el grupo I (mtRNR1) como el mejor
(Figura 3; Tabla 3). Es importante destacar que, cada elemento individual confirió estabilización al ARN en comparación
con el ARN sin una UTR-3' e incluso en comparación con el ARN solo con una copia única del elemento Beta-globina. La15
eficiencia de la traducción no se afectó significativamente, como se observó por la correlación directa entre la estabilidad
del ARN y la proteína total expresada en el tiempo.

Ejemplo 3: Combinación de elementos de secuencia individuales.
20

En un experimento adicional, las secuencias individuales de cada grupo se combinaron entre sí de una manera bien
ponderada (Figura 2). La racionalidad detrás de esto fue nuestra observación previa de que la combinación de dos UTR-
3' tenía un efecto adicional sobre la estabilidad y la eficiencia de la traducción del ARN (Holtkamp y otros 2006). La
estabilidad y la eficiencia de la traducción del ARN se calcularon en R mediante interporlación de los valores de luciferasa
medidos con una spline, a partir de la cual la pendiente ascendente más pronunciada se definió como la eficiencia de la25
traducción y la vida media de la señal como estabilidad. La integral de la spline interpolada se interpretó como la expresión
de proteína total. En total, se clonaron 64 combinaciones, es decir, todas las combinaciones posibles de las siete
secuencias recientemente identificadas y de la beta-globina UTR-3' humana (Tabla 6). Como se describió anteriormente,
el ARN se preparó a partir de estos moldes de ADN, y después se electroporó en hiDC. Como controles, además se
incluyeron los ARN que contenían los elementos individuales. Para la mayoría de los siete elementos nuevos se observó30
que al menos una combinación con otro elemento proporciona un ARN con una mayor estabilidad que solo con el elemento
individual (Tabla 7 a Tabla 13). Curiosamente, en la mayoría de los casos, la combinación con el elemento I (mtRNR1)
aumentó la vida media del ARN. Aquí, la estabilidad del ARN fue generalmente incluso mayor en comparación con un
ARN con 2hBg UTR-3' (Tabla 7 a Tabla 13). Casi todas las combinaciones tuvieron un efecto positivo en la eficiencia de
la traducción del ARN. En total, los efectos combinados sobre la estabilidad del ARN y la eficiencia de la traducción35
resultan en un aumento de la expresión total de proteína de hasta 1,74 veces. Por lo tanto, podríamos identificar elementos
individuales (con longitudes inferiores a 233 nucleótidos), así como también combinaciones de dos elementos diferentes
que dan lugar al ARN con un aumento en la estabilidad y/o eficiencia de la traducción, pero al mismo tiempo se evitarían
los problemas de tener dos copias idénticas de un elemento como se describió anteriormente para 2hBg.

40
Para verificar los resultados obtenidos con la forma desestabilizada de luciferasa, se repitieron los experimentos anteriores
con ARN que portaban la luciferasa estándar (Promega), y las siguientes UTR-3' seleccionadas: mtRNRl (I), mtRNRl-AES
(IF), AES-mtRNR1 (FI), mtRNR1-hBg (IhBg) y hBg-mtRNR1 (IhBg). Como se muestra en la Figura 4 y Tabla 14, pueden
obtenerse resultados equivalentes como se observó anteriormente, mediante la verificación de que los elementos nuevos,
individualmente o en combinación, aumentan la estabilidad del ARNm y/o la eficiencia de la traducción de manera similar45
al elemento 2hBg.

Ejemplo 4: Análisis de ARNm que portan elementos de secuencia seleccionados en otros tipos de células

Las UTR-3' mtRNR1 y AES recién seleccionadas se evaluaron además en diferentes tipos de células y líneas celulares50
para ver si hay una especificidad de hiDC. Las secuencias se evaluaron en fibroblastos humanos (HFF), mioblastos
murinos (C2C12) (Figura 5) y células T (Figura 6) para evaluar si además se estabilizan en estas células.

Las células HFF y C2C12 se cosecharon y se prepararon para la electroporación. A continuación se electroporaron 2,0
µg de IVT-RNA junto con 1,0 µg del ARN codificante para GFP que contiene las 3'UTR indicadas. Después de la55
electroporación, las células se dividieron. Para medir la actividad luciferasa se distribuyeron 5000 células por pocillo en
una placa de 96 pocillos por triplicado en un total de 7 puntos de tiempo (2, 4, 8, 24, 48 y 72 h). Se sembraron 2E+05
células por pocillo en placas de 6 pocillos para cosechar para FACS después de 24 h (señal GFP). Esto permitió
monitorear las eficiencias de la transfección. Estas diferían entre 72 y 90 % y podrían incluirse en el cálculo de la vida
media. Los resultados obtenidos con HFF y C2C12 así como también con las células T confirmaron los resultados60
obtenidos previamente con hiDC. La combinación de I con F fue en particular de 2 a 3 veces mejor en la vida media en
comparación con 2hBg. Además, FI mostró una eficiencia de la traducción 3 veces mejor en las células C2C12 y una
producción de proteínas 2 veces mejor en el tiempo, en comparación con nuestro estándar de oro. Estos resultados
mostraron que I y F no son específicos de hiDC, sino que, además, mejoran la estabilidad del ARNm y la eficiencia de la
traducción en otras células.65
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Ejemplo 5: El FI 3'UTR aumenta la expresión del ARNm modificado

Para algunas aplicaciones, que incluyen la terapia de reemplazo de proteínas, se prefieren los ARNm con nucleótidos
modificados en lugar de los no modificados debido a su inmunogenicidad disminuida (Kariko y otros, 2008). Sin embargo,
las modificaciones de base pueden tener un efecto sobre la estabilidad de un ARNm ya sea por influir directamente en la5
interacción con una proteína de unión al ARN correspondiente, o por alterar la formación de la estructura secundaria del
ARN. En consecuencia, las UTR 3' seleccionadas podrían comportarse de manera diferente en el contexto de los ARNm
modificados. Por lo tanto, comparamos la combinación de F e I con 2hBgUTR en el contexto de ARNm modificado m1Y
en células hiDC, HFF, células T CD8+ y CD4+ y en MEF murinos, C2C12 y bmDC. Se usó Luciferasa como reportero (ver
Figura 7A para el diseño de la construcción). Para la generación de los ARNm modificados, en la reacción de IVT, U se10
sustituyó completamente por m1Y. En todos los experimentos, el ARN no modificado se incluyó como un control. Las
integridades de los ARNm obtenidos no se afectaron por el intercambio de UTP por mlYTP (Figura 7B). Las células se
electroporaron mediante el uso de las condiciones descritas en la Tabla 15, y los niveles de luciferasa se midieron a las
3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h.

15
La electroporación del ARNm no modificado de luciferasa podría reproducir los efectos vistos anteriormente: En todos los
tipos de células, el elemento FI fue igual o superior al control 2hBg para transmitir la estabilidad del ARN (Tabla 16A).
Mientras que en las DC murinas y en las células T humanas, las vidas medias del ARNm eran comparables entre las dos
3'UTR, el elemento FI aumentó las vidas medias de ARNm hasta 1,69 veces en las células HFF. La cantidad de proteína
total aumentó en todas las líneas celulares, más prominentemente en las células HFF (2,45 veces).20

Con el ARNm modificado, el elemento FI además condujo a un aumento en la vida media de ARNm en comparación con
2hBg en hiDC, la cantidad de proteína total aumentó más del doble (Tabla 16B). Además, los resultados en otros tipos de
células son similares a los obtenidos con el ARNm no modificado: El elemento FI fue superior a 2hBg en todos los
experimentos que involucraron las células HFF, MEF y C2C12, y comparable en células T y DC murinas (Tabla 16B). Por25
lo tanto, la modificación del U no altera la capacidad del elemento FI para estabilizar el ARNm.

Ejemplo 6: El FI 3'UTR aumenta la expresión del ARNm independientemente del método de transfección

Hasta ahora, todos los experimentos se realizaron con la electroporación como método de transfección. Con la30
electroporación, el ARNm suministrado llega directamente al citoplasma, bajo la evasión de una ruta de captación
endosómica, la que se sigue después de la transfección mediante lipofección. Para ver si el elemento FI además funciona
en estas condiciones, las células se lipofectaron con los mismos ARNm de Luciferasa, que contenían FI y 2hBg que se
usaron en experimentos anteriores, mediante el uso de RNAiMAX como reactivo de transfección. Además después de la
lipofección, el elemento FI aumentó la expresión de Luciferasa, aunque el aumento fue menos pronunciado en35
comparación con los experimentos donde el ARN se suministró mediante electroporación (Tabla 16C). Por lo tanto, el
método de transfección no tiene un impacto en el efecto estabilizador del elemento FI.

Ejemplo 7: El ARNm que contiene FI 3'UTR y 2hBgUTR conducen a una expresión de proteínas comparable y a la
activación inmunitaria in vivo.40

Para evaluar la expresión de proteínas a partir del ARNm que contiene el FI 3'UTR in vivo, los mismos ARNm de Luciferasa
que contienen FI y 2hBg que se usaron en experimentos anteriores se formularon con F12 y se administraron i.v. en
ratones BALB/c. Como se muestra en la Figura 8, la expresión de luciferasa fue comparable para ambas 3'UTR. La
respuesta inmunitaria específica al antígeno se indujo, además, en un grado comparable con el efecto del ARNm que45
contiene FI 3'UTR que es ligeramente más fuerte en el bazo.

Ejemplo 8: IF UTR conduce a una mayor estabilidad del ARN autorreplicante in vitro.

Los ARN autorreplicantes transcritos in vitro (replicón de ARN) derivado de genomas alfavirales son potentes vectores de50
vacuna. El replicón de ARN codifica en los dos primeros tercios el complejo enzimático necesario para la replicación
citoplasmática (replicasa) del replicón de ARN. Esta replicasa reconoce una estructura interna del ARN que actúa como
promotor subgenómico para la síntesis dependiente de replicasa de los ARN subgenómicos. Los transgenes o antígenos
para la vacunación están codificados en este ARN subgenómico que es significativamente más corto que el replicón
completo. En general, tanto el ARN genómico (es decir, el replicón de ARN de longitud completa) como el ARN55
subgenómico se asemejan al ARNm celular. Ambos están flanqueados por las UTR, ambos están protegidos por
casquetes y son poliadenilados. Las enzimas responsables de la formación del casquete y de la poliadenilación están
contenidas en el complejo de la enzima replicasa. Los elementos de secuencia conservada (CSE) dentro de las UTR, que
se superponen con el ORF de la replicasa en el caso del 5'CSE, son necesarios para la unión de la replicasa y actúan
como promotores de la síntesis de la cadena negativa (3'CSE) o la síntesis de la cadena positiva (5'CSE).60

Para evaluar si las UTR estabilizadoras novedosas, identificadas y validadas para no replicar el ARNm transcrito in vitro,
proporcionan una mayor estabilidad y, por lo tanto, una mayor expresión transgénica, del ARN replicón, clonamos las
secuencias respectivas en vectores molde de ARN replicón. Como el 3'CSE necesita ubicarse inmediatamente adyacente
a la cola poli-A, insertamos los UTR novedosos inmediatamente en dirección 5' del 3'CSE de un replicón que codifica la65
luciferasa desestabilizada (Luc2CP). El replicón de ARN se sintetizó mediante la transcripción in vitro de plásmidos molde
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linealizados similares al ARNm de IVT. El replicón de ARN se introdujo en las células (BHK21 y HFF) mediante
electroporación, y se evaluó la expresión de luciferasa. Como se muestra en la Figura 9, todas las UTR insertadas
aumentaron la traducción de Luc2CP en ambas líneas celulares usadas. Curiosamente, la combinación UTR "IF" resultó
en un aumento notable de la traducción.

5
Ejemplo 9: Los intercambios de nucleótidos de hasta el 90 % de homología no tienen impacto en las propiedades
estabilizadoras del elemento FI

Debido al procedimiento de selección que se aplicó para identificar los elementos estabilizadores UTR novedosos, se
obtuvieron secuencias en un determinado intervalo de tamaño. La identificación de las mismas secuencias con extremos10
prolongados en 5' y 3' proporcionó una primera indicación de la longitud mínima requerida. Sin embargo, la región mínima
requerida para que cada elemento ejerza su efecto estabilizador podría ser aún más corta. Adicionalmente, ligeras
variaciones de las secuencias podrían seguir siendo funcionales, es decir, la identidad de cualquier nucleótido individual
podría no ser de suma importancia para las propiedades estabilizantes del elemento FI. Para ver en qué grado los
elementos son robustos frente a los intercambios de nucleótidos, se evaluaron las secuencias UTR 3' con 97,5 %, 95,015
%, 92,5 % y 90,0 % de homología con el elemento FI original para determinar la expresión de proteína total y la vida media
del ARNm en hiDC. Los nucleótidos que se cambiaron se eligieron aleatoriamente a lo largo de toda la secuencia
(secuencias 208-211, modificaciones aleatorias). Los ARNm de luciferasa con estos elementos modificados como 3'UTR
se transcribieron in vitro, se electroporaron en hiDC y su expresión se siguió en el tiempo mediante las mediciones de
luciferasa después de 3, 6, 24, 48 y 72 h. Los ARNm de luciferasa con el elemento FI modificado produjeron la misma20
cantidad global de proteína y tuvieron aproximadamente la misma vida media (Tabla 17).

Además de las sustituciones aleatorias con grados crecientes como se describió anteriormente, se generó otro conjunto
de elementos FI modificados mediante la introducción racional de sustituciones de nucleótidos que probablemente alteren
la estructura secundaria del elemento FI. Para múltiples secuencias UTR 3' naturales se conoce que su estructura25
secundaria es importante porque proporciona los sitios de unión para proteínas reguladoras, que influyen en la estabilidad
del ARNm (Addess y otros, 1997; Putland y otros, 2002; Crucs y otros, 2000; Adams y otros, 2003) Dos secuencias de
8nt que son perfectamente complementarias entre sí están presentes en el elemento FI, una en el elemento F y la otra en
el elemento I (Figura 10). El apareamiento de bases de estas dos regiones puede verse, además, en la mayoría de las
predicciones múltiples. mFold (Zuker, 2003) es un programa de computadora que permite predicciones de estructura30
secundaria de secuencias de entrada. Para verificar la importancia de este elemento de estructura secundaria específico,
la secuencia se cambió de una manera que elimina el emparejamiento de bases (secuencia 212, mutación 8nt). Además
de estas secuencias complementarias bastante largas, las predicciones mfold para FI 3'UTR se seleccionaron para
elementos de estructura presentes en la mayoría de los pliegues de salida, que por lo tanto deberían tener una alta
probabilidad de formación in vivo. Los nucleótidos involucrados en el apareamiento de bases de estos pliegues se35
cambiaron a 97,5 %, 95,0 %, 92,5 % y 90,0 % de homología con las secuencias FI originales mediante intercambio con
sus parejas de apareamiento de bases, de esta manera se retiene la estructura secundaria de la secuencia (secuencias
217-220, modificaciones que retienen la estructura). Además, las mismas secuencias se intercambiaron en una sola
cadena de la parte bicatenaria, de esta manera se destruye deliberadamente la estructura secundaria. En estos casos, la
identidad de la secuencia original fue 98,75%, 97,50%, 96,25% y 95,00%, respectivamente (secuencias 213-216,40
modificaciones desestabilizadoras de la estructura).

Los ARN de luciferasa con los elementos UTR 3' modificados descritos se transcribieron in vitro, se electroporaron en
hiDC y su expresión se siguió en el tiempo mediante las mediciones de luciferasa después de 3, 6, 24, 48 y 72 h. Con
ninguna estrategia de modificación pudo observarse un impacto significativo en la vida media del ARNm. Por lo tanto, las45
propiedades estabilizadoras del elemento FI parecen ser robustas frente a los cambios en su secuencia de nucleótidos o
estructura secundaria al menos hasta 10,0 % de nucleótidos variados. Además, no pudo observarse una disminución en
la cantidad de proteína total después de la modificación de la secuencia de FI (Tabla. 18 A y B).

Ejemplo 10: El uso del elemento FI en lugar de 2hBg evita errores de hibridación en la amplificación basada en PCR de50
la región codificante del ARN

Como se ha demostrado, el elemento FI es igual o superior al 2hBg 3'UTR con respecto a la estabilidad del ARNm y a la
eficiencia de la traducción. Otra ventaja del elemento FI es su secuencia no repetitiva, mientras que las dos copias de hBg
3'UTR pueden causar problemas en algunos casos.55

Esto es más obvio cuando el molde de ADN para la transcripción de ARN se amplifica mediante PCR. En tales casos, se
adiciona la cola poliA de longitud completa con el oligo cebador 3' que se une en el propio extremo 3' de la UTR 3' (Figura
11 A). En el caso de 2hBgUTR, emergen productos secundarios truncados durante la PCR, que después de la
secuenciación resultó que consisten en ARNm con solo la repetición de 1hBg en la UTR (Figura 11 B). Después de la60
transcripción, el truncamiento es, además, visible en el ARNm (Figura 11C). Este fenómeno ocurre en la mayoría de las
reacciones de PCR con construcciones que contienen el elemento 2hBgUTR y no puede eliminarse completamente
mediante esfuerzos de optimización que incluyen temperatura de hibridación del cebador, composición del tampón,
secuencia del cebador o polimerasas alternativas. Incluso después de la inserción de una secuencia de enlace única entre
la UTR 3' y la cola de poliA, el problema persiste. Es importante destacar que la fuerza del pico lateral se correlacionó con65
el rendimiento de la reacción de PCR, lo que indica errores de hibridación de los fragmentos de PCR cortos truncados,
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que aumentan con cada ciclo de PCR, como causa probable del problema. Por lo tanto, no pudieron identificarse
condiciones satisfactorias para los moldes de ADN codificantes para los ARN con el 2hBg UTR-3'.

Por el contrario, la PCR de los moldes de ADN con el elemento FI no produjo ningún producto secundario truncado (Figura
11 D), y además el ARNm resultante no mostró un pico adicional en el perfil del Bioanalizador (Figura 11 E). Por lo tanto,5
el elemento FI constituye una mejora considerable como una 3'UTR en comparación con el 2hBgUTR con respecto a la
integridad del molde de PCR y a la calidad del ARN correspondiente.

Ejemplo 11: Propiedades estabilizadoras de ARN de los subfragmentos de los elementos F e I
10

Debido al procedimiento de selección que se aplicó para identificar los elementos estabilizadores UTR novedosos, se
obtuvieron secuencias en un determinado intervalo de tamaño. La identificación de las mismas secuencias con extremos
prolongados en 5' y 3' proporcionó una primera indicación de la longitud mínima requerida. Sin embargo, la región mínima
requerida para que cada elemento ejerza su efecto estabilizador podría ser incluso más corta.

15
Con este fin, tanto para el elemento F como para el I, se diseñaron cinco construcciones reporteras de Luciferasa, cada
una de las cuales contiene una UTR acortada que cubre un fragmento diferente del elemento original acortado en el
extremo 5' y/o 3' (ver Figura 12 paneles superiores A y B, respectivamente). Estas construcciones reporteras se
transcribieron in vitro, se electroporaron en hiDC y su expresión se siguió en el tiempo mediante las mediciones de
luciferasa a las 3, 6, 24, 48 y 72 h después de la electroporación. Las curvas de expresión resultantes se analizaron para20
la vida media relativa del ARN con el ARN que contiene la longitud completa establecido en 1 (ver Figura 12 paneles
inferiores A y B, respectivamente).

Para el elemento F, no pudo observarse una vida media del ARNm significativamente disminuida para ninguna
subsecuencia evaluada, lo que indica una participación redundante y no cooperativa de varias subsecuencias a lo largo25
del elemento F en su papel estabilizador. Se podría obtener un resultado similar para el elemento I, aunque aquí pudo
observarse una ligera caída en el rendimiento cuando solo se usó la región central (nt37-107) como 3'UTR.

Para poner estos resultados en perspectiva, los elementos F e I individuales de longitud completa, así como también la
combinación FI, se compararon con una UTR 3' seleccionada al azar de la biblioteca inicial (257nt de longitud). Esto se30
obtuvo mediante la clonación de un conjunto de ADN inicial y mediante la selección aleatoria de un clon único. Como se
describió anteriormente, los ARN codificantes de luciferasa con las secuencias UTR respectivas se electroporaron en
hiDC, se midió la expresión de luciferasa en el tiempo, y se calcularon las vidas medias relativas y la expresión de proteína
total. En comparación con los elementos F, I y FI, el ARN con la UTR 3' seleccionada aleatoriamente es significativamente
menos estable (Figura 13, panel superior). El efecto de las UTR seleccionadas es aún más pronunciado para la expresión35
de proteína total (Figura 13, panel inferior). Esto indica claramente que el efecto de los fragmentos de los elementos F e
I como se describió anteriormente son específicos para las secuencias seleccionadas y no causado simplemente por la
presencia de una secuencia UTR 3'. Esto está en línea con el aumento observado en la estabilidad del ARN del conjunto
durante la selección (ver arriba).

40
Ejemplo 12: Uso de elementos UTR estabilizadores para la reprogramación de células madre

Se sembraron 40,000 células en una placa de 12 pocillos y se lipofectaron durante tres (3x) o cuatro (4x) días consecutivos
con mezclas de ARNm que estaban compuestas de 0,33 µg de ARN sin modificar transcrito in vitro (IVT) que codifica la
reprogramación TF OCT4, SOX2, KLF4, cMYC, NANOG y LIN28 (OSKMNL) (1:1:1:1:1:1) con 0,08 µg de cada B18R, E345
y K3 (EKB) y 0,1,7µg de una mezcla de miARN compuesta de miARN 302a-d y 367 (1:1:1:1:1:1). De esta manera, las
construcciones de ARN solo diferían en su 3'UTR que consiste en una repetición en tándem de la 3'UTR de la β-globina
humana (2hBg), el elemento F-I (FI) o el elemento I-F (IF). Las células se cultivaron en medio de células madre
embrionarias humanas (hES) y las lipofecciones se realizaron mediante el uso de RNAiMAX de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Desde el día 9 en adelante, se observó la formación de colonias y el análisis de colonias se50
realizó en el d11 (ver la Figura 14A para una descripción general de la línea de tiempo). Las colonias establecidas se
tiñeron para fosfatasa alcalina (AP) el día 11 mediante el uso de un kit de tinción AP. Para una visión general, las tinciones
representativas se muestran en la Figura 14B. Se hizo obvio que la incorporación del elemento FI resulta en cantidades
más altas de colonias AP positivas (oscuras). Se contaron las colonias teñidas para AP y se confirmaron los resultados
de la visión general: En comparación con el 2hBg-UTR usado anteriormente, la sustitución con el FI-UTR conduce a un55
exceso de colonias de 3-4 veces cuando las células se lipofectaron 3 veces. La sustitución con el IF-UTR resulta en un
exceso de 2 veces. Con cuatro transfecciones, estos efectos son menos pronunciados. Aquí no se observó ninguna mejora
con el IF-UTR. Por un lado, el proceso parece estar saturado con cuatro transfecciones, mientras que por el otro lado el
recuento de colonias está sesgado en cierta medida debido al crecimiento excesivo de colonias (ver Figura 14C). La
morfología de la colonia de las colonias de células iPS resultantes mediante el uso de ARN que contenían el FI-UTR era60
similar a una célula hES, con células pequeñas muy compactas en colonias distintas y bordes bien definidos (figura 14D).
Estas colonias podrían teñirse positivas para AP (Figura 14E) y el marcador de superficie celular de las hES TRA-1-60
(Figura 14F). La tinción vital TRA-1-60 se realizó con el anticuerpo Stain-Alive TRA-1-60 (Stemgent) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se muestran imágenes representativas de colonias. Para evaluar aún más la pluripotencia
de las colonias, las células se sedimentaron, se aisló el ARN total y la expresión del ARNm de los marcadores de hES65
OCT4 (endógeno), NANOG (endógeno), LIN28 (endógeno), TERT y REX1 se cuantificó mediante qRT-PCR. La expresión
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de ARNm se normalizó con respecto a la de HPRT y se muestra como las veces de inducción en comparación con los
niveles de los transcritos de las células de entrada. El análisis de colonias después de 3 lipofecciones se muestra en la
Figura 14G. Todos los marcadores analizados se expresaron altamente en comparación con las células de entrada, lo
que indica la pluripotencia de las células reprogramadas. La superioridad del ARNm sintético que contiene FI se confirmó
mediante una mayor expresión del marcador endógeno en comparación con la reprogramación con los ARNm que5
contienen 2hBg e IF.

Estos resultados muestran, que la sustitución de la 2hBg-UTR con la FI-UTR resulta en una tecnología de reprogramación
basada en el ARN más rápida y eficiente. Esto probablemente se basa en la expresión más larga y más alta de los factores
de transcripción de reprogramación que resultan de la sustitución con el elemento FI. La orientación del elemento FI10
parece de esta manera indispensable, ya que el beneficio no se observó con las construcciones IF. La reprogramación
exitosa de las células mediante el ARNm que contienen FI se confirmó por la morfología similar a las células hES, la
actividad AP y la expresión de los marcadores de la superficie celular de las hES y de los marcadores endógenos de las
colonias de las células iPS resultantes.

15
Tablas

Tabla 1 Vida media del ARNm en horas (h) calculada a partir de datos de experimentos de transcriptasa inversa-PCR
(RT-PCR) en tiempo real para monitorear el progreso de la selección. Los ARNm se cuantificaron 8, 24 y 48 horas después
de la electroporación. En el experimento I (izquierda), cada muestra se analizó solo una vez. En consecuencia, no se20
proporciona una desviación estándar.

25

30

Tabla 2 Descripción general de los 7 grupos principales con la región de unión (BR) dentro de la UTR-3' de la secuencia
BLASTed. Se muestran la abreviatura del grupo, el número de clones identificados para el grupo (núm.), el origen35
genómico con la abreviatura respectiva (Abr.), el código NCBI y la posición dentro de la secuencia con respecto a la región
codificante. De acuerdo con NextBio, todas las secuencias se regulan positivamente en hiDC.

40

45

50

55

60

Tabla 3 Valores calculados en relación con nuestro estándar de oro 2hBg para la vida media y la proteína total a lo largo
del tiempo. Se muestran el nombre del grupo y el gen respectivo.

65

Muestra Vida media del ARNm Muestra Vida media del ARNm

2hBg 7,5 h 2hBg 13,5 ± 0,2 h

lib 4,5 h Rn4 13,9 ± 0,7 h

Rn1 4,9 h Rn5 16,5 ± 0,7 h

Rn2 6,7 h

Rn3 7,5 h

Grupo núm.
Resultado del BLAST con la secuencia representativa
de cada grupo. Homo Sapiens

Abr. Código NCBI BR

B 50 Fragmento Fc de IgG. receptor. transportador. alfa.
ARNm (clon de ADNc)

FCGRT NM_001136019 UTR-3'

D 22 Proteína 1 específica de linfocitos. ARNm LSP1 NM_002339 UTR-3'

E 13 Ligando 22 de quimiocina (motivo C-X-C). ARNm CCL22 NM_002990 UTR-3'

F 4 Potenciador de la Separación del Amino Terminal.
ARNm

AES NM_198969 UTR-3'

G 15 Familia de fosfolipasa D. miembro 3. ARNm PLD3 NM_001031696 CDS+UTR-3'

I 17 ARN 12S codificado mitocondrialmente MT-RNR1 NC_012920 ncRNA

J 22 Complejo principal de histocompatibilidad, clase II.
DR beta 4. ARNm

HLA-DRB4 NM_021983 UTR-3'
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Tabla 5 Reacción de transcripción IVT-T7.

50

55

60

65

Gen RefSeq

Con relación a 2hBg

Vida media
Proteína total en el

tiempo

Fragmento Fc de IgG, receptor, transportador,
alfa NM_001136019 0,89 ± 0,15 0,96 ± 0,15

Proteína 1 específica de linfocitos NM_002339 0,80 ± 0,21 0,75 ± 0,03

Ligando de quimiocina 22 NM_002990 0,82 ± 0,16 0,66 ± 0,12

Potenciador de la Separación del Amino
Terminal NM_198969 0,90 ± 0,06 0,95 ± 0,01

Miembro 3 de la familia de Fosfolipasa D NM_001031696 0,79 ± 0,21 0,66 ± 0,13

ARN 12S codificado mitocondrialmente NC_012920 1,15 ± 0,09 0,94 ± 0,08

Complejo principal de histocompatibilidad
clase II DR beta 4 NM_021983 0,89 ± 0,08 0,89 ± 0,09

Conc./Vol. Conc. Final

ddH2O Ad 50 µL

Casquete D1 Variable 6,0 mM

ATP/CTP/UTP 100 mM 7,5 mM

GTP 100 mM 1,5 mM

Tampón T7 10x 1x

Producto de la PCR Variable 0,05 µg/µL

enzima T7 mix HC 10x 1x
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Tabla 7 Resultado de FCGRT (grupo B) clonado como elemento único o combinado en dirección 5' con una de las otras
secuencias del grupo como elemento en dirección 3'. Los valores en negrita son > 1,0. Los valores son con relación a35
2hBg
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Tabla 8 Resultado de LSP1 (grupo D) clonado como elemento único o combinado en dirección 5' con una de las otras
secuencias del grupo como elemento en dirección 3'. Los valores en negrita son > 1,0. Los valores son con relación a60
2hBg.

65

Muestra
Con relación a 2hBg

Vida media Eficiencia de la traducción Proteína total en el tiempo

B 0,840 1,320 1,300

BB 0,580 1,530 0,900

BI 0,920 1,750 1,410

BG 0,780 2,300 1,430

BD 0,730 1,970 1,220

BJ 0,710 1,910 1,190

BE 0,720 1,500 1,030

BF 0,760 1,720 1,220

BhBg 0,970 2,200 1,740

hBgB 0,640 1,750 1,030

2hBg 1,000 1,000 1,000
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Tabla 9 Resultado de CCL22 (grupo E) clonado como elemento único o combinado en dirección 5' con una de las otras
secuencias del grupo como elemento en dirección 3'. Los valores en negrita son > 1,0. Los valores son con relación a
2hBg.

25

30

35

40

Tabla 10 Resultado de AES (grupo F) clonado como elemento único o combinado en dirección 5' con una de las otras45
secuencias del grupo como elemento en dirección 3'. Los valores en negrita son > 1,0. Los valores son con relación a
2hBg.

50

55

60

65

Muestra
Con relación a 2hBg

Vida media Eficiencia de la traducción Proteína total en el tiempo

D 0,770 0,860 1,250

DD 0,680 1,130 1,000

DI 0,960 1,440 1,270

DG 0,700 1,530 1,110

DB 0,640 0,900 0,760

DJ 0,640 1,040 0,890

DE 0,690 1,000 0,970

DF 0,750 1,080 1,000

DhBg 0,840 1,120 1,020

hBgD 0,820 1,490 1,160

2hBg 1,000 1,000 1,000

Muestra
Con relación a 2hBg

Vida media Eficiencia de la traducción Proteína total en el tiempo

E 0,760 0,970 0,940

EE 0,600 0,950 0,670

EI 0,890 1,120 0,960

EG 0,680 1,590 0,940

EB 0,570 1,470 0,850

ED 0,650 1,350 0,950

EJ 0,600 1,230 0,760

EF 0,760 1,100 0,860

EhBg 0,690 1,190 0,780

hBgE 0,880 1,630 1,050

2hBg 1,000 1,000 1,000

Muestra
Con relación a 2hBg

Vida media Eficiencia de la traducción Proteína total en el tiempo

F 0,500 1,760 0,970

FF 0,910 1,770 1,410

FI 1,100 1,490 1,290

FG 0,850 1,680 0,980

FB 0,720 1,360 0,860

FD 0,490 1,350 0,620

FJ 0,780 1,720 1,090

FE 0,730 1,660 1,080

FhBg 1,050 1,900 1,530

hBgF 0,940 2,250 1,500

2hBg 1,000 1,000 1,000
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Tabla 11 Resultado de PLD3 (grupo G) clonado como elemento único o combinado en dirección 5' con una de las otras
secuencias del grupo como elemento en dirección 3'. Los valores en negrita son > 1,0. Los valores son con relación a
2hBg.

5

10

15

20

Tabla 12 Resultado de mtRNRl (grupo I) clonado como elemento único o combinado en dirección 5' con una de las otras
secuencias del grupo como elemento en dirección 3'. Los valores en negrita son. Los valores son con relación a 2hBg.25

30

35

40

45
Tabla 13 Resultado de HLA-DRB4 (grupo J) clonado como elemento único o combinado en dirección 5' con una de las
otras secuencias del grupo como elemento en dirección 3'. Los valores en negrita son > 1,0. Los valores son con relación
a 2hBg.

50

55

60

65

Muestra
Con relación a 2hBg

Vida media Eficiencia de la traducción Proteína total en el tiempo

G 0,740 1,260 1,110

GG 0,480 1,080 0,690

GI 0,990 1,010 1,000

GB 0,520 0,970 0,620

GD 0,630 1,170 0,780

GJ 0,520 0,940 0,640

GE 0,500 0,730 0,550

GF 0,620 0,790 0,680

GhBg 0,740 0,990 0,860

hBgG 0,720 1,160 0,910

2hBg 1,000 1,000 1,000

Muestra
Con relación a 2hBg

Vida media Eficiencia de la traducción Proteína total en el tiempo

I 1,080 1,020 1,440

II 1,170 0,830 1,030

IG 1,040 1,250 1,310

IB 1,100 1,200 1,180

ID 1,190 1,580 1,510

IJ 1,080 1,430 1,330

IE 1,060 1,000 1,070

IF 1,220 1,130 1,290

IhBg 1,230 1,110 1,210

hBgl 1,210 1,420 1,270

2hBg 1,000 1,000 1,000

Muestra
Con relación a 2hBg

Vida Media Eficiencia de la traducción Proteína total en el tiempo

J 0,790 0,930 0,920

JJ 0,490 0,960 0,540

JI 0,880 1,110 0,900

JG 0,420 1,280 0,630

JB 0,480 1,000 0,520

JD 0,500 1,370 0,830

JE 0,420 0,950 0,520

JF 0,570 1,190 0,800

JhBg 0,730 1,100 0,800

hBgJ 0,770 1,530 1,080

2hBg 1,000 1,000 1,000
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Tabla 14 Resultados representativos mediante el uso de luc2mut como gen reportero y las UTR-3' recién seleccionadas
después de la electroporación en hiDC. La actividad de luciferasa se midió durante 96 h. Los valores son con relación a
2hBg.
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20
Tabla 15: Condiciones de Electroporación
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Muestra
Con relación a 2hBg

Vida media Eficiencia de la traducción Proteína total en el tiempo

noUTR 0,300 0,694 0,139

hBg 0,360 1,216 0,437

I 0,800 1,132 0,936

IF 1,110 1,050 1,133

FI 1,020 0,818 0,847

IhBg 0,880 0,860 0,792

hBgI 0,840 0,776 0,681

2hBg 1,000 1,000 1,000

La tabla resume los detalles del protocolo de electroporación para todos los tipos de células usados. La cantidad de
células indicadas bajo el recuento celular se mezcló con la cantidad de ARN indicada en µg o pmol tanto en las cubetas
de electroporación como en las placas de electroporación de 96 pocillos (como se indica en el formato) en medio X-
VIVO15 (Lonza). La electroporación se realizó mediante la aplicación de un pulso con la longitud y el voltaje designado
enumerado bajo V. Posteriormente, la suspensión celular se diluyó en medio de crecimiento y se distribuyó en 96
pocillos con la densidad enumerada bajo células/puntos de tiempo.

Formato
tamaño de la

brecha
recuento de

células
ARN
[µg]

ARN
[pmol]

células/puntos
de tiempo

V pulso

hiDCs cubeta 4mm 1,00E+06 10 5,00E+04 300 1×12ms

HFF
96-

pocillos
4mm 7,00E+04 2 1,00E+04 200 1×24ms

CD8+ cubeta 4mm 2,50E+06 10 1,67E+05 500 1×3ms

CD4+ cubeta 4mm 2,50E+06 10 1,67E+05 500 1×3ms

MEF
96-

pocillos
4mm 7,00E+04 2 1,00E+04 200

5×6ms/ 
400ms

C2C12
96-

pocillos
4mm 7,00E+04 2 1,00E+04 240

5x5ms/ 
400ms

bmDCs cubeta 4mm 1,00E+06 10 5,00E+04 400 1×5ms
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Tabla 16
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Tabla 17: 10µg del ARN que codifica para la luciferasa de luciérnaga que contiene ya sea el elemento FI o variaciones
del elemento FI con la homología designada a la secuencia FI original como 3'UTR se electroporaron en hiDC en un
formato de 96 pocillos. La expresión de luciferasa se siguió en el tiempo a las 3, 6, 24, 48, y 72 h, y a partir de la curva de55
expresión resultante se calculó la vida media de ARNm y la cantidad de proteína total traducida a partir del ARN.

60

65

Vida media y proteína total del elemento FI con relación a 2hBgUTR que contiene ARNm no modificado y modificado,
después de la electroporación, y ARN no modificado después de la lipofección. Los plásmidos que codifican el gen de
luciferasa de luciérnaga que contiene ya sea FI o 2hBg como 3'UTR se linealizaron en dirección 3' del poli(dA:dT) con
una enzima de restricción de clase IIS, de esta manera se genera un molde sin nucleótido adicional más allá del
poli(dA:dT). El ADN plasmídico linealizado se purificó mediante el uso de perlas magnéticas carboxiladas (Invitrogen),
se cuantificó por espectrofotometría y se sometió a transcripciones in vitro. Para las transcripciones in vitro de
fabricación casera se usaron las ARN polimerasas T7 suplementadas con inhibidores de RNasa y pirofosfatasa con
NTP 7,5 mM en un tampón de Hepes 125mM pH 8,35, MgOAc2 34mM, DTT 10mM y espermidina 2mM. Para una
eficiente formación del casquete del ARN se añadió β-S-ARCA(D2) 6 mM a la reacción y la concentración inicial de
GTP se redujo a 1,5 mM, que se ajustó a 7,5 mM en un proceso de alimentación por lotes durante 2,5 h a 37 °C. El
ARN se purificó mediante perlas magnéticas carboxiladas (Invitrogen) y la concentración y calidad del ARN se evaluaron
mediante espectrofotometría y análisis en un Bioanalizador 2100 (Agilent).

A) Muestra que la vida media de los ARNm no modificados que contienen el elemento FI son mayores o comparables
a los que contienen el 2hBg 3'UTR en varias líneas celulares humanas y murinas. La cantidad de fibroblastos humanos
(HFF), células T CD8+ y CD4+, fibroblastos embrionarios murinos (MEF), células de mioblastoma (C2C12) y DC
murinas como se enumeran en la Tabla 15 se mezclaron con la cantidad respectiva de ARN (Tabla 15) en medio X-
VIVO15 (Lonza) y se sometieron a electroporación. El número indicado de células se sembró en placas de 96 pocillos
en 100µL de medio de crecimiento apropiado con aditivos. A las 2, 6, 24, 48, 72 y 96 horas después de la siembra, se
determinó la actividad de luciferasa de luciérnaga mediante la adición de Luciferina (Promega) en un lector de
fluorescencia (TECAN).

B) Muestra que la vida media de los ARNm modificados m1Y que contienen el elemento FI son más altas o comparables
a las que contienen el 2hBg 3'UTR en diferentes líneas celulares humanas y murinas. La cantidad de células dendríticas
inmaduras humanas (iDC), fibroblastos (HFF), células T CD8+ y CD4+, fibroblastos embrionarios murinos (MEF),
células de mioblastoma (C2C12) y DC murinas como se enumeran en la Tabla 15 se mezclaron con la cantidad
respectiva de ARN modificado m1Y (Tabla 15) en medio X-VIVO15 (Lonza) y se sometieron a electroporación. El
número indicado de células se sembró en placas de 96 pocillos en 100µL de medio de crecimiento apropiado con
aditivos. A las 2, 6, 24, 48, 72 y 96 horas después de la siembra, se determinó la actividad de luciferasa de luciérnaga
mediante la adición de Luciferina (Promega) en un lector de fluorescencia (TECAN).

C) Muestra que la vida media de los ARNm no modificados que contienen el elemento FI son mayores o comparables
a los que contienen el 2hBg 3'UTR en diferentes líneas celulares, además, cuando el ARN se transfectó mediante
lipofección. Se incubaron 50 ng de ARN durante 15-30 minutos con 0,2µL RNAiMAX y se administró a las células 1E04,
HFF, MEF o C2C12 en 96 pocillos. Los niveles de luciferasa se midieron a las 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h mediante la
adición de Luciferina (Promega) en un lector de fluorescencia (TECAN).

A B C

ARNm no modificado ARNm modificado m1Y Lipofección

con relación a 2hBg con relación a 2hBg con relación a 2hBg

Vida media proteína total Vida media proteína total Vida media proteína total

hiDCs 1,29 2,24

C2C12 1,64 2,24 1,58 2,32 1,09 1,82

HFF 1,69 2,45 1,83 2,21 1,14 2,22

MEF 1,39 2,15 1,18 1,52 1,11 2,24

CD4+ 1,04 1,32 1,02 1,46

CD8+ 0,96 1,29 1,05 1,33

bmDC 0,87 1,98 1,09 1,34

con relación a la secuencia FI

Vida media proteína total

% de homología

97,5 1,0+/-0,1 1,3+/-0,2

95,0 1,0+/-0,0 1,2+/-0,2

92,5 1,1+/-0,1 1,4+/-0,1

90,0 0,9+/-0,1 1,1+/-0,2
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Tabla 18: 10µg del ARN que codifica para la luciferasa de luciérnaga que contiene ya sea el elemento FI o variaciones
del elemento FI que contiene la estructura que retiene o destruye las mutaciones y con la homología designada a la
secuencia FI original como 3'UTR se electroporaron en hiDC en un formato de 96 pocillos. La expresión de luciferasa se
siguió en el tiempo a las 3, 6, 24, 48, y 72 h, y a partir de la curva de expresión resultante se calculó la vida media de
ARNm y la cantidad de proteína total.5
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Las secuencias descritas en la presente descripción son las siguientes:

Grupo B
25
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55

A B

Modificaciones que retienen la estructura Modificaciones que desestabilizan la estructura

con relación a la secuencia FI con relación a la secuencia FI

Vida media proteína total Vida media proteína total

% de homología % de homología

97,5 1,2+/-0,1 1,6+/-0,3 98,75 1,1+/-0,1 1,5+/-0,1

95,0 1,1+/-0,1 1,7+/-0,3 97,50 1,1+/-0,1 1,4+/-0,1

92,5 1,1+/-0,1 1,5+/-0,3 96,25 1,0+/-0,1 1,5+/-0,1

90,0 1,1+/-0,2 1,4+/-0,1 95,00 1,0+/-0,0 1,1+/-0,2

Mutación 8nt 0,9 +/- 0,0 1,3 +/- 0,4
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Grupo E
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> FI UTR 97,5 % de homología (modificaciones aleatorias)

> FI UTR 95 % de homología (modificaciones aleatorias)
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> FI UTR 92,5 % de homología (modificaciones aleatorias)

> FI UTR 90 % de homología (modificaciones aleatorias)

> Mutación FI 8nt

> FI UTR 98,75 % de homología (modificaciones que desestabilizan la estructura)

> FI UTR 97,5 % de homología (modificaciones que desestabilizan la estructura)
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> FI UTR 96,25 % de homología (modificaciones que desestabilizan la estructura)

> FI UTR 95 % de homología (modificaciones que desestabilizan la estructura)

> FI UTR 97,5 % de homología (modificaciones que desestabilizan la estructura)

> FI UTR 95 % (modificaciones que retienen la estructura)

> FI UTR 92,5 % (modificaciones que retienen la estructura)
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> FI UTR 90 % (modificaciones que retienen la estructura)

Listado de secuencias

<110> BioNTech RNA Pharmaceuticals GmbH y otros

<120> SECUENCIAS UTR 3' PARA ESTABILIZACIÓN DEL ARN

<130> 674-146 PCT

<150> PCT/EP2015/073180
<151> 2015-10-07

<160> 221

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 208
<212> RNA
<213> Homo sapiens

<400> 1

<210> 2
<211> 202
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 2
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<210> 3
<211> 210
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 3

<210> 4
<211> 193
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 4

<210> 5
<211> 186
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 5

<210> 6
<211> 170
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 6

<210> 7
<211> 206
<212> ARN
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<213> Homo sapiens

<400> 7

<210> 8
<211> 121
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 8

<210> 9
<211> 206
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 9

<210> 10
<211> 196
<212> ARN
<213> Homo sapiens
<400> 10

<210> 11
<211> 276
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 11
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5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60
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<210> 12
<211> 276
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 12

<210> 13
<211> 245
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 13

<210> 14
<211> 233
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 14

<210> 15
<211> 232
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 15
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5
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15

20

25

30

35

40

45

50

55
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<210> 16
<211> 208
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 16

<210> 17
<211> 237
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 17

<210> 18
<211> 297
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 18

<210> 19
<211> 238
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 19

ES 2 753 201 T3

 



93

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55
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<210> 20
<211> 238
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 20

<210> 21
<211> 219
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 21

<210> 22
<211> 237
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 22

<210> 23
<211> 214
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 23
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5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55
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65

<210> 24
<211> 128
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 24

<210> 25
<211> 230
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 25

<210> 26
<211> 211
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 26

<210> 27
<211> 143
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 27

<210> 28
<211> 143
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 28
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5
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15
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25

30

35

40

45

50

55
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<210> 29
<211> 181
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 29

<210> 30
<211> 154
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 30

<210> 31
<211> 130
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 31

<210> 32
<211> 138
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 32

<210> 33
<211> 214
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 33
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5
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 34
<211> 135
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 34

<210> 35
<211> 129
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 35

<210> 36
<211> 541
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 36

<210> 37
<211> 125
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 37
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5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 38
<211> 131
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 38

<210> 39
<211> 245
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 39

<210> 40
<211> 131
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 40

<210> 41
<211> 131
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 41

<210> 42
<211> 149
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 42
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5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55
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65

<210> 43
<211> 149
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 43

<210> 44
<211> 147
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 44

<210> 45
<211> 176
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 45

<210> 46
<211> 171
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 46

<210> 47
<211> 171
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 47
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5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 48
<211> 169
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 48

<210> 49
<211> 131
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 49

<210> 50
<211> 175
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 50

<210> 51
<211> 140
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 51

<210> 52
<211> 149
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 52
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5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55
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65

<210> 53
<211> 212
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 53

<210> 54
<211> 144
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 54

<210> 55
<211> 207
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 55

<210> 56
<211> 158
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 56

<210> 57
<211> 197
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 57
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5
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15

20

25

30

35

40

45

50

55
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<210> 58
<211> 236
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 58

<210> 59
<211> 273
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 59

<210> 60
<211> 171
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 60

<210> 61
<211> 134
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 61

<210> 62
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15
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40
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<211> 140
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 62

<210> 63
<211> 188
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 63

<210> 64
<211> 190
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 64

<210> 65
<211> 154
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 65

<210> 66
<211> 146
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 66

<210> 67
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50
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<211> 150
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 67

<210> 68
<211> 233
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 68

<210> 69
<211> 197
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 69

<210> 70
<211> 155
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 70

<210> 71
<211> 134
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 71

<210> 72
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40
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<211> 147
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 72

<210> 73
<211> 192
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 73

<210> 74
<211> 191
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 74

<210> 75
<211> 162
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 75

<210> 76
<211> 183
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 76
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5
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15
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30

35

40

45

50
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<210> 77
<211> 240
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 77

<210> 78
<211> 166
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 78

<210> 79
<211> 155
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 79

<210> 80
<211> 310
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 80

<210> 81
<211> 204
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 81
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40
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50
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<210> 82
<211> 169
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 82

<210> 83
<211> 217
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 83

<210> 84
<211> 272
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 84

<210> 85
<211> 131
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 85

<210> 86
<211> 136
<212> ARN
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40
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50
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<213> Homo sapiens

<400> 86

<210> 87
<211> 203
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 87

<210> 88
<211> 197
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 88

<210> 89
<211> 273
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 89

<210> 90
<211> 199
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 90
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40
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50
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<210> 91
<211> 193
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 91

<210> 92
<211> 158
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 92

<210> 93
<211> 153
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 93

<210> 94
<211> 128
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 94

<210> 95
<211> 116
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 95
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40
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50
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<210> 96
<211> 190
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 96

<210> 97
<211> 191
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 97

<210> 98
<211> 191
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 98

<210> 99
<211> 184
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 99

<210> 100
<211> 238
<212> ARN
<213> Homo sapiens
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30

35

40
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50
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<400> 100

<210> 101
<211> 234
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 101

<210> 102
<211> 258
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 102

<210> 103
<211> 249
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 103

<210> 104
<211> 226
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 104
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30
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40
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50
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<210> 105
<211> 133
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 105

<210> 106
<211> 233
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 106

<210> 107
<211> 190
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 107

<210> 108
<211> 154
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 108

<210> 109
<211> 158
<212> ARN
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5
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25

30

35

40

45

50
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60
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<213> Homo sapiens

<400> 109

<210> 110
<211> 210
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 110

<210> 111
<211> 143
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 111

<210> 112
<211> 154
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 112

<210> 113
<211> 140
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 113

<210> 114
<211> 144
<212> ARN
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25
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40

45

50

55
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<213> Homo sapiens

<400> 114

<210> 115
<211> 142
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 115

<210> 116
<211> 140
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 116

<210> 117
<211> 162
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 117

<210> 118
<211> 170
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 118

<210> 119
<211> 236
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 119
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40
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<210> 120
<211> 151
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 120

<210> 121
<211> 151
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 121

<210> 122
<211> 253
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 122

<210> 123
<211> 253
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 123

<210> 124
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<211> 250
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 124

<210> 125
<211> 250
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 125

<210> 126
<211> 233
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 126

<210> 127
<211> 228
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 127

<210> 128
<211> 280
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 128
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10
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25
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<210> 129
<211> 207
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 129

<210> 130
<211> 207
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 130

<210> 131
<211> 163
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 131

<210> 132
<211> 249
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 132
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20
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30

35

40

45

50
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<210> 133
<211> 249
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 133

<210> 134
<211> 264
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 134

<210> 135
<211> 270
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 135

<210> 136
<211> 245
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 136
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50
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<210> 137
<211> 257
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 137

<210> 138
<211> 209
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 138

<210> 139
<211> 276
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 139

<210> 140
<211> 276
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 140
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45
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<210> 141
<211> 270
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 141

<210> 142
<211> 211
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 142

<210> 143
<211> 211
<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 143

<210> 144
<211> 286
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 144
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<210> 145
<211> 292
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 145

<210> 146
<211> 298
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 146

<210> 147
<211> 279
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 147
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25

30
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40
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50
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<210> 148

<211> 333
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 148

<210> 149
<211> 285
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 149

<210> 150
<211> 285
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 150

<210> 151
<211> 376
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
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30
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40

45

50
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<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 151

<210> 152
<211> 292
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 152

<210> 153
<211> 298
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 153

<210> 154
<211> 304
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 154
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25

30

35

40

45

50
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<210> 155
<211> 285
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 155

<210> 156
<211> 339
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 156

<210> 157
<211> 291
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 157
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<210> 158
<211> 291
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 158

<210> 159
<211> 382
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 159

<210> 160
<211> 298
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 160
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40
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<210> 161
<211> 304
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 161

<210> 162
<211> 310
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 162

<210> 163
<211> 291
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 163
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60

65

<210> 164
<211> 345
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 164

<210> 165
<211> 297
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 165

<210> 166
<211> 297
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 166
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<210> 167
<211> 388
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 167

<210> 168
<211> 279
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 168

<210> 169
<211> 285
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 169
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<210> 170
<211> 291
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 170

<210> 171
<211> 272
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 171

<210> 172
<211> 326
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 172
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<210> 173
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 173

<210> 174
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 174

<210> 175
<211> 369
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 175
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<210> 176
<211> 333
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 176

<210> 177
<211> 339
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 177

<210> 178
<211> 345
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 178
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<210> 179
<211> 326
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 179

<210> 180
<211> 380
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 180

<210> 181
<211> 332
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 181
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<210> 182
<211> 332
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 182

<210> 183
<211> 423
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 183

<210> 184
<211> 285
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 184
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<210> 185
<211> 291
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 185

<210> 186
<211> 297
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 186

<210> 187
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 187
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<210> 188
<211> 332
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 188

<210> 189
<211> 284
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 189

<210> 190
<211> 284
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 190

ES 2 753 201 T3

 



135

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 191
<211> 375
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 191

<210> 192
<211> 285
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 192

<210> 193
<211> 291
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 193
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<210> 194
<211> 297
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 194

<210> 195
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 195

<210> 196
<211> 332
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 196
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<210> 197
<211> 284
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 197

<210> 198
<211> 284
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 198

<210> 199
<211> 375
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 199
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<210> 200
<211> 376
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 200

<210> 201
<211> 382
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 201

<210> 202
<211> 388
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 202
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<210> 203
<211> 369
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 203

<210> 204
<211> 423
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 204

<210> 205
<211> 375
<212> ARN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 205

<210> 206
<211> 375
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 206

<210> 207
<211> 466
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 207
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<210> 208
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 208

<210> 209
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 209

<210> 210
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 210

<210> 211
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'
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<400> 211

<210> 212
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 212

<210> 213
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 213

<210> 214
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 214
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<210> 215
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 215

<210> 216
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 216

<210> 217
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 217
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<210> 218
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 218

<210> 219
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 219

<210> 220
<211> 278
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Combinación de elementos de secuencia UTR-3'

<400> 220
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<210> 221
<211> 142
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Elemento de secuencia UTR-3'

<400> 221
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ácido nucleico que comprende en la dirección de transcripción 5 '→ 3':
(a) un promotor;
(b) una secuencia de ácido nucleico transcribible o una secuencia de ácido nucleico para introducir una secuencia5
de ácido nucleico transcribible; y
(c) una secuencia de ácido nucleico que, cuando se transcribe bajo el control del promotor (a), codifica para una
región no traducida en 3' en el transcrito que no está naturalmente unida a la secuencia de ácido nucleico (b), dicha
región no traducida en 3' comprende
(i) (c-4) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Potenciador de la Separación del Amino10
Terminal (AES) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en las SEC ID NOs: 86 a 89, preferentemente la SEQ ID NO: 86, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido
nucleico; o
(ii) (c-8) cualquier combinación de (c-4) y una o más secuencias de ácido nucleico seleccionadas del grupo que15
consiste en:
(c-1) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Fragmento Fc de IgG, Receptor,
Transportador, Alfa (FCGRT) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del
grupo que consiste en las SEC ID NOs: 1 a 50, preferentemente la SEQ ID NO: 27, un fragmento de esta, o una
variante de dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o20
fragmento de ácido nucleico,
(c-2) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' de la Proteína Específica de Linfocitos 1 (LSP1)
que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC
ID NOs: 51 a 72, preferentemente la SEQ ID NO: 52, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o
fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico,25
(c-3) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Ligando de Quimiocina 22 (CCL22) que
comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID
NOs: 73 a 85, preferentemente la SEQ ID NO: 79, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o
fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico,
(c-4) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Potenciador de la Separación del Amino30
Terminal (AES) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en las SEQ ID NOs: 86 a 89, preferentemente la SEQ ID NO: 86, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido
nucleico,
(c-5) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Miembro 3 de la Familia de fosfolipasa D35
(PLD3) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las
SEC ID NOs: 90 a 104, preferentemente la SEQ ID NO: 96, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido
nucleico,
(c-6) la secuencia de ácido nucleico del ARN no codificante del ARN 12S codificado mitocondrialmente (MT-RNR1)40
que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC
ID NOs: 105 a 121, preferentemente la SEQ ID NO: 115, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia
o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico, y
(c-7) la secuencia nucleica de la región no traducida en 3' del Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase II
DR Beta 4 (HLA-DRB4) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo45
que consiste en las SEC ID NOs: 122 a 143, preferentemente la SEQ ID NO: 126, un fragmento de esta, o una
variante de dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o
fragmento de ácido nucleico,
en donde las secuencias de ácido nucleico (b) y (c) bajo el control del promotor (a) pueden transcribirse para
proporcionar un transcrito común en el que la secuencia de ácido nucleico transcrita a partir de la secuencia de50
ácido nucleico (c) está activa para aumentar la eficiencia de la traducción y/o la estabilidad de la secuencia de
ácido nucleico transcrita a partir de la secuencia de ácido nucleico transcribible (b).

2. La molécula de ácido nucleico como se reivindicó en la reivindicación 1, en donde la secuencia de ácido nucleico
(c-8) comprende una combinación de (c-4) y (c-6), en donde, preferentemente, (c-4) se ubica 5' a (c-6), y/o la55
combinación de (c-4) y (c-6) comprende la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 174, un fragmento de
esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha
secuencia o fragmento de ácido nucleico.

3. La molécula de ácido nucleico como se reivindicó en la reivindicación 1 o 2, que comprende además (d) una60
secuencia de ácido nucleico que, cuando se transcribe bajo el control del promotor (a), codifica para una secuencia
de ácido nucleico que es una secuencia de poliadenilo, en donde, opcionalmente, la secuencia de poliadenilo
comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que
contienen nucleótidos distintos de los nucleótidos A.

65
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4. La molécula de ácido nucleico como se reivindicó en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es una molécula
circular cerrada o una molécula lineal.

5. La molécula de ácido nucleico como se reivindicó en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la secuencia
de ácido nucleico transcribible comprende una secuencia de ácido nucleico codificante para un péptido o proteína5
y la secuencia de ácido nucleico para introducir una secuencia de ácido nucleico transcribible es un sitio de
clonación múltiple.

6. La molécula de ácido nucleico como se reivindicó en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende
además uno o más miembros seleccionados del grupo que consiste en: (i) un gen reportero; (ii) un marcador de10
selección; y (iii) un origen de replicación.

7. La molécula de ácido nucleico como se reivindicó en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que es adecuada,
en particular después de la linealización, para la transcripción in vitro del ARN, en particular del ARNm.

15
8. El ARN que puede obtenerse mediante la transcripción, preferentemente, la transcripción in vitro, mediante el uso

de una molécula de ácido nucleico como se reivindicó en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 como un molde.

9. El ARN que comprende en la dirección 5 '→ 3':
(a) una región no traducida en 5';20
(b) una secuencia de ácido nucleico codificante para un péptido o proteína; y
(c) una región no traducida en 3' que no está unida naturalmente a la secuencia de ácido nucleico (b), dicha región
no traducida en 3' comprende
(i) (c-4) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Potenciador de la Separación del Amino
Terminal (AES) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste25
en las SEC ID NOs: 86 a 89, preferentemente la SEQ ID NO: 86, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido
nucleico; o
(ii) (c-8) cualquier combinación de (c-4) y una o más secuencias de ácido nucleico seleccionadas del grupo que
consiste en:30
(c-1) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Fragmento Fc de IgG, Receptor,
Transportador, Alfa (FCGRT) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del
grupo que consiste en las SEC ID NOs: 1 a 50, preferentemente la SEQ ID NO: 27, un fragmento de esta, o una
variante de dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o
fragmento de ácido nucleico,35
(c-2) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' de la Proteína Específica de Linfocitos 1 (LSP1)
que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC
ID NOs: 51 a 72, preferentemente la SEQ ID NO: 52, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o
fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico,
(c-3) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Ligando de Quimiocina 22 (CCL22) que40
comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID
NOs: 73 a 85, preferentemente la SEQ ID NO: 79, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o
fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico,
(c-4) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Potenciador de la Separación del Amino
Terminal (AES) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste45
en las SEQ ID NOs: 86 a 89, preferentemente la SEQ ID NO: 86, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido
nucleico,
(c-5) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Miembro 3 de la Familia de Fosfolipasa D
(PLD3) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las50
SEC ID NOs: 90 a 104, preferentemente la SEQ ID NO: 96, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido
nucleico,
(c-6) la secuencia de ácido nucleico del ARN no codificante del ARN 12S codificado mitocondrialmente (MT-RNR1)
que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC55
ID NOs: 105 a 121, preferentemente la SEQ ID NO: 115, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia
o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico,
(c-7) la secuencia nucleica de la región no traducida en 3' del Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase II
DR Beta 4 (HLA-DRB4) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo
que consiste en las SEC ID NOs: 122 a 143, preferentemente la SEQ ID NO: 126, un fragmento de esta, o una60
variante de dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o
fragmento de ácido nucleico,
en donde la secuencia de ácido nucleico (c) es activa para aumentar la eficiencia de la traducción y/o la estabilidad
de la secuencia de ácido nucleico codificante para un péptido o proteína.
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10. El ARN como se reivindicó en la reivindicación 9, que comprende además (d) una secuencia de ácido nucleico que
es una secuencia de poliadenilo que opcionalmente comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una
secuencia de uno o más nucleótidos consecutivos que contienen nucleótidos distintos de los nucleótidos A, en
donde, preferentemente, dicha secuencia de ácido nucleico (d) está ubicada en el extremo 3' de dicho ARN, y/o
las secuencias de ácido nucleico (c) y (d) están activas para aumentar la eficiencia de la traducción y/o la5
estabilidad de la secuencia de ácido nucleico codificante para un péptido o proteína.

11. El ARN como se reivindicó en la reivindicación 9 o 10, que además comprende (e) un casquete 5'.

12. Un método para obtener ARN, que comprende:10
(i) proporcionar una molécula de ácido nucleico como se reivindicó en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, y
(ii) transcribir el ARN mediante el uso de la molécula de ácido nucleico como un molde.

13. Un método para obtener un péptido o proteína, que comprende:
(i) obtener el ARN codificante para el péptido o proteína de acuerdo con el método de conformidad con la15
reivindicación 12, y
(ii) traducir el ARN.

14. El método como se reivindicó en la reivindicación 12 o 13, caracterizado porque comprende, además, antes de
la transcripción de la molécula de ácido nucleico, la escisión de la molécula de ácido nucleico.20

15. Un método para obtener ARN, que comprende:
(i) acoplar una secuencia de ácido nucleico (b) que, cuando se transcribe, codifica para una región no traducida en
3', en el extremo 3' de una secuencia de ácido nucleico transcribible (a) que comprende una secuencia de ácido
nucleico codificante para un péptido o proteína, en donde la secuencia de ácido nucleico (a) no está unida25
naturalmente a la secuencia de ácido nucleico (b), y
(ii) transcribir el ácido nucleico obtenido,
dicha región no traducida en 3' comprende
(iia) (b-4) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Potenciador de la Separación del Amino
Terminal (AES) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste30
en las SEC ID NOs: 86 a 89, preferentemente la SEQ ID NO: 86, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido
nucleico; o
(iib) (b-8) cualquier combinación de (b-4) y una o más secuencias de ácido nucleico seleccionadas del grupo que
consiste en:35
(b-1) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Fragmento Fc de IgG, Receptor,
Transportador, Alfa (FCGRT) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del
grupo que consiste en las SEC ID NOs: 1 a 50, preferentemente la SEQ ID NO: 27, un fragmento de esta, o una
variante de dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o
fragmento de ácido nucleico,40
(b-2) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' de la Proteína Específica de Linfocitos 1 (LSP1)
que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC
ID NOs: 51 a 72, preferentemente la SEQ ID NO: 52, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o
fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico,
(b-3) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Ligando de Quimiocina 22 (CCL22) que45
comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:
73 a 85, preferentemente la SEQ ID NO: 79, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia o fragmento
de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico,
(b-4) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Potenciador de la Separación del Amino
Terminal (AES) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste50
en las SEC ID NO: 86 a 89, preferentemente la SEQ ID NO: 86, un fragmento de esta, o una variante de dicha
secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido
nucleico,
(b-5) la secuencia de ácido nucleico de la región no traducida en 3' del Miembro 3 de la Familia de Fosfolipasa D
(PLD3) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las55
SEQ ID NO: 90 a 104, preferentemente la SEQ ID NO: 96, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia
o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico,
(b-6) la secuencia de ácido nucleico del ARN no codificante del ARN 12S codificado mitocondrialmente (MT-RNR1)
que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en las SEC
ID NOs: 105 a 121, preferentemente la SEQ ID NO: 115, un fragmento de esta, o una variante de dicha secuencia60
o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico,
(b-7) la secuencia nucleica de la región no traducida en 3' del Complejo Principal de Histocompatibilidad Clase II
DR Beta 4 (HLA-DRB4) que comprende o consiste en una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo
que consiste en las SEC ID NO: 122 a 143, preferentemente la SEQ ID NO: 126, un fragmento de esta, o una
variante de dicha secuencia o fragmento de ácido nucleico que es al menos 90 % idéntica a dicha secuencia o65
fragmento de ácido nucleico,
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en donde las secuencias de ácido nucleico (a) y (b) pueden transcribirse para proporcionar un transcrito común en
el que la secuencia de ácido nucleico transcrita a partir de la secuencia de ácido nucleico (b) está activa para
aumentar la eficiencia de la traducción y/o la estabilidad de la secuencia de ácido nucleico transcrita a partir de la
secuencia de ácido nucleico transcribible (a).

5
16. El método como se reivindicó en la reivindicación 15, que comprende además el acoplamiento de una secuencia

de ácido nucleico (c) que, cuando se transcribe, codifica para una secuencia de ácido nucleico que es una
secuencia de poliadenilo que opcionalmente comprende dentro de la secuencia de poliadenilo una secuencia de
uno o más nucleótidos consecutivos que contiene nucleótidos distintos de los nucleótidos A, en el extremo 3' de la
secuencia de ácido nucleico (b), en donde, preferentemente, las secuencias de ácido nucleico (a), (b), y (c) pueden10
transcribirse para proporcionar un transcrito común en el que las secuencias de ácido nucleico transcritas a partir
de las secuencias de ácido nucleico (b) y (c) están activas para aumentar la eficiencia de la traducción y/o la
estabilidad de la secuencia de ácido nucleico transcrita a partir de la secuencia de ácido nucleico transcribible (a).

17. Un método para obtener un péptido o proteína, que comprende:15
(i) obtener ARN mediante el método de conformidad con la reivindicación 15 o 16, y
(ii) traducir el ARN.

18. El método como se reivindicó en cualquiera de las reivindicaciones 12 a 17, en donde la transcripción se realiza in
vitro.20

19. El ARN que se obtiene mediante el método como se reivindicó en cualquiera de las reivindicaciones 12, 14 a 16 y
18.

20. Un método para obtener un péptido o proteína, que comprende traducir el ARN como se reivindicó en cualquiera25
de las reivindicaciones 8 a 11 y 19.

21. El ARN como se reivindicó en cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 y 19 para usar en un método de transfección
de una célula huésped, en donde, preferentemente, la célula huésped es una célula presentadora de antígeno, en
particular una célula dendrítica, un monocito o un macrófago.30

22. El ARN como se reivindicó en cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 y 19 para usar en un método de vacunación.

23. El ARN como se reivindicó en cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 y 19 para usar en un método de
reprogramación de células somáticas en células que tienen características de células madre.35
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12 A
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Figura 12 B
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Figura 13
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Figura 14
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Figura14
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Figura 14
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Figura 14 G
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