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DESCRIPCION
Electrotransferencia génica a las células de la piel
La presente invencion se refiere al campo de la electropermeabilizacion celular para la transferencia de genes
Antecedentes de la invencion

La electropermeabilizacion celular, es decir, la permeabilizacion celular a través del suministro local de pulsos
eléctricos (EP), se utiliza cada vez mas para el manejo y la prevencion de una amplia gama de patologias humanas
y animales, incluyendo el cancer.

La membrana celular delimita dos compartimentos, el citoplasma y el medio extracelular, que presentan diferentes
concentraciones de iones, creando asi una diferencia en el potencial de transmembrana. Cuando se aplica un
campo eléctrico a las células, se produce un potencial de transmembrana inducido que se superpone al de reposo
(Mir et al., 2005). Por encima de un umbral, se produce una permeabilizacion transitoria que conduce a un
intercambio de moléculas entre el citoplasma y el medio externo. Este fendmeno como consecuencia de la
aplicacién de EP a las células y que conduce a la pérdida de la permeabilidad de la membrana se denomina
electropermeabilizacion. Esta técnica se ha utilizado durante tres décadas para mejorar la absorcién de moléculas
no permeables por las células.

Aunque el mecanismo exacto de la electropermeabilizacién ain esta sujeto a debate, esta técnica allané el camino
para muchas aplicaciones biomédicas, en particular para tratamientos contra el cancer (Breton & Mir, 2011). Una de
ellas, llamada electroquimioterapia antitumoral, consiste en acoplar EP directamente aplicados al sitio del tumor con
la administracion de bleomicina o cisplatino, que no se difunden espontaneamente (o pobremente) a través de la
membrana plasmatica (Mir et al., 1991; Mir, 2006). Una vez que entran en las células impermeabilizadas, estos dos
farmacos generan dafios en el DNA y desencadenan la muerte celular. No solo los farmacos, sino también los
acidos nucleicos, que son moléculas no permeables (Satkauskas et al., 2002; Andre & Mir, 2010), se pueden
electrotransferir a las células mediante electropermeabilizaciéon. EI DNA se ha transferido con éxito a diversos tejidos
de animales vivos, incluyendo piel, musculo, higado, tumor, cérnea, pulmon, rifidn, cerebro, vejiga y testiculos
(revisado en Andre et al., 2008; Gothelf & Ghel, 2010).

Un uso prometedor del método de electrotransferencia génica se refiere al campo de la vacunacion con DNA. De
hecho, la vacunacion con DNA ha generado una gran emocion desde principios de los 90. Wolff y sus colaboradores
lograron primero transferir DNA a los musculos animales. Una vez transfectadas, las moléculas de DNA permitieron
que las células objetivo produjeran la proteina codificada (Wolff et al., 1990). Tang et al., demostraron que una
proteina codificada por un DNA transferido a las células de la piel mediante un método biolistico podria
desencadenar una respuesta inmune (Tang et al., 1992) y Barry et al., mostraron que la vacunacion génica con un
plasmido que codifica una proteina patégena protegié a los animales frente a un desafio con el patégeno relevante
(Barry et al., 1995). Esta tecnologia se ha utilizado para una amplia gama de aplicaciones, desde herramientas de
laboratorio hasta vacunas veterinarias autorizadas (Anderson et al., 1996) y esta en desarrollo para el manejo de
diversas patologias adquiridas, tales como el cancer, malaria, hepatitis B y C o para la prevencion de algunas
infecciones virales tales como la gripe o el virus de la inmunodeficiencia humana (clinicaltrials.gov) (Bergman et al.,
2003).

Finalmente, las vacunas de DNA poseen ventajas de fabricacion, accesibilidad y econémicas en comparacion con
otras tecnologias de vacunas (Liu, 2011). A pesar del hecho de que las vacunas de DNA ofrecen una estrategia
precisa y flexible para administrar antigenos a las células inmunes y para montar una respuesta inmune especifica,
al principio hubo problemas para traducir esta técnica de roedores pequefios a animales mas grandes y, en
definitiva, a pacientes (Rochard et al., 2011). De hecho, se descubri6 que las vacunas de DNA son débilmente
inmunogénicas debido en parte a la baja absorciéon celular de moléculas de DNA en el sitio de vacunacion. Este
problema se ha superado mediante el uso de electrotransferencia génica que mejora drasticamente el rendimiento
de las vacunas de DNA (Li et al., 2012; Gothelf & Gehl, 2012).

Sin embargo, para utilizar la electrotransferencia como se esperaba para las estrategias de vacunacion, el
procedimiento deber realizarse con un procedimiento muy especifico. La electrotransferencia es un proceso de
varias etapas que se basa en dos diferentes tipos de EP (Andre & Mir, 2010; Satkauskas et al., 2005; Favard et al.,
2007). Primero, EI DNA debe acercarse al entorno de las células objetivo mediante la inyeccion en el sitio esperado
de vacunacion (piel, musculo), después uno o varios pulsos cortos (aproximadamente cien microsegundos) e
intensos (aproximadamente mil voltios por centimetro), llamados pulsos de alto voltaje (HV), permeabilizan
reversiblemente la membrana celular. Un tiempo de retraso definido después, se aplican uno o varios pulsos largos
(aproximadamente varios cientos de milisegundos) y menos intensos (aproximadamente cien voltios por centimetro),
llamados pulsos de bajo voltaje (LV). Los pulsos de LV estan destinados a conducir eletroforéticamente el DNA a
través de la matriz extracelular hasta el contacto con la membrana electropermeabilizada. En este punto, no existe
consenso sobre como las moléculas de ADN atraviesan la membrana plasmatica y llegan al nucleo para ser
tomadas a cargo por la maquinaria de traduccion celular (Escoffre et al., 2009).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 275341213

Curiosamente, no se detectd ningun efecto secundario grave ni en animales ni en humanos después de la
administracion de DNA seguido de electrotransferencia (Fioretti et al., 2013). Un estudio informd que después de la
administracion, una vacuna de DNA se localizé principalmente alrededor del sitio de inyeccién, sus niveles de
deteccion locales disminuyeron rapidamente con el tiempo, no se internalizé tejido gonadal (muy bajo riesgo de
transmision de la linea germinal) y la probabilidad de integracion fue muy baja ya que no se utilizé proteina viral
(Dolter et al., 2011). Ademas, cuando las moléculas de DNA se utilizan para fines de vacunacion junto con el método
de electrotransferencia génica, no hay problemas de inmunidad previos o posteriores al tratamiento contrarios a los
vectores virales, tales como los vectores adenovirales, permitiendo asi multiples administraciones (DNA homadlogo
de refuerzo primario/DNA o DNA heterélogo de refuerzo primario/vector o DNA/proteina) (Villemejane & Mir, 2009).
En consecuencia, la vacunacion de DNA combinada con electrotransferencia ha ganado interés en los ultimos afios.

En lo que respecta a la patologia del cancer, las vacunas de DNA estan destinadas a desencadenar una respuesta
inmune contra antigenos especificos del tumor o asociados al tumor (Stevenson & Palucka, 2010). De hecho, las
células cancerosas engafian al sistema inmune que no siempre puede iniciar de manera eficiente una respuesta
inmune debido a multiples mecanismos complejos tales como la auto-tolerancia (Bei & Scardino, 2010), diversos
mecanismos de inmunosupresion que involucran células T reguladoras o células dendriticas supresoras derivadas
de mieloides (moDCs) (Lindau et al., 2013), moléculas expresadas en la superficie de células inmunes tales como
CTLA-4 (Kolar et al., 2009; Shevach, 2009) y la interaccion PD-1/PD-1L (Keir et al., 2008).

El objetivo final de una vacuna eficaz de DNA administrada mediante la tecnologia de electrotransferencia debe ser
generar el tipo correcto de respuestas inmunes frente al antigeno codificado por el plasmido de interés. Aunque bien
descrito para la ruta de administracion intramuscular (solicitud de Patente WO 2007/026236) (Mir et al., 2005; Andre
& Mir, 2010), se conoce muy poco acerca de los parametros de electrotransferencia en la piel, con fines de
vacunacion. La respuesta inmune debe ser lo suficientemente intensa y duradera como para generar efectos
terapéuticos positivos en pacientes con una patologia especifica. Es de destacar que la intensidad de la respuesta
inmune depende, al menos parcialmente, del nivel de expresion del antigeno (Lee et al., 1997; Kirman & Seder,
2003), que esta estrechamente relacionado con la eficacia de la transferencia génica. En cuanto a la eficiencia de la
electrotransferencia génica en la piel, depende de varios parametros, incluyendo la intensidad de EP y el tipo de
electrodos utilizados para administrarlos (Gothelf & Gehl, 2010). Pavselj & Preat (Journal of Controlled Release 106
(2005) pp 407-415) describen que una combinacién de un pulso corto de alto voltaje (HV; 700 a 1000 V/cm para una
duracion de 100 us) para permeabilizar las células de la piel seguido por un pulso largo de bajo voltaje (LV; 140 a
200 V/cm para una duracion de 400 ms) para transferir DNA mediante electroforesis es un protocolo de
electroporacion eficiente para mejorar la expresion de DNA de las proteinas informadoras GFP o luciferasa en la
piel. También se describié que la piel era un tejido objetivo muy atractivo para la vacunacién de DNA.

Breve descripcion de la invencion

La invencion se expone en el conjunto de reivindicaciones adjunto. Las realizaciones y/o ejemplos de la siguiente
descripcion que no estan cubiertos por las reivindicaciones adjuntas no se consideran parte de la presente
invencion.

Los inventores han encontrado que la eficiencia de la electrotransferencia en la piel podria mejorarse utilizando una
combinacioén especifica de pulsos de alto voltaje y bajo voltaje.

La presente invencion se refiere a métodos para transferir un acido nucleico in vivo a células de la piel en donde el
acido nucleico se inyecta mediante inyeccion intradérmica (ID) y se transfiere eléctricamente a las células de la piel
con un pulso Unico de alto voltaje, seguido de un pulso Unico de bajo voltaje.

La invencion se refiere a un acido nucleico que codifica un antigeno tumoral, para su uso en la vacunacion
antitumoral en un sujeto mediante el montaje de una respuesta inmune celular, en el que el acido nucleico codifica
una proteina de la Transcriptasa Inversa de la Telomerasa (TERT) y se debe administrar mediante inyeccion
intradérmica, y permeabilizacion eléctrica de células de la piel con:

- un pulso unico de intensidad de campo de alto voltaje de 1250 a 1400 V/cm y duracién de 10 ps a 1000 ps;

- seguido, preferiblemente después de un tiempo de retraso definido, por un pulso Unico de intensidad de
campo de bajo voltaje de entre 100 a 200 V/cm y de duracién de entre 300 y 800 ms.

La invencioén es util en el campo de la vacunacion. De hecho, los tejidos de la piel permiten i) una combinacion
perfecta entre el sitio de vacunacion y la ubicacion de las células presentadoras del antigeno (APCs), e ii) una
reduccion de las dosis antigénicas.

La invencioén se utiliza en el campo de la vacunaciéon antitumoral. El acido nucleico codifica un antigeno tumoral
eficaz para reducir, prevenir o suprimir un tumor.
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Leyendas de las Figuras

La Figura 1 es una representacion esquematica del vector de DNA del plasmido INVAC-1. Bases 1-3478: vector
NTC8685-eRNA41H-Hindlll-Xbal (NTC); Bases 3479-3484: sitio de clonacion Hindlll (NTC/Invectys); Bases 3485-
6967: transgen de la Ubi-Telomerasa (Invectys); Bases 6968-6973: sitio de clonacién Xbal (Invectys/NTC); Bases
6974-7120: vector NTC8685-eRNA41H-Hindlll-Xbal (NTC).

Las Figuras 2A y 2B son graficos que muestran que la electrotransferencia es ventajosa para la transferencia génica
y la inmunizacién. (A) Representacion de las intensidades de bioluminiscencia en ratones C57BL/6J después de la
inyeccion de pCMV-luc seguida o no de EP, n = 5 ratones para la inyeccion ID de pCMV-luc sola, n = 10 (de 5
ratones, 2 tratamientos por ratén) para inyeccion ID de pCMV-luc + EP. (B) Frecuencia de células T CD8 de INFy+
especificas de hTERT detectadas en ratones C57BL/6J vacunados con INVAC-1 seguido o no por EP, n = 6-8
ratones. Las barras representan los valores medios. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, ensayo de Mann-Whitney-Wilcoxon.

Las Figuras 3A y 3B son graficos que muestran la eleccion de los mejores electrodos. (A) Representacion de las
intensidades de bioluminiscencia en ratones C57BL/6J después de la electrotransferencia de pCMV-luc utilizando
los tres tipos de electrodos, n = 14 ratones para la inyeccion ID de pCMV-luc sola, n = 8-10 (de 4 a 5 ratones, 2
tratamientos por ratén) para la inyeccion ID de pCMV-luc + EP. (B) Frecuencia de células T INFy+ CD8 especificas
de hTERT detectadas en ratones HLA-B7 vacunados con INVAC-1 utilizando los tres tipos de electrodos, n = 3
ratones para el control de la inmunizacién con PBS y n = 4-9 ratones para la inmunizacion mediada por INVAC-1.
Las barras representan los valores medios. * = p < 0,05, ** = p < 0,001, ensayo de Kruskal-Wallis con el ensayo de
comparaciéon multiple de Dunn.

La Figura 4 es un conjunto de fotografias que muestran la localizacion de la expresion del gen de la luciferasa en
ratones C57BL/6J después de la inyeccion ID y la electrotransferencia de pCMV-luc utilizando electrodos de placa.

La Figura 5 es un grafico que muestra la determinacion de la intensidad de pulso de HV éptima en ratones C57BL/6J
para la electrotransferencia de pCMV-luc inyectada por via intradérmica utilizando electrodos de placa, n = 24
ratones para inyeccion ID de pCMV-luc sola, n = 8 (de 4 ratones, 2 tratamientos por raton) para inyeccion ID de
pCMV-luc + EP. Las barras representan los valores medios. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, ensayo de
Kruskal-Wallis con el ensayo de comparacion multiple de Dunn.

Las Figuras 6A y 6B son graficos que muestran la eleccion de la mejor combinacion de pulsos HV-LV en ratones
C57BL/6J. (A) Bioluminiscencia obtenida después de la inyeccion ID de pCMV-luc en varias combinaciones de
pulsos de HV-LV, n = 30 ratones para la inyeccion ID de pCMV-luc sola y n = 6 (de 3 ratones, 2 tratamientos por
ratén) para la inyeccion ID de pCMV-luc + EP. (B) Frecuencia de células T CD8 IFNy + especificas de hTERT
detectadas en ratones C57BL/6J vacunados con INVAC-1 segun varias combinaciones de pulsos de HV-LV, n = 8
ratones para el control de la inmunizacion con PBS y n = 5 ratones para la inmunizacién mediada por INVAC-1. Las
barras representan los valores medios. * = p<0,05, ** = p<0,01, ***= p < 0,001, ensayo de Kruskal-Wallis con el
ensayo de comparacién multiple de Dunn.

Descripcion detallada de la invenciéon
Definiciones
El término HV significa alto voltaje, y el término LV significa bajo voltaje.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “piel” denota la piel de un animal, por ejemplo, un humano o un
mamifero no humano, tal como un roedor (por ejemplo, un ratén, un conejo o una rata), un perro, un gato o un
primate, un caballo, una cabra, un cerdo, una oveja, una vaca, etc. En una realizacion preferida, el acido nucleico se
transfiere a las células de la dermis. Las células de la piel, a las que se transfiere el acido nucleico segun la
invencion, son preferiblemente células dendriticas, pero también pueden incluir queratinocitos, melanocitos,
fibroblastos o células mieloides o linfoides. El término “acido nucleico” significa cualquier acido nucleico de interés,
en particular cualquier acido nucleico capaz de expresar una proteina de interés. El acido nucleico puede ser DNA o
RNA monocatenario o bicatenario (por ejemplo, antisentido o iRNA). Preferiblemente es DNA, preferiblemente DNA
bicatenario. En una realizacién preferida, el acido nucleico es un vector de expresion del DNA del tipo bien conocido
en la técnica. En general, un vector de expresion contiene un promotor operativamente unido a una secuencia de
DNA que codifica la proteina de interés.

El término “TERT” se refiere a la “Transcriptasa Inversa de la Telomerasa”, que es la principal determinante de la
actividad de la telomerasa, incluyendo la telomerasa de tipo nativo, o variantes de la misma.

El término “inmunogénico” significa que la composicion o el constructo al que se refiere es capaz de inducir una
respuesta inmune tras la administracion. La “respuesta inmune” en un sujeto se refiere al desarrollo de una
respuesta inmune innata y adaptativa, que incluye una respuesta inmune humoral, una respuesta inmune celular, o
ambas, a un antigeno. Una “respuesta inmune humoral” se refiere a una que estd mediada por anticuerpos. Una
“respuesta inmune celular’ estd mediada por linfocitos T. Incluye la produccién de citocinas, quimiocinas, y
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moléculas similares producidas por células T activadas, glébulos blancos o ambas. Las respuestas inmunes se
pueden determinar mediante inmunoensayos estandar y ensayos de neutralizacién para la deteccién de la respuesta
inmune humoral, que son conocidas en la técnica. En el contexto de la vacunaciéon contra el cancer, la respuesta
inmune abarca preferiblemente la estimulacion o la proliferacion de células T CD8 citotoxicas y/o células T CD4 y
puede determinarse utilizando inmunoensayos tales como el ensayo ELISpot, el ensayo de citotoxicidad in vivo o el
ensayo de union a la secrecion de citosinas.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “tratamiento” o “terapia” o “inmunoterapia” se refiere a cualquiera
de alivio, mejora y/o eliminacion, reduccion y/o estabilizaciéon (por ejemplo, no progresar a etapas mas avanzadas)
de un sintoma, asi como retraso en la progresion de la enfermedad, o de un sintoma de la misma. Cuando la
enfermedad es cancer, el término incluye, asi, el logro de una respuesta inmune antitumoral eficiente observada en
pacientes con cancer.

Como se utiliza en la presente memoria, el término “prevencion” o “prevenir’ se refiere al alivio, mejora y/o
eliminacion, reduccion y/o estabilizacion (por ejemplo, no progresar a etapas mas avanzadas) de un prodromo, es
decir, cualquier alteracion o sintoma temprano (o conjunto de sintomas) que pueden indicar el inicio de una
enfermedad antes de que aparezcan sintomas especificos.

El “paciente” o “sujeto” es tipicamente un sujeto mamifero, tal como se indic6 anteriormente, preferiblemente un
sujeto humano, de cualquier edad, sexo o gravedad de la afeccion.

Parametros de la electrotransferencia

El acido nucleico esta destinado preferiblemente a ponerse en contacto con las células de la piel antes de aplicar el
pulso LV Unico, y aun mas preferiblemente, antes de la aplicaciéon del pulso HV unico. El tiempo entre la inyeccion
del acido nucleico y los pulsos eléctricos, especialmente entre la inyeccion y el pulso HV unico, no es critico.
Tipicamente, la composicién farmacéutica se ha puesto en contacto con las células de la piel desde unos pocos
segundos a 10 minutos, por ejemplo, desde 30 segundos a 5 minutos. Un intervalo de 5 a 10 minutos antes del
pulso HV también es aceptable. El acido nucleico o la composicién farmacéutica que contiene el acido nucleico se
pone en contacto con las células de la piel (es decir, las células de la dermis) mediante inyeccion intradérmica.

Segun la invencion, el pulso Unico de alto voltaje tiene preferiblemente una intensidad de campo de entre 12500 y
1400 V/cm.

El pulso Unico de alto voltaje puede tener una duracion de entre 50 y 150 us, preferiblemente de 100 ps.

Segun la invencion, el pulso Unico de bajo voltaje tiene preferiblemente una intensidad de campo de entre 100 y 200
V/cm, preferiblemente de 180 V/cm.

El pulso unico de bajo voltaje puede tener preferiblemente una duracion de entre 350 y 600 ms, mas preferiblemente
400 ms.

En una realizacion preferida, el pulso Unico de alto voltaje tiene preferiblemente una intensidad de campo de entre
1250 y 1400 V/cm y una duracion de entre 50 y 150 ys, preferiblemente 100 ys, y el pulso unico de bajo voltaje tiene
una intensidad de campo de entre 100 y 200 V/cm, preferiblemente de 180 V/cm, y una duracién de entre 350 y 600
ms, mas preferiblemente 400 ms.

En una realizacion particular, cuando el sujeto es un sujeto humano, el pulso Unico de alto voltaje puede tener una
intensidad de campo de 1250 V/cm, y preferiblemente una duracién de 100 s, y el pulso Unico de bajo voltaje puede
tener una intensidad de campo de 180 V/cm, y preferiblemente una duracién de 400 ms.

El pulso LV puede ser de la misma polaridad o de una polaridad opuesta que el pulso HV.
Preferiblemente, el pulso LV unico es un pulso cuadrado. También puede ser trapezoidal o discontinuo.
El pulso HV unico puede ser ventajosamente un pulso cuadrado.

Los pulsos HV y LV se pueden separar por un retraso y este retraso puede estar ventajosamente entre 300 y 3000
ms, preferiblemente entre 500 y 1200 ms, tipicamente de 1000 ms.

Ademas, se describe en la presente memoria el método de electroporaciéon en si mismo, que comprende colocar
electrodos cerca de las células de la dermis que contienen el acido nucleico intersticialmente, después permeabilizar
eléctricamente las células de la dermis de la siguiente manera:

- primero con un pulso unico de intensidad de campo de alto voltaje de entre 1250 y 1400 V/cm y de duracion
de 10 us a 1000 ps.

- segundo, preferiblemente después de un tiempo de retraso definido, con un pulso Unico de intensidad de
campo de bajo voltaje de entre 100 y 200 V/cm y de duracion de entre 300 y 800 ms.
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El acido nucleico se transfiere a las células de la dermis como resultado de estos pulsos eléctricos.
Se puede utilizar un generador de voltaje programable.

Los electrodos que se utilizaran pueden ser electrodos de aguja invasivos (tal como N-30-4B, IGEA), que
generalmente pueden consistir en dos filas de cuatro agujas largas, separadas por 4 mm, o electrodos invasivos de
dedos (tal como F-05-OR, IGEA) que normalmente pueden consistir en dos filas de tres agujas cortas, separadas
por 4 mm, pero son preferiblemente electrodos de placa no invasivos (como P30-8B, IGEA).

Los electrodos deben colocarse en las proximidades del sitio de inyeccién de manera que el campo eléctrico entre
los electrodos pase a través del sitio o region de inyeccion en el que el liquido inyectado se ha difundido tras la
inyeccion. Se puede utilizar ventajosamente un gel conductor, como lo conoce la persona experta.

En un aspecto particular, los electrodos pueden ser transportados por un dispositivo que realiza tanto la inyeccion
como la estimulacion eléctrica.

Constructos genéticos, composiciones inmunogénicas

Preferiblemente, el acido nucleico es un constructo genético que comprende una secuencia de polinucleétidos que
codifica una proteina de interés, que es TERT, y secuencias reguladoras (tales como un promotor (es), potenciador
(es), terminador (es) adecuados, etc.) que permiten la expresion (por ejemplo, transcripcion y traduccion) del
producto proteico en la célula huésped u organismo huésped.

Los constructos genéticos utilizados en la invencion pueden estar tipicamente en una forma adecuada para la
transformacion de la célula huésped u organismo huésped previsto, en una forma adecuada para la integracién en el
DNA genomico de la célula huésped prevista o en una forma adecuada para la replicacion independiente,
mantenimiento y/o herencia en la célula u organismo previsto. Por ejemplo, los constructos genéticos utilizados en la
invencion pueden estar en forma de un vector, tal como por ejemplo un plasmido, cosmido, YAC, un vector viral o
transposon. En particular, el vector puede ser un vector de expresion, es decir, un vector que puede proporcionar la
transcripcion de RNAs y/o la expresién de proteinas in vivo, especialmente en células de la dermis.

En un aspecto preferido pero no limitante, un constructo genético de la descripcion comprende i) al menos un acido
nucleico que codifica la proteina de interés; operativamente unido a ii) uno o mas elementos reguladores, tal como
un promotor y opcionalmente un terminador adecuado; y opcionalmente también iii) uno o mas elementos
adicionales de los constructos genéticos tales como secuencias 3'- o 5-UTR, secuencias lideres, marcadores de
seleccion, marcadores de expresion/genes informadores, y/o elementos que pueden facilitar o aumentar (la eficacia
de) la transformacion o integracion.

Se apreciara que el uso segun la invencion abarca el caso en el que se utilizan dos o mas acidos nucleicos capaces
de expresar in vivo diferentes moléculas activas para preparar la composiciéon farmacéutica. Los acidos nucleicos se
eligen para ser complementarios y/o actuar de forma sinérgica en el tratamiento de una afeccion. En ese caso, las
secuencias de nucleétidos que codifican las diferentes moléculas pueden estar bajo el control del mismo promotor o
diferentes promotores. Se pueden preparar composiciones que comprenden dicho (s) acido (s) nucleico (s) o vector
(es). Las composiciones son inmunogénicas. Pueden comprender un vehiculo o excipientes que son adecuados
para la administracion en humanos o mamiferos (es decir, no toxicos). Dichos excipientes incluyen diluyentes
liquidos, semisolidos o sdlidos que sirven como vehiculos farmacéuticos, agentes isotonicos, estabilizantes o
cualquier adyuvante.

Vacunacion

El acido nucleico es util en vacunacion, a través de la expresion de una proteina de interés. En una realizacion
preferida, la proteina de interés tiene una accién inmunoestimulante, mas preferiblemente un efecto vacunal.
Ventajosamente, se obtiene una respuesta inmune humoral.

En un aspecto preferido, el acido nucleico comprende secuencias de acidos nucleicos capaces de expresarse in vivo
en las células de la piel transfectadas una o mas moléculas terapéuticamente activas, preferiblemente una proteina
o proteinas de interés.

Esta molécula activa o proteina de interés puede actuar en la piel por si misma y/o fuera de la piel en otra ubicacion
dentro del cuerpo, por ejemplo, en un tumor ubicado en cualquier parte del cuerpo si la molécula expresada esta
activa como una vacuna antitumoral, o una infeccién localizada en cualquier parte del cuerpo si la molécula
expresada esta activa como una vacuna antiinfecciosa.

Segun la infeccion, la molécula terapéutica de interés es una proteina TERT, util como una vacuna antitumoral. En
un aspecto interesante, como una molécula terapéuticamente activa, el acido nucleico codifica uno o varios
inmunogenos (o péptidos, polipéptidos o proteinas inmunogénicas, incluyendo glicoproteinas) que son capaces de
inducir una respuesta inmune en el huésped. En un aspecto, la respuesta inmune es una respuesta inmune
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protectora para el huésped. En este aspecto, la descripcion se refiere a la producciéon de una composicion
inmunogénica o un profilactico o una vacuna terapéutica, que esta dirigida contra el cancer.

En otro aspecto, la respuesta inmune conduce a la produccién de anticuerpos, especialmente anticuerpos
policlonales, y estos anticuerpos estan destinados a recuperarse del suero producido y utilizarse de una manera
habitual.

En otro aspecto mas, el acido nucleico codifica un péptido o proteina antigénica que, tras la administracion al sujeto,
por ejemplo, un ratén, desencadena la produccion de anticuerpos especificos.

Tratamiento de tumores

En un aspecto particular, se describe un método para prevenir o tratar un tumor o una proliferacion de células no
deseadas (por ejemplo, una displasia) en un paciente, cuyo método comprende administrar una cantidad efectiva de
acido nucleico o una composicién inmunogénica en un paciente que esté en necesidad de ella, utilizando el método
de electroporacion descrito en la presente memoria. Dicho acido nucleico o composicidon inmunogénica se administra
en una cantidad suficiente para inducir una respuesta inmune en el paciente.

El tumor puede ser cualquier proliferacion indeseada de células, en particular un tumor benigno o un tumor maligno,
especialmente un cancer.

El cancer puede estar en cualquier etapa de desarrollo, incluyendo la etapa metastasica.

De este modo, el acido nucleico expresa preferiblemente una o varias moléculas activas seleccionadas de modo que
la composicion farmacéutica sea eficiente en la reduccion, supresion o regresion de angiogénesis tumoral, o reduzca
o suprima el crecimiento tumoral, o inhiba la metastasis. Segun la invencion, se puede utilizar un acido nucleico que
codifica un antigeno tumoral que es el TERT.

En una realizacion particular, el tumor es un cancer sélido, un sarcoma o un carcinoma. En particular el tumor se
puede seleccionar del grupo que consiste en melanoma, tumor cerebral tal como glioblastoma, neuroblastoma y
astrocitoma y carcinomas de vejiga, mama, cuello uterino, colon, pulmén, especialmente cancer de pulmoén de
células no pequeiias (NSCLC), pancreas, prostata, cancer de cabeza y cuello, o cancer de estémago.

En otra realizacion, el tumor puede ser un tumor liquido, por ejemplo, un tumor hematopoyético, linfoma o leucemia,
tales como una leucemia linfocitica, leucemia mieloide, linfoma incluyendo la enfermedad de Hodgkin, mieloma
multiple, mieloma maligno.

Si bien se entendera que la cantidad de material necesaria dependera de la inmunogenicidad de cada constructo
individual y no se puede predecir a priori, el proceso de determinar la dosis apropiada para cualquier constructo
dado es sencillo. Especificamente, se administra una serie de dosis de tamafo creciente, comenzando en
aproximadamente 5 a 30 pg, o preferiblemente 20-25 ug, hasta aproximadamente 500-1000 ug por ejemplo, a las
especies correspondientes y se observa la respuesta inmune resultante, por ejemplo, detectando la respuesta
inmune celular mediante un ensayo ELISpot de IFNy (como se describe en la seccidon experimental), detectando
respuestas de linfocitos T citotoxicos (CTL) utilizando un ensayo de lisis in vivo, un ensayo de liberaciéon de cromo o
detectando una respuesta TH (célula T auxiliar) utilizando un ensayo de liberacién de citocinas.

En una realizacion preferida, el régimen de vacunacion comprende de una a tres inyecciones, preferiblemente
repetidas tres o cuatro semanas después. En una realizacion particular, el programa de vacunacion puede estar
compuesto por una o dos inyecciones seguidas tres o cuatro semanas después por al menos un ciclo de tres a cinco
inyecciones. En ofra realizacion, una dosis de cebador consiste en una a tres inyecciones, seguidas de al menos
una dosis de refuerzo cada afo, o cada dos o afios, por ejemplo. Estos son solo ejemplos, y cualquier otro régimen
de vacunacion esta incluido en la presente memoria.

La presente invencion se describe con mas detalle con la presentacion de los siguientes experimentos no limitantes.
Ejemplos: procedimiento de electrotransferencia génica para vacunacion antitumoral

En el presente estudio, se ha optimizado un procedimiento de electrotransferencia génica en la dermis con fines de
vacunacion contra el antigeno tumoral de la telomerasa. En una primera evaluacion, el gen indicador de luciferasa
se utilizd para evaluar la eficiencia de la electrotransferencia génica en la dermis como una funcién de los
parametros utilizados. En una segunda vez, estos parametros se ensayaron para su eficacia para inmunizar ratones
contra epitopos de telomerasa. Se utilizaron diferentes tipos de electrodos, no invasivos o invasivos, asi como un
rango de diversos campos eléctricos aplicados.

Se evaluaron dos lecturas importantes, que primero fueron la intensidad de la expresién de luciferasa en el sitio de la
electrotransferencia y, en segundo lugar, la intensidad de las células T CD8 positivas para interferon y (IFNy)
especificas de la vacuna, que es el tipo de respuesta inmune esperada para las vacunas anticancerigenas (Vesely
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et al., 2011). Se investigaron tres factores principales de electrotransferencia: los tipos de electrodos y el impacto de
los pulsos HV y LV.

Materiales y métodos
Ratones

Los ratones HLA-B7 son ratones transgénicos que expresan la molécula HLA-B*0702 de clase |. Son eliminados
para las moléculas de raton de clase | H2DP y H2KP. Fueron descritos previamente por Rohrlich et al., 2003, y se
obtuvieron de la cria interna de The Pasteur Institute. Se compraron ratones hembra C57BL/6J (6-8 semanas de
edad) en los laboratorios Janvier (Saint-Berthevin, France) o Harlan (Gannat, France).

Los animales fueron alojados en instalaciones especificas para animales libres de patdgenos del Pasteur Institute o
Gustave Roussy Institute. Todos los experimentos con animales se realizaron en estricto cumplimiento de las
directrices éticas emitidas por el Comité Europeo (Directiva 2010/63/EU) y los animales se manejaron en estricta
conformidad con las buenas practicas de animales.

Plasmidos

pCMV-luc (PF461, Plasmid Factory, Bielefeld, Germany) es un DNA plasmidico bicatenario de 6233 pares de bases
que codifica el gen informador de luciferasa colocado bajo el control del promotor del citomegalovirus (pCMV).

INVAC-1 es un DNA plasmidico bicatenario de 7120 pares de bases que codifica una secuencia modificada de la
proteina telomerasa fusionada con la secuencia de la proteina ubiquitina. La proteina telomerasa codificada es
enzimaticamente inactiva, pero aun puede inducir respuestas inmunitarias contra los epitopos de la telomerasa in
vivo. El inserto de ubiquitina-telomerasa se clona en el vector de expresiéon NTC8685-ERNA41H-Hindlll-Xbal
disefiado por Nature Technology Corporation (Lincoln, Nebraska.). La presencia de la ubiquitina aumenta el
direccionamiento de la proteina de la transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT) al proteasoma y aumenta la via
de presentacion MHC de clase | de los péptidos derivados de TERT (Rodriguez et al., 1997; Wang et al., 2012). La
secuencia de DNA que codifica la proteina TERT se eliminé de 47 aminoacidos en la region N-terminal, que incluye
la sefial de localizacion nucleolar. Ademas, se eliminaron 3 aminoacidos dentro del sitio catalitico de TERT (VDD)
para abolir la actividad enzimatica de la proteina. El plasmido INVAC-1 se almacend a -20°C, en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS), a una concentracién de 2 mg/mL antes del uso. La Figura 1 representa el mapa del
plasmido INVAC-1.

Generador de EP y electrodos

La electrotransferencia génica se realizé utilizando el Cliniporator® (IGEA, Carpi, Italia) que suministra pulsos HV y
pulsos LV. Los voltajes se establecieron segun la distancia entre las dos filas de los electrodos. Se utilizaron
diferentes tipos de electrodos: (1) electrodos de aguja invasivos (N-30-4B, IGEA) que consisten en 2 filas de 4
agujas largas, separadas por 4 mm, (2) electrodos de dedo invasivos (F-05-OR, IGEA) que consisten en 2 filas de 3
agujas cortas, separadas por 4 mm, (3) electrodos de placa no invasivos (P30-8B, IGEA) que consisten en 2 placas
metalicas, de 1 mm de espesor y separadas 5 mm.

Electrotransferencia génica in vivo

Los ratones se anestesiaron antes de las inyecciones intradérmicas (ID), ya sea con anestesia con gas de mezcla de
isoflurano/oxigeno al 2% (Abbot, Suresnes, France) o con una solucién de mezcla (via intraperitoneal) de xilacina al
2% (Rompun, Bayer Santé, Loos, France) y 8% de ketamina (Imalgen 1000, Merial, Lyon, France) en PBS segun el
peso individual del animal. La inyeccién ID se realizé en la parte inferior del costado (inyecciones bilaterales) con
agujas especificas de insulina 29 G después del afeitado. Cada animal, ya sea de la cepa de ratén HLA-B7 o
C57BL/6J, recibié una dosis unica de DNA, correspondiente a 100 ug de plasmido INVAC-1 (50 ug en 25 uL de PBS
por costado) o 10 pg de plasmido pCMV-luc (5 pg en 25 uL de PBS por costado).

Inmediatamente después de la inyeccion ID, se llevd a cabo la electrotransferencia génica utilizando un pulso HV
(100 ps de duracion) seguido 1000 ms después por un pulso LV (400 ms de duracion). Los electrodos se colocaron
de tal manera que rodearan la ampolla formada por la inyeccion del plasmido. Ambos electrodos de dedo o aguja se
presionaron durante aproximadamente 5 mm en la piel. Se utilizdé gel conductor (Labo FH, gel de contact bleu, NM
Médical, France) para los electrodos de placa con el fin de mejorar el contacto entre las placas metalicas y la piel.

Imagenes de bioluminiscencia in vivo y localizacién por electrotransferencia

Dos dias después de la electrotransferencia de pCMV-luc, se inyecté intraperitonealmente a ratones C57BL/6J con
0,15 mg de luciferina de escarabajo (Promega, Lyon, France) por gramo de masa corporal. Veinte minutos después
de la inyeccién, los animales se anestesiaron utilizando una mezcla de gas de anestesia de isoflurano/oxigeno al 2%
y se detecto la reaccion bioquimica luminiscente impulsada por la luciferasa utilizando el sistema de imagen in vivo
Imaging System IVIS 50 (Xenogen, Waltham, EE.UU.). Para validar la electrotransferencia génica en la piel, se
sacrificaron 3 ratones por dislocacion cervical 20 minutos después de la inyeccién de luciferina y se retird el area de
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la piel electropermeabilizada de los animales. Las intensidades de bioluminiscencia se evaluaron en el colgajo de
piel y en los musculos subyacentes.

Preparacién de esplenocitos

Catorce dias después de la inyeccion ID de INVAC-1 y electrotransferencia, los ratones se sacrificaron por
dislocacion cervical y se recuperaron los bazos. En condiciones estériles, cada bazo se presiond a través de una
malla de nylon de 70 pym (filtro celular, BD Falcon Franklin Lakes, EE. UU.) y se lavd con medio de cultivo RPMI
completo (medio Roswell Park Memorial Institute suplementado con suero de ternera fetal inactivado por calor al
10% (FCS), 1% de piruvato de sodio, 1% de penicilina-estreptomicina y 0,1% de B-mercaptoetanol). Todos los
componentes fueron adquiridos de Life Technologies SAS (Saint-Aubin, France). Los esplenocitos se purificaron en
un gradiente de Ficoll (medio de separacion de linfocitos, Eurobio, Courtaboeuf, France), se lavaron y se contaron
utilizando el contador Cellometer® Auto T4 Plus (Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) y se ajustaron a 2
millones de células/mL en RPMI completo antes de utilizarse en el ensayo ELISpot de IFNy.

Péptidos restringidos HLA-B7 y H2

Los péptidos TERT humanos (hTERT) restringidos a la molécula HLA-B*0702 de clase | se han descrito previamente
(Adotevi et al., 2006; Cortez-Gonzalez et al., 2006). Se predijeron otros péptidos mediante la prediccion de epitopos
in-silico para unir los ratones MHC de clase |, H2KP, H2D® utilizando cuatro algoritmos disponibles online: Syfpeithi
(http://www.syfpeithi.de/), Bimas (http://www-bimas.cit.nih.gov), NetMHCpan y SMM
(http://tools.immuneepitope.org/main/). Todos los péptidos sintéticos se compraron liofilizados (>90% de pureza) de
Proimmune (Oxford, UK). Los péptidos liofilizados se disolvieron en agua estéril a 2 mg/mL y se almacenaron en
alicuotas de 35 pL a -20°C antes de su uso. Los detalles de las secuencias de péptidos segun la restriccion de B7 o
H2 se muestran a continuacion:

péptidos hTERT restringidos en H2:
e H2DP: RPIVNMDYYV (p660)
e H2KP: HAQCPYGVL (p429)
péptidos hTERT restringidos en HLA-B7:
e HLA-B7: RPSLTGARRL (p351)
e HLA-B7: RPAEEATSL (p277)
e HLA-B7: LPSDFKTIL (p1123)
Ensayo ELISpot de IFNy

Brevemente, las microplacas de fluoruro de polivinildina (conjunto de ELISpot de IFNy, 10 x 96 ensayos, Diaclone,
Eurobio) se recubrieron durante la noche con anticuerpo de captura (IFNy anti-ratén) y se bloquearon con leche de
PBS al 2% estéril durante 2 horas. Las placas de ELISpot se lavaron y las suspensiones de esplenocitos se
colocaron en placas por triplicado a 2 x 10° células/pocillo. Las células fueron estimuladas después con 5 pg/ml de
péptidos relevantes H2 o B7 o con 10 pg/ml de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA)-ionomicina o se realiz6 un
simulacro de estimulacion con medio de cultivo sin suero. Las placas se incubaron a 37°C, 5% de CO,. Después de
19 horas, se revelaron manchas con un anticuerpo de deteccion de IFNy conjugado con biotina seguido de
estreptavidina-fosfatasa alcalina y una solucion de sustrato de la sal de p-toluidina 5-bromo-4-cloro-3'-
indolifosfato/cloruro de nitro tetrazolio azul (BCIP/NBT). Los puntos se contaron utilizando el contador y el software
Immunospot ELISpot (Cellular Technology Limited, Bonn, Germany).

Analisis estadistico y manejo de datos

El software Prism-5 se utilizé para el manejo de datos, andlisis y representaciones graficas. Para los analisis
estadisticos de los ensayos de bioluminiscencia y ELISpot, se utilizé un ensayo de Mann-Whitney-Wilcoxon o un
ensayo de Kruskall-Wallis con el ensayo de comparacion multiple de Dunn, dependiendo del experimento. La
significancia se establecioé en el valor p < 0,05.

Resultados

La electrotransferencia logra una expresion transgénica in vivo 6ptima y la inducciéon de células T CD8 especificas
de antigeno

Los plasmidos pCMV-luc o INVAC-1 se inyectaron por via intradérmica en los costados de ratones C57BL/6J
afeitados, seguidos o no por la aplicacion de EP (1 pulso de HV a 1000 V/cm durante 100 uys seguido 1000 ms
después por 1 pulso LV a 140 V/cm durante 400 ms). No se observaron eritemas después del afeitado, ni durante ni

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 275341213

después del procedimiento de electrotransferencia. Se midieron dos parametros después de la electrotransferencia
génica: la expresion de luciferasa después de la electrotransferencia ID con pCMV-luc y la frecuencia de las células
T CD8 especificas de hTERT secretoras de IFNy después de la electrotransferencia ID de INVAC-1. Tanto la
expresion de luciferasa (Figura 2A) como la frecuencia de las células T CD8 especificas de hTERT secretoras de
IFNy (Figura 2B) aumentaron significativamente cuando se aplicé EP directamente después de la inyeccién de DNA
(p < 0,01 y p < 0,05, respectivamente) en comparacioén con animales que recibieron la inyeccion de DNA solo sin
electrotransferencia. Por lo tanto, la electrotransferencia induce niveles significativos de respuestas de células T CD8
especificas de hTERT después de la vacunacion ID con INVAC-1 y niveles significativos de la expresion de
luciferasa después de la inyeccion ID de pCMV-luc.

Eleccion de los mejores electrodos para la transferencia génica optima y generacién de respuestas inmunes
celulares intensas

Se pueden utilizar diferentes tipos de electrodos para la electrotransferencia in vivo en la piel (Gothelf & Gehl, 2010).
Por lo tanto, se probaron tres electrodos diferentes (electrodos de placa, electrodos de dedo y electrodos de aguja,
como se describié en la seccion Materiales y Métodos) para determinar cual era el mas adecuado para la
transferencia eficiente de genes y la generacion de respuestas inmunes celulares especificas intensas en ratones.
Los resultados mostraron que los tres tipos de electrodos mejoraron significativamente la electrotransferencia del
plasmido pCMV-luc en ratones C57BL/6J en comparacion con los animales que recibieron el plasmido sin EP
(Figura 3A). Sin embargo, hubo una mejor homogeneidad en la respuesta para el grupo de ratones
electrotransferidos con electrodos de placa (p < 0,001). En menor medida, los animales electrotransferidos con
electrodos de aguja también presentaron niveles significativos de expresion de luciferasa (p < 0,05).

Resultados similares se obtuvieron de los estudios de inmunogenicidad en ratones HLA-B7. Cuando los ratones se
vacunaron por via intradérmica con INVAC-1 seguido de electrotransferencia cutanea, se detecté la frecuencia
media mas alta de células T CD8 especificas de IFNy+ cuando se utilizaron electrodos de placa y esta diferencia fue
estadisticamente significativa en comparacion con el grupo de control de PBS (p < 0,05) (Figura 3B).

En resumen, los electrodos de placa mostraron tanto la mejor capacidad para electrotransferir pCMV-luc como para
generar niveles significativos de células T CD8 especificas de hTERT.

Localizacion de luciferasa después de ID seguido de electrotransferencia génica

Se sabe que la electrotransferencia génica es muy eficiente en los musculos (Andre et al., 2008). Con el fin de
asegurarse de que el gen de la luciferasa solo se electrotransfiera en la piel después de una inyeccion ID de pCMV-
luc, se abrid6 una piel con colgajo en el costado de los ratones C57BL/6J en el sitio del tratamiento y la
bioluminiscencia para el colgajo de piel y para los musculos subyacentes se midid cuatro dias después de la
electrotransferencia génica. Se utilizaron electrodos de placa para este estudio de electrotransferencia génica. Los
inventores confirmaron que la expresion transgénica se produjo solo en la piel y que no se detectd ninguna
expresion en los musculos subyacentes (Figura 4).

Eleccion del pulso HV

La primera optimizacion de los parametros eléctricos consistié en determinar la amplitud mas eficaz el pulso de HV
(100 ps de duracién) entre las siguientes amplitudes de campo: 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600 V/cm. La
intensidad del pulso de LV (400 ms de duracién) se mantuvo constante a 140 V/cm y el desfase entre los pulsos de
HV y LV se establecié a 1000 ms. Esta evaluacion se realizé utilizando el gen indicador de luciferasa y ratones
C57BL/6J.

Los ratones C57BL/6J electrotransferidos a 1200 V/cm, 1400 V/cm y 1600 V/cm presentaron la mejora mas
significativa de la expresion de luciferasa en comparacion con los ratones de control (p < 0,001) (Figura 5). En
particular, la bioluminiscencia media mas alta se obtuvo en el grupo tratado a 1400 V/cm y también hubo una mejor
homogeneidad en los resultados para este grupo en comparacion con otros grupos. Sin embargo, no hubo diferencia
estadistica entre las respuestas obtenidas de estos tres grupos, es decir, 1200, 1400 y 1600 V/cm.

Eleccion de la mejor combinacion de pulsos HV-LV

La influencia de las combinaciones HV-LV se evalué tanto en la electrotransferencia de pCMV-luc como en las
respuestas inmunes celulares especificas inducidas por INVAC-1 después de la inyeccion ID en la piel de ratones
C57BL/6J. Con respecto al pulso de alto voltaje, se eligieron 1000 V/cm o 1400 V/cm para combinarse con varios
pulsos de bajo voltaje. Inmediatamente después de la inyeccion ID de pCMV-luc o INVAC-1, se aplicod un pulso de
HV (duracién de 100 ps) a 1000 V/cm o 1400 V/cm seguido de un pulso de LV (duracién de 400 ms) a 60 V/cm, 100
V/cm, 140 V/cm, 180 V/cm o 220 V/cm. Las diez combinaciones de pulsos HV-LV se denominaron “P1” a “P10”
(Tabla 1).
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(V/cm) LV =60 LV =100 LV =140 LV =180 LV =220
HV = 1000 P1 P2 P3 P4 P5
HV = 1400 P6 P7 P8 P9 P10

Tabla 1: Combinaciones de los pulsos de HV-LV evaluados en ensayos de bioluminiscencia y en ELISpot.

Debido a limitaciones técnicas, el Cliniporator® no pudo suministrar constantemente 220 V/cm durante 400 ms. Por
lo tanto, los resultados obtenidos cuando se utilizaron las condiciones P5 y P10 no generaron datos confiables y se
excluyeron para el analisis de datos. Las 3 combinaciones de pulsos de HV-LV que generaron las intensidades de
bioluminiscencia media mas altas fueron P4, P8 y P9 (Figura 6A). Todas estas 3 combinaciones mostraron
diferencias estadisticas muy altas en comparacién con la inyecciéon de pCMV-luc sola sin EP (p < 0,001). En
particular, P9 mostré la mejor intensidad de bioluminiscencia media, el valor mas alto para la intensidad de
bioluminiscencia minima y la dispersién de punto mas baja.

Las combinaciones de pulsos de HV-LV P4, P8 y P9 se analizaron después para la vacunacion ID con INVAC-1. Las
intensidades de las respuestas de células T CD8 especificas de hTERT de estos grupos se compararon con la
combinacién P3 que se publicé previamente para la electrotransferencia de DNA en el tejido subcutaneo (Andre et
al.,, 2008). Al analizar los datos del ensayo de inmunogenicidad, las combinaciones P8 y P9 parecian ser las
mejores, permitiendo la generacion de frecuencias significativas de células T CD8 especificas de IFNy+ en
comparacion con los ratones control (p < 0,01 y p < 0,001, respectivamente) (Figura 6B). Aunque la diferencia entre
los grupos P8 y P9 no fue estadisticamente significativa, P9 mostré una frecuencia media mas alta que las células T
CD8 especificas de hTERT.

Dados los analisis de datos de bioluminiscencia e inmunogenicidad, la mejor combinaciéon de pulsos de HV-LV
parecia ser P9, es decir, un pulso de HV (100 us de duracién) a 1400 V/cm seguido de un pulso de LV (400 ms de
duracién) a 180 V/cm.

Conclusion

En este estudio, se optimizd el procedimiento tanto para la electrotransferencia in vivo del gen de la luciferasa en la
dermis como la vacunacién ID basada en la telomerasa. Los electrodos de placa no invasivos que administran un
pulso de alto voltaje de 100 ys seguido de un pulso de bajo voltaje de 400 ms mostraron tanto el nivel mas alto de
expresion de luciferasa como el mayor nimero de células T CD8 especificas de telomerasa. Los resultados
generados con esta vacuna de DNA de telomerasa pueden establecer un procedimiento de vacunacion de DNA
global utilizando la tecnologia de electrotransferencia independientemente del antigeno, en caso de que sea un
antigeno tumoral o un antigeno viral o bacteriano.
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REIVINDICACIONES

1. Un acido nucleico que codifica un antigeno tumoral, para su uso en la vacunacion antitumoral en un sujeto
mediante el montaje de una respuesta inmune celular, en donde el acido nucleico codifica una proteina de la
transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT) y se administra mediante inyeccion intradérmica y permeabilizacion
eléctrica de las células de la piel con:

- un Unico pulso de intensidad de campo de alto voltaje de entre 1250 y 1400 V/cm y de duracién de 10 ps a
1000 ps;

- seguido, preferiblemente después de un tiempo de retraso definido, por un Unico pulso de intensidad de
campo de bajo voltaje de entre 100 y 200 V/cm y de duracion de entre 300 y 800 ms.

2. El acido nucleico para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el Unico pulso de bajo voltaje tiene una
intensidad de campo de 180 V/cm.

3. El acido nucleico para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en donde el Unico pulso
de alto voltaje tiene una intensidad de campo de 1250 V/cm.

4. El acido nucleico para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el Unico pulso
de bajo voltaje tiene una duracion de entre 350 y 600 ms, preferiblemente 400 ms.

5. El acido nucleico para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el Unico pulso
de alto voltaje tiene una duracion de entre 50 y 150 ps, preferiblemente de 100 ps.

6. El acido nucleico para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde los electrodos
utilizados son electrodos de placa no invasivos.

7. El acido nucleico para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el pulso de alto
voltaje y el pulso de bajo voltaje estan separados por un tiempo de retraso.

8. El acido nucleico para su uso segun la reivindicacion 7, en donde el retraso es de entre 300 ms y 3000 ms,
preferiblemente entre 500 ms y 1200 ms, mas preferiblemente de 1000 ms.

9. El acido nucleico para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la respuesta
celular es una respuesta de células T CD8.
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