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DESCRIPCIÓN

Polirribonucleótido estabilizado que codifica una proteína de fibra elástica

La presente invención se refiere a un polirribonucleótido, una composición cosmética y farmacéutica que
comprende el polirribonucleótido, y un producto médico que comprende el polirribonucleótido o la
composición.5

Las fibras elásticas son las estructuras más grandes de la matriz extracelular. Confieren al tejido propiedades
elásticas. Las fibras elásticas constan de dos componentes morfológicamente distintos. El primer y mayor
componente de la fibra madura es la elastina. El segundo componente son las microfibrillas, que se
componen principalmente de fibrilina y están asociadas con otras proteínas, tales como las glucoproteínas
asociadas a microfibrillas (MAGP, por sus siglas en inglés), fibulinas y la proteína localizada en la interfase10
elastina-microfibrillas (EMILIN). En la reticulación de las fibras elásticas está implicada la lisil oxidasa (LOX).

La elastina y su precursora soluble tropoelastina se cuentan entre las principales proteínas estructurales del
cuerpo. La primera da forma y soporte al tejido conjuntivo de la piel y es responsable de la elasticidad de las
arterias y los pulmones.

La elastina está codificada por el gen ELN. Las mutaciones en el gen ELN pueden originar enfermedades15
hereditarias tales como dermatocalasia, síndrome de Williams-Beuren y estenosis aórtica congénita
subvalvular (SVAS, por sus siglas en inglés).

Los vasos sanguíneos arterioscleróticos experimentan una pérdida de elastina que no puede ser
compensada de manera natural por las células involucradas en la regeneración. Esto se debe a que las
células productoras20

de elastina solo sintetizan y secretan nueva elastina hasta una determinada edad y durante el crecimiento del
organismo. A continuación, la proteína se reticula en el espacio extracelular consigo mismo y con otras
proteínas

del tejido conjuntivo. Al ser la elastina particularmente duradera debido a la reticulación, las necesidades del
organismo quedan cubiertas una vez que se alcanza la talla corporal definitiva, y la síntesis se detiene en25
gran medida.

Debido a la síntesis reducida de elastina, en la vejez se producen relajación de la piel y formación de arrugas.

No se encuentran disponibles terapias satisfactorias, y aún menos causales, para una síntesis deficitaria de
proteína de fibra elástica, en particular elastina.

Hirano et al. (2007), Functional rescue of elastin insufficiency in mice by the human elastin gene: implications 30
for mouse models of human disease (Rescate funcional de la insuficiencia de elastina en ratones por el gen
de la elastina humana: implicaciones para los modelos en ratón de la enfermedad humana), Circulation
Research 101: 523-531, describen la inserción de elastina humana en oocitos de ratón por medio de un
plásmido de ADN.

Sin embargo, este enfoque no es adecuado para un uso terapéutico en seres humanos.35

El documento WO 2007/024708 se ocupa en general de la estabilización de ARNm y de la reducción de su
inmunogenicidad mediante la introducción de nucleótidos modificados. El documento WO 2009/127230 trata
del uso de ARNm modificado en los nucleótidos como ingrediente de una composición inmunosupresora. En
el documento

El documento WO 2008/052770 se describe un ARNm modificado en las bases. El documento WO 40
2011/008904 propone el uso de un ADNc de elastina para el tratamiento cosmético. Xiong et al. (2008), J.
Vas. Surg., vol. 48, págs. 965-973, describen la expresión de tropoelastina mediada por AV en un modelo de
elastasa en ratas para aneurismas aórticos abdominales.

Con estos antecedentes, es una misión de la presente invención poner a disposición una sustancia con la
que se puedan resolver los problemas mencionados al principio. En particular, se debería proporcionar un 45
sustancia de este tipo con la que se pudiera contrarrestar una deficiencia de fibras elásticas o de proteína de
fibra elástica y se pudiera estimular la síntesis de fibras elásticas o de proteína de fibra elástica.

Esta misión se logra poniendo a disposición un polirribonucleótido que codifica una elastina/tropoelastina, que
tiene una secuencia nucleotídica que presenta al menos una modificación química que estabiliza el
polirribonucleótido,50

en donde al menos aprox. 25% de las uridinas del polirribonucleótido están reemplazadas por pseudouridina
y aprox. 25% de las citidinas del polinucleótido están reemplazadas por 5-metilcitidina, para estabilizar el
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polirribonucleótido.

Los inventores han constatado, sorprendentemente, que se puede contrarrestar causalmente una deficiencia
en la síntesis de proteína de fibra elástica si se proporciona a la célula la secuencia codificante en forma
directamente traducible. Se puede introducir en las células a regenerar el polirribonucleótido conforme a la
invención e inducir in situ la síntesis de elastina/tropoelastina. Las células insertan la elastina/tropoelastina5
sintetizada en la ruta natural del ensamblaje de las fibras elásticas. Con ello no solo se induce la síntesis de
elastina/tropoelastina, sino también la neosíntesis de las fibras elásticas. Ni la aplicación de la proteína
elástica como tal ni la de otras proteínas que están implicadas en la génesis de fibras elásticas, han podido 
proporcionar hasta ahora resultados comparables.

En el estado de la técnica está ampliamente descrita la estabilización de polirribonucleótidos, por ejemplo de10
ARNm. Se remitirá a las siguientes publicaciones: US 2009/0093433, WO 2011/012316, WO 2012/135805,

WO 2012/045082, WO 2012/019168, WO 2012/045075, WO 2012/158736. Además, la estabilización de
ARNm por modificación química de los ribonucleótidos está descrita en las publicaciones de Warren et al.
(2010), High efficient reprogramming to pluripotency and directed differentiation of human cells with synthetic 
modified mRNA (Reprogramación con alta eficiencia para la pluripotencia y diferenciación dirigida de células15
humanas con ARNm modificado sintético), Cell Stem Cell 7, págs. 618 a 630, y de Kormann et al. (2011),
Expression of therapeutic proteins after delivery of chemically modified mRNA in mice (Expresión de proteínas
terapéuticas tras la administración de ARNm químicamente modificado en ratones), Nature Biotechnology,
vol. 29, núm. 2, págs. 154 a 159, Mandai y Rossi (2013), Reprogramming human fibroblast to pluripotency 
using modified mRNA (Reprogramación de fibroblastos humanos para la pluripotencia utilizando ARNm20
modificado), Nature Protocols,

vol. 8, núm. 3, págs. 568 a 582.

También están ampliamente descritos en el estado de la técnica procedimientos para la síntesis de
polirribonucleótidos, por ejemplo de ARNm. Uno de los procedimientos adecuados es la transcripción in vitro
(IVT, por sus siglas en inglés). Al ARNm resultante también se le denomina ARNm de IVT.25

Los inventores se han percatado de que se puede compensar de manera selectiva la síntesis de proteína de
fibra elástica in situ, es decir en la célula, una deficiencia que es consecuencia, por ejemplo, de una mutación
o de una interrupción, debida a la edad, de la síntesis natural.

Gracias a la modificación química, el polirribonucleótido es lo suficientemente estable como para ser
traducido por la maquinaria propia de la célula. Sin embargo, el polirribonucleótido conforme la invención es30
lo suficientemente inestable como para desarrollar un efecto solo transitorio, de modo que en gran medida se
evitan efectos secundarios.

Según han podido demostrar los inventores, la respuesta inmunitaria de un organismo tratado con el
polinucleótido conforme a la invención es significativamente menor que cuando se utiliza un
polirribonucleótido de referencia sin modificar químicamente. Con ello se incrementa adicionalmente la35
utilidad terapéutica del polirribonucleótido conforme a la invención.

Queda así completamente lograda la misión que sirve de base a la invención.

Conforme a la invención, la proteína de fibra elástica es elastina/tropoelastina.

Esta medida presenta la ventaja de que el polirribonucleótido conforme a la invención está configurado para
inducir la síntesis in situ de una importante proteína de fibra elástica. Preferiblemente, dicha proteína de fibra40
elástica es la variante humana, de modo que se favorece el uso en seres humanos.

Se prefiere además, conforme a la invención, que el polirribonucleótido sea un ARNm.

Esta medida presenta la ventaja de proporcionar el polirribonucleótido en una forma que puede ser utilizada
inmediatamente por la maquinaria de síntesis proteica propia de la célula. Se puede tratar en este caso, por
ejemplo, de un ARNm transcrito in vitro (ARNm de IVT).45

Se prefiere en particular, conforme a la invención, un ARNm de la elastina humana estabilizado por
modificación química, variante de transcripción 1 (ADNc, banco de datos del NCBI NM_000501.2; SEQ ID n.º
2), variante de transcripción 2 (ADNc, banco de datos del NCBI NM_001081752.1; SEQ ID n.º 3), variante de
transcripción 3 (ADNc, banco de datos del NCBI NM_001081753.1; SEQ ID n.º 4), variante de transcripción 4
(ADNc, banco de datos del NCBI NM_001081754.1; SEQ ID n.º 5), variante de transcripción 5 (ADNc, banco50
de datos del NCBI NM_001081755.1; SEQ ID n.º 6).

La al menos una modificación química que estabiliza el polirribonucleótido comprende una uridina y/o citidina
modificadas.
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A través de esta medida, los inventores han utilizado el conocimiento descrito, por ejemplo, por Kormann et
al. (véase más arriba) de que, tras una modificación química de los ribonucleótidos de uridina y/o los
ribonucleótidos de citidina, los ARNm de estructuras del sistema inmunitario, tales como los PRR (del inglés
"Pattern Recognition Receptors", o receptores de reconocimiento de patrones) que median en la transducción
de señal o los receptores tipo "Toll", son reconocidos de manera menos satisfactoria, con lo desencadenan5
una respuesta inmunitaria significativamente debilitada y alcanzan una semivida más larga.

Conforme a la invención, un nucleósido comprende también el nucleótido correspondiente que, como
diferencia respecto al nucleósido, tiene además restos fosfato.

La uridina modificada químicamente conforme a la invención es pseudouridina.

La citidina modificada químicamente conforme a la invención es 5-metilcitidina.10

Conforme a la invención, están modificadas al menos 25% de las uridinas y/o citidinas.

Aunque también pueden modificarse al menos aprox. 50% o aprox. 100% de las uridinas y/o citidinas, los
inventores han constatado que una modificación de hasta aprox. 25% de los nucleósidos es suficiente para
estabilizar el polirribonucleótido conforme a la invención y reducir la respuesta inmunitaria. Esto presenta la 
ventaja de que los costes de producir el polirribonucleótido conforme a la invención son significativamente15
más bajos que en el caso de una modificación al 100%.

Según un desarrollo preferido, la modificación química se selecciona del grupo consistente en: estructura de 
caperuza 5', preferiblemente una caperuza de guanina 5', cola de poli(A), un análogo a estructura de
caperuza [ARCA (del inglés "Anti-Reverse Cap Analog", o análogo de caperuza antiinverso); 3'O-Me-
m7G(5')ppp(5')ppp(5')G)], un refuerzo de la secuencia de inicio de traducción en el codón de inicio AUG, por20
ejemplo mediante la secuencia (CCCCGC)aucGagAUG.

Mediante esta medida se logra de forma ventajosa una estabilización adicional del polirribonucleótido
conforme a la invención.

Según un desarrollo preferido, el polirribonucleótido conforme a la invención tiene la secuencia SEQ ID n.º 1,
en la que al menos aprox. 25% de las uridinas y/o en la que al menos aprox. 25% de las citidinas están25
modificadas químicamente.

Según se ha mencionado más arriba, ciertamente también pueden estar modificados al menos aprox. 50% o
al menos aprox. 100% de los nucleósidos, pero es suficiente una modificación de aprox. 25%.

La definición dada más arriba para "modificado químicamente" es aplicable aquí de manera análoga. Se
realiza preferiblemente un intercambio de uridina (U) por pseudouridina o por trifosfato de pseudouridina30
(ΨUTP) y/o de citidina (C) por 5-metilcitidina o por trifosfato de 5-metilcitidina (mCTP).

El polirribonucleótido conforme a la invención codifica preferiblemente una secuencia aminoacídica
seleccionada del grupo consistente en: SEQ ID n.º 7, SEQ ID n.º 8, SEQ ID n.º 9, SEQ ID n.º 10 y SEQ ID n.º
11.

Esta medida presenta la ventaja de que el polinucleótido conforme a la invención para una de las distintas35
isoformas de la elastina (SEQ ID n.º 7: isoforma a, banco de datos del NCBI NP_00049.2; SEQ ID n.º 8:
isoforma b, banco de datos del NCBI NP_001075221.1; SEQ ID n.º 9: isoforma c, banco de datos del NCBI
NP_001075222.1; SEQ ID

n.º 10: isoforma d, banco de datos del NCBI NP_001075223.1; SEQ ID n.º 11: isoforma e, banco de datos del 
NCBI NP_001075224.1). Las isoformas de elastina presentan el efecto conocido conforme la invención.40

Conforme a la invención, se prefiere que el polirribonucleótido se diseñe para inducir la síntesis de proteínas
de fibra elástica, particularmente en la pérdida de elasticidad cutánea relacionada con la edad (formación de
arrugas), estimular la cicatrización de heridas, para tratar una síntesis deficitaria de proteína de fibra elástica
o para tratar una enfermedad seleccionada del grupo consistente en: arteriosclerosis, estenosis aórtica,
aneurisma aórtico, enfisema pulmonar, dermatocalasia, síndrome de Williams-Beuren, estenosis aórtica45
congénita subvalvular (SVAS).

Con el polirribonucleótido conforme a la invención se puede tratar, además, el tejido vaginal, por ejemplo a
consecuencia de un embarazo, para estimular la síntesis de elastina y recuperar la elasticidad.

Además, el polirribonucleótido conforme a la invención puede diseñarse para aplicaciones dentales, por
ejemplo para la reconstrucción y/o regeneración de tejidos blandos y duros del periodonto. Por lo tanto, el50
polirribonucleótido conforme a la invención está previsto o diseñado preferiblemente para la aplicación
transdérmica.
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Estas medidas presentan la ventaja de que el polirribonucleótido conforme a la invención está diseñado para
tratar enfermedades y síntomas importantes que pueden originarse como resultado de una síntesis reducida
de proteína de fibra elástica.

En consecuencia, en la presente memoria se describe también el uso del polirribonucleótido conforme a la 
invención para los fines antes mencionados.5

Además, la invención puede emplearse en un procedimiento para inducir la síntesis de proteínas de fibra
elástica,

en particular para los fines antes mencionados, que comprende los siguientes pasos: (1) proporcionar el
polirribonucleótido conforme a la invención, eventualmente en una formulación farmacéuticamente aceptable
o cosméticamente aceptable y (2) administrar el polirribonucleótido al interior o al exterior de un organismo.10

La administración del polirribonucleótido al interior o al exterior de un organismo se puede realizar mediante
una aplicación tópica, por ejemplo sobre la piel del organismo, preferiblemente la piel humana. Para ello, el
polinucleótido puede ser parte de una forma farmacéutica dermatológica tal como una crema, loción, pomada,
etc. No obstante,

la administración también se puede efectuar por vía sistémica, oral, intravenosa, intraarterial, intramuscular,15
intratecal, subcutánea, intraperitoneal, intracardíaca, intravítrea o intraósea, etc., mediante formas
farmacéuticas adecuadas.

La administración transdérmica del polinucleótido conforme a la invención se puede realizar por medio de
microagujas, nanoparches, nanopartículas o por medio de un cañón génico. Son adecuados, además,
sistemas activos que se valen de la iontoforesis. En esta técnica se hace pasar a través de la piel una20
corriente eléctrica muy pequeña, que transporta las moléculas cargadas. Un ejemplo de esto es el sistema de
iontoforesis LTS-TTS de la empresa LTS Lohmann Therapie-Systeme AG, de Andernach, Alemania.

Con estos antecedentes, la presente invención se refiere también a una composición que comprende el
polirribonucleótido conforme a la invención. La composición según la invención puede ser una composición
cosmética y/o farmacéutica que tenga una formulación cosméticamente aceptable o farmacéuticamente25
aceptable. Las formulaciones cosmética y farmacéuticamente aceptables son conocidas en general en el
estado de la técnica. Están descritas, por ejemplo, en el tratado de Kibbe et al., Handbook of Pharmaceutical
Excipients (Manual de excipientes farmacéuticos), 5ª edición (2006), American Pharmaceutical Association.
Las composiciones pueden estar diseñadas en forma de preparado único que contiene el polirribonucleótido
según la invención como única sustancia activa. No obstante, también pueden contener aditivos y,30
eventualmente, otras sustancias activas y auxiliares que son ventajosas para los usos según la invención,
entre las que se cuentan agentes de transfección tales como liposomas, hidrogeles, polímeros catiónicos o
péptidos, sales, agentes aglutinantes, disolventes, dispersantes y otras sustancias comúnmente utilizadas en
relación con la formulación de productos cosméticos y de medicamentos.

Según un desarrollo preferido conforme a la invención, la composición puede comprender adicionalmente un35
inmunosupresor, preferiblemente un inhibidor de interferón.

Esta medida presenta la ventaja de que se reduce aún más la respuesta inmunitaria de un anfitrión tratado
con el polirribonucleótido conforme a la invención, ya reducida por la modificación química. La represión de la
respuesta inmunitaria tras la administración de un ARNm terapéutico mediante el uso del inhibidor de
interferón B18R, que es adecuado para ser usado conforme a la invención, está documentada en el estado40
de la técnica, por ejemplo en Warren et al. (véase más arriba).

Otro objeto de la presente invención se refiere a un producto médico, por ejemplo un parche o implante, que
comprende el polirribonucleótido conforme a la invención o la composición conforme a la invención o bien 
está revestido con estos. El implante puede ser un implante médico, preferiblemente un stent, incluido un
stent coronario, o un implante vascular, un injerto con stent o un implante óseo.45

Mediante el implante se pueden tratar específicamente vasos sanguíneos arterioscleróticos y/o zonas de
tejido local, tales como el tejido vaginal, los tejidos blandos y duros del periodonto, para recuperar la
elasticidad.

Otro objeto de la presente invención se refiere a un apósito para heridas, que está revestido con el
polirribonucleótido conforme a la invención.50

Un apósito para heridas semejante puede, al inducir la síntesis de elastina, reducir la formación de cicatrices
y mantener la elasticidad del tejido cicatricial.

Se explicará ahora con más detalle la presente invención por medio de ejemplos de realización, de los cuales
se desprenden otras propiedades y ventajas de la invención. Los ejemplos son puramente ilustrativos y no
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limitan el alcance de la invención. Se hará referencia en ellos a las figuras adjuntas. Estas muestran:

Figura 1: Mediante PCR específica para ELN se verificaron en cuanto al inserto preparaciones de
plásmido procedentes de cuatro colonias bacterianas individuales seleccionadas. Detección de
los productos de PCR por medio de electroforesis en gel de agarosa, 1,2% (120 V, 30 min).5
Ciclos de PCR: desnaturalización: 3 min, 94 °C; 1: 40 s, 94 °C - 2: 1 min, 58 °C - 3: 2,5 min, 72
°C; amplificación final: 7 min, 72 °C;

Figura 2: Se determinaron enzimas de restricción de corte inequívoco mediante digestión de prueba del
plásmido y posterior análisis en gel de agarosa al 1% (120 V, 40 min). Bandas: 1:
marcador/escalera de ADN, 2-5: digestión de prueba del plásmido con distintas enzimas de10
restricción de corte "aguas abajo" (3'): 2: Not I, 3: Xba I, 4: Bfa I, 5: Xho I, 6: digestión con enzima
de corte "aguas arriba" (5'), EcoRI, 7-10: se combinaron enzimas de corte aguas abajo con Ecor I
(doble digestión), secuencia igual que en 2-5. kb = kilobases;

Figura 3: ARNm de ELN sintetizado in vitro, en electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante al 1%
(formaldehído al 16%, 100 V, 45 min). 1: reacción IVT después de 3 h de incubación; 2: reacción15
IVT con mezcla de poliadenilación e incubación de 25 minutos; 3; lo mismo que 2, después de

45 min; 4: marcadores; 5-6: ARNm de ELN purificados, poliadenilados; 5, 6: con el kit Ambion MEGAclear
(número de catálogo AM1908); 7: con el kit Qiagen RNeasy Midi, cantidad doble de ARN
(número de catálogo: 75142);

Figura 4: Detección de la expresión de gen informador: detección de la expresión de luciferasa después20

de transfección de ARNm de luciferasa, de IVT, en EA.hy926. h. d. t. = horas después de la transfección; d. d.
t. = días después de la transfección;

Figura 5: Proteína ELN sintetizada in vitro sobre la base de cuatro diferentes ARNm de ELN sintetizados

in vitro y testigos: 1, 2: marcadores; 3-6; síntesis proteica con ARNm de ELN procedente de diversas
reacciones de transcripción in vitro (5: ARNm con nucleótidos modificados); 7: reacción de25
traducción in vitro sin ARNm (testigo negativo); 8: igual que 7, pero con adición de proteína de
elastina soluble humana de Calbiochem (número de catálogo: 324751) después del período de
incubación; 9: solamente la proteína de elastina de Calbiochem disuelta en agua –según la ficha
técnica, la proteína debe correr como una banda de frotis entre 5 y 60 kDa. La proteína de
elastina nativa se detecta por medio del anticuerpo utilizado a una altura de aprox. 50 kDa.30

Figura 6: Detección de la expresión de elastina a través de la medición de la cantidad de tropoelastina en
células EA.hy926 después de la transfección en tres días consecutivos con ARNm para ELN,

de IVT; este contenía diversas proporciones de ácidos nucleicos modificados (mCTP/ΨUTP) y Lipofectamine
2000. Sirvieron como testigos negativos ARN o Lipofectamine 2000 solos.

Figura 7: Detección de la expresión de elastina en el sobrenadante de las células EA.hy926 después de la35
transfección con ARNm para ELN, de IVT, con 100% de modificación (mCTP/ΨUTP) mediante
ensayos de transferencia de puntos; M: solamente medio de cultivo celular, M + L: medio de
cultivo celular más reactivo de transfección.

Figura 8: Inmunoactivación de células EA.hy926 después de la transfección con ARNm para ELN, de IVT;
las expresiones se normalizaron con respecto al gen constitutivo GAPDH. Los testigos negativos40
se fijaron en 1.

Figura 9: Detección de la expresión de gen informador: imágenes microscópicas de vasos "con stent",
centrándose el foco en la frontera entre stent y tejido. A, B: testigos negativos (stents no
revestidos). C-E: stents revestidos con ARNm de eGPF. La ampliación de las imágenes
corresponde a un campo de 30 x 30 μm. Ilustraciones superiores: imágenes originales.45
Ilustraciones inferiores: imágenes con FIDSAM y corrección de contraste.

Figura 10: Detección de la expresión de luciferasa en piel porcina después de la transfección con ARNm de
luciferasa

Ejemplos de realización

1. Constructos de plásmido para la síntesis de ARN50

Se obtuvo de Thermo Scientific un plásmido que codificaba elastina, variante 1 de transcripción (SEQ ID n.º
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2) y que contenía un promotor Sp6, pCMV-Sp6_ELN, clonado en E. coli.

El plásmido que codificaba luciferasa y que contenía promotor T7, pCMV-GLuc-1, que se utilizó como gen
informador, se obtuvo de Nanolight Technology, Inc. y se clonó en E. coli competentes para EZ de Qiagen,
procedentes del kit de clonación PCT de Qiagen.

Los plásmidos contenían sitios para la secuenciación con cebadores tales como, por ejemplo, los cebadores5
M13 directo e inverso, y regiones promotoras para polimerasas, tales como la Sp6 y la T7. Estas secuencias
se pueden encontrar en dirección 5' o 3' con respecto a la secuencia de interés insertada. Además, la región
de inserción está flanqueada por cortas secuencias de reconocimiento para enzimas de restricción
específicas.

2. Verificación de los insertos de plásmido10

Los plásmidos se aislaron con el kit Qiagen Plasmid Maxi (Qiagen).

Se construyeron cebadores específicos de inserto con un Designtool (herramienta de diseño) del NCBI para
cebadores libres, y fueron preparados por Eurofins MWG Operon. Se verificaron los insertos de plásmido por
medio de PCR con pares de cebadores específicos de inserto (Figura 1) utilizando los siguientes parámetros
de ciclo: desnaturalización: 3 min a 94 °C; 1: 40 s a 94 °C; 2: 1 min a 58 °C; 3: 2,5 min a 72 °C; repetición de15
los pasos 1-3, 28x; amplificación final: 7 min, 72 °C.

Además, los insertos de plásmido fueron totalmente secuenciados por la empresa GATC Biotech con
cebadores de diseño propio, específicos de inserto, y con cebadores M13 hacia adelante y hacia atrás. El
ensamblaje de la secuencia se realizó con el programa DNABaser.

3. Síntesis in vitro de ARNm de ELN con distintas proporciones de ácidos nucleicos modificados20

Para la transcripción in vitro (IVT), se linealizaron los plásmidos aguas abajo del gen de interés con el sistema
de enzimas FastDigest (Fermentas/Thermo Scientific) y se purificaron con el kit de purificación MinElute PCR
(Qiagen). Se efectuaron digestiones de prueba antes del experimento (Figura 2).

La transcripción in vitro se realizó con el kit MEGAscript Sp6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Para cada reacción IVT de 40 μL se utilizó 1 μg de plantilla linealizada. Para optimizar la estabilidad y la25
citocompatibilidad de los ARNm de IVT, en las reacciones se combinaron distintas proporciones de los
trifosfatos de ácido nucleico 5-metilcitidina y pseudouridina (TriLink Biotechnologies) con nucleótidos estándar
del kit.

Tabla 1: Mezclas de nucleótidos en las reacciones IVT con distintas proporciones de 5-metilcitidina y 
pseudouridina30

CTP 5-Metilcitidina UTP Pseudouridina

25% de modificación 5,25 mM 1,75 mM 5,25 mM 1,75 mM

50% de modificación 3,5 mM 3,5 mM 3,5 mM 3,5 mM

100% de modificación ‒ 7 mM ‒ 7 mM

En cada reacción IVT se utilizaron ATP 6 mM, GTP 3 mM (del kit) y 3'-O-Me-m7G(5')ppp(5')G (análogo de
caperuza antiinverso de New England Biolabs) 2 mM. Se añadieron otros componentes como se indica en las
instrucciones para el kit.

Las reacciones se incubaron durante 3,5 horas a 37 °C y se trataron con DNasa I del kit al final del período35
de incubación para eliminar el ADN plantilla, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La poliadenilación se efectuó con el kit de adición de cola PolyA (Ambion) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

El ARNm se purificó con el kit RNeasy Mini (Qiagen). La detección del ARNm de elastina se llevó a cabo
mediante electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante (Figura 3). Las concentraciones de los ARNm se40
determinaron con un aparato BioPhotometer 6131 (Eppendorf).

4. Traducción in vitro de ARNm transcritos in vitro

La calidad del ARNm transcrito in vitro se determinó indirectamente mediante traducción in vitro con el kit de
lisado de reticulocitos Retic Lysate Kit (Ambion) después de la medición de luminiscencia, en cuanto a
luciferasa, o el análisis por tinción Western, en cuanto a elastina. Las reacciones de traducción in vitro se45
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llevaron a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

5. Líneas celulares y agentes químicos para la transfección de ARNm de IVT

Para los primeros experimentos se utilizaron las líneas celulares de carcinoma de pulmón A549 y SK-MES.
Se utilizó la línea celular EA-hy926 de hibridoma de células endoteliales con A549 para establecer métodos
de transfección eficaces para células y tejidos endoteliales.5

Todas las transfecciones con ARNm se realizaron utilizando el reactivo de transfección Lipofectamine 2000
(Invitrogen/Life Technologies). Como medio para las transfecciones se utilizó Opti-MEM (Gibco/Life
Technologies). Los testigos negativos para todos los experimentos fueron Opti-MEM con las mismas 
cantidades de Lipofectamine 2000 que se habían utilizado para las transfecciones con ARNm, o ARNm sin
reactivo de transfección en Opti-MEM.10

6. Transfección de ARNm de IVT en cultivo celular

Para las transfecciones con ARNm de elastina, un día antes de los experimentos se extendieron en placas
las células, a una densidad de 500.000 células por pocillo, en placas de 6 pocillos.

La transfección se realizó con 5 o 10 μg de ARNm de elastina y 3,3 μL de reactivo de transfección por pocillo,
diluidos en Opti-MEM, basándose en las indicaciones del fabricante.15

Se añadió a las células el medio con los complejos de transfección de ARNm y se incubaron las placas
durante

4 horas en condiciones de cultivo celular. Posteriormente se reemplazó una fracción de 2/3 de la mezcla de
transfección por medio de cultivo celular fresco y se incubaron las células durante la noche. Este
procedimiento de transfección se repitió durante los 2 días siguientes. Al tercer día, se reemplazaron20
totalmente los complejos de transfección por cultivo celular fresco.

Se analizaron el medio y las células un día después de la última transfección.

7. Expresión del gen informador de luciferasa in vitro

La primera determinación de la expresión de luciferasa se efectuó 5 horas después de la transfección, y luego
cada día, hasta que la expresión decreció. Para medir la luminiscencia, que representa la expresión de25
luciferasa, se tomaron de cada pocillo 20 μL de medio transcurridas 6/24/48/72 horas y 5/10/25 días después
de la transfección, reemplazándose el medio después de cada toma de muestra.

8. Medición de la actividad de luciferasa

Se midió directamente la actividad de la enzima luciferasa después de la traducción in vitro o bien al cabo de
un período de 5 horas a 30 días después de la transfección de ARNm de IVT en las células, añadiendo a 2030
μL de medio celular procedente de las células transfectadas, o bien a la reacción de traducción in vitro, 100
μL de sustrato celenteracina 2,5 ng/μL. Se midió en un aparato lector de microplacas (Mithras LB 940,
Berthold Technologies) la luminiscencia resultante de las muestras. La Figura 4 muestra la luminiscencia
medida en el medio de las células EA.hy926 transfectadas con ARNm de IVT, que refleja la expresión de la
luciferasa.35

Los resultados muestran que incluso una pequeña cantidad de 200 ng de ARNm para luciferasa, de IVT,
puede inducir una clara expresión de luciferasa incluso después de un corto tiempo de incubación de 5 horas.
Se puede lograr una mayor expresión con 1 pg de ARNm de IVT hasta 24 horas después de la transfección,
pero el curso de expresión posterior ya no se diferencia del de las muestras con menor cantidad de ARNm de
IVT. Tampoco un aumento adicional hasta 2 μg en la cantidad de ARNm de IVT transfectado conduce a una40
expresión acrecentada.

9. Detección de (tropo)elastina mediante tinción Western

Se separaron sobre SDS-PAGE al 8% las proteínas de las reacciones de traducción in vitro y se transfirieron
para su inmunodetección a una membrana de nitrocelulosa. El anticuerpo primario era un anticuerpo
policlonal contra ELN (región central), de conejo, de Abgent, y el anticuerpo secundario era una IgG45
anticonejo (molécula entera), de cabra, conjugada con fosfatasa alcalina, de Sigma-Aldrich. La proteína
elastina se visualizó por precipitación del colorante añil resultante de la reacción NBT/BCIP con fosfatasa
alcalina (Figura 5).

La detección de elastina después de la traducción in vitro que se realizó basada en ARNm para elastina, de
IVT, confirma la integridad del ARNm conforme a la invención. Se deduce de ello que solo puede producirse50
una detección de proteína si la proteína sintetizada coincide con las estructuras contra las cuales se ha
desarrollado el anticuerpo. Por lo tanto, el ARNm conforme a la invención también debe haber estado
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presente por completo e intacto para la síntesis de proteínas. Aunque evidentemente se da una detección
inespecífica de proteínas que están presentes en la mezcla de traducción in vitro, la especificidad de la banda
de elastina es inequívoca, ya que no se encuentra en el testigo negativo que contiene solamente la mezcla de
traducción in vitro sin ARNm de IVT.

10. Detección de la expresión de tropoelastina en el cultivo celular5

Se analizó la expresión de elastina con el ensayo para elastina Fastin™ (Biocolor life science assays) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La Figura 6 muestra la cantidad de tropoelastina aislada 24
horas después de la última transfección con ARNm de elastina, de IVT, que contenía diversas proporciones
de ácidos nucleicos modificados.

Después de la transfección triple de ARNm de elastina, de IVT, se pudo detectar en las células una clara10
expresión de tropoelastina, es decir, de elastina soluble no reticulada. Queda claro que una cantidad
particularmente grande, 10 μg de ARNm de ELN, de IVT, transfectado, no presenta ningún efecto creciente
sobre la expresión de elastina si se compara con solamente 5 μg. La mayor proporción de nucleótidos
modificados no tiene tampoco ninguna influencia positiva sobre la expresión. Por lo tanto, parece que 5 μg de
ARNm de ELN, de IVT, con 25% de CTP/UTP modificados, pueden producir una expresión suficiente y15
detectable de elastina.

En otro experimento, se sembraron 3 x 105 células por pocillo en una placa de 6 pocillos. Al día siguiente se
aspiraron los sobrenadantes y se lavaron las células con 1 ml de PBS. Esto fue seguido por una incubación
durante 4 horas con Opti-MEM (M), Opti-MEM con Lipofectamine 2000 (M + L) y Opti-MEM con
Lipofectamine 2000 y 2,5 μg de ARNm de elastina (100% de 5mCTP/ΨUTP). Se combinaron los20
sobrenadantes celulares después de 24 y

48 horas. Se analizaron mediante por transferencia de puntos los sobrenadantes. En la Figura 7 se 
representa el resultado. La detección de elastina se efectuó mediante AK específica para elastina. Las células
con incubación de ARNm de elastina (M + L + ARNm de elastina) mostraron una tinción significativamente
más intensa que las células sin transfección de ARNm (M, M + L). Sin ARNm de elastina, las células25
EA.hy926 sintetizan cantidades pequeñas de elastina, pero con la transfección de ARNm de elastina se 
intensifica significativamente la síntesis de elastina.

11. Evaluación de la inmunogenicidad de los ARNm de IVT

Las transfecciones para el análisis de citocinas y otros marcadores de la activación inmunitaria se realizaron
de manera análoga a las transfecciones de ARNm descritas en lo que antecede. Se transfectó además el30
inmunoestimulante poliiosina/poli(ácido citidílico) (Sigma-Aldrich) a razón de 100 ng/pocillo como testigo
positivo para la activación de citocinas. Se incubaron las células con la mezcla de transfección en condiciones
de cultivo celular y se reemplazó el medio al cabo de 3 horas.

Al día siguiente se lisaron las células y se extrajo el ARN con el mini-kit para ARN total Aurum (Biorad). Se
midió la concentración de ARN y de cada muestra se utilizaron 40 ng para la síntesis de ADNc con el kit de35
síntesis de ADNc iScript (Biorad). Se diluyó el ADNc generado y se utilizó en reacciones de PCR cuantitativas
en tiempo real (qRT) con la iQ SYBR Green Supermix (Biorad), en preparaciones por triplicado para cada
muestra, junto con un par de cebadores específico para IFNα, IFN-γ, IL-1B, IL-12, IL-6, IL-8, TNF-α y un par
de cebadores específico para GAPDH. Para cuantificar los niveles de expresión del marcador inmunitario, se
realizó una qRT-PCR en el kit de detección de PCR en tiempo real CFX Connect (Biorad) en placas de 9640
pocillos (Biorad) (Figura 8). Los resultados muestran que el ARNm de elastina sintetizado in vitro provoca en
este ensayo altamente sensible muy poca activación de citocinas.

12. Revestimiento de stents coronarios con ARNm de eGFP

En otro experimento se examinó la expresión in vivo de eGFP a través de ARNm de IVT, con el que se 
habían revestido stents coronarios. La síntesis in vitro del ARNm de eGFP se realizó con el constructo de45
plásmido pcDNA3.3_eGFP, como se describe en Warren et al. (véase más arriba). El plásmido fue
proporcionado por los autores a través de Addgene (Cambridge, MA, EE. UU.).

Se revistieron por inmersión stents coronarios BMS de 3 x 20 mm, de Qualimed (Winsen, Alemania),
concretamente en una emulsión que contenía 70 μg de ARNm de eGFP, de IVT, complejado con 20 μL de
Lipofectamine 2000, en agua libre de nucleasas, y 150 μg de polilactida-co-glicolida RESOMER® RG 502 H50
(Sigma Aldrich), disueltos en acetato de etilo.

El estudio se realizó de conformidad con la Ley de Bienestar Animal de Alemania y las recomendaciones
sobre la tenencia y uso de animales de laboratorio postuladas por la FELASA (Federación de Asociaciones
Europeas para las Ciencias del Animal de Laboratorio). Todos los protocolos y procedimientos fueron
aprobados por la Comisión de bienestar animal de la Universidad de Tubinga.55
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Para este estudio se utilizaron y se incluyeron en el análisis dos cerdos hembra de aproximadamente 65 kg
(raza local alemana) de una instalación de cría local "libre de patógenos específicos" (SPF, por sus siglas en
inglés). Después de llegar a las instalaciones para animales de la Universidad de Tubinga, los animales
pudieron adaptarse durante una semana antes de que comenzara la intervención. Durante este tiempo, se
realizaron estudios clínicos para garantizar el estado de salud, particularmente con respecto al sistema5
cardiovascular.

Se implantaron los stents mediante un catéter con balón (de 3 mm) en las arterias coronarias izquierda y
derecha de cada cerdo y se expandieron. La ubicación de los stents se visualizó con ayuda de un aparato de
rayos X (de tipo "arco en C") y material radiopaco. Se efectuó deliberadamente una sobredilatación de las
arterias. Tras la implantación, los animales recibieron heparina y clopidogrel para evitar trombosis10
postoperatorias.

Se sacrificaron los cerdos 44 horas después de la implantación de los stents revestidos. Se aislaron los vasos

"con stent" y se fijaron durante una noche en formaldehído al 4%.

Para el análisis de fluorescencia, se incluyeron los stents en el sistema de inclusión basado en metacrilato de
metilo Technovit® 9100 de HeraeusKulzer (Wehrheim, Alemania), y se analizaron mediante FIDSAM (siglas15
inglesas de Microscopía de análisis de la forma de decaimiento de la intensidad de fluorescencia) en el
Instituto de Química Analítica de la Universidad de Tubinga.

En la Figura 9 se muestra el resultado. Se representa allí la parte del tejido fluorescente que es visible
después de la sustracción de la autofluorescencia. Esta fluorescencia se basa exclusivamente en la
expresión inducida de eGFP y, por lo tanto, constituye una evidencia de la captación y traducción eficiente del20
ARNm de IVT que codifica eGFP, por las células que rodean el material del stent.

13. Modelo de piel porcina

Se estableció un modelo de piel porcina para demostrar la síntesis de elastina inducida por ARNm en la piel.
En los primeros experimentos se inyectaron en la piel 2,5 μg de complejos de ARNm de luciferasa y
Lipofectamine 2000.25

Al cabo de 24 h se trituró la piel y se lisaron las células para aislar la luciferasa. En la Figura 10 se muestra el
resultado. Mediante el ensayo de luciferasa se demostró la transfección con éxito de las células con ARNm
de luciferasa.

Secuencias

SEQ ID n.º 1: Secuencia nucleotídica del ARNm de elastina, de IVT (tal como se usa en los ejemplos de 30
realización)

SEQ ID n.º 2: Secuencia nucleotídica del ADNc derivado del ARNm de la elastina humana, variante de
transcripción 1 (NM_000501.2)

SEQ ID n.º 3: Secuencia nucleotídica del ADNc derivado del ARNm de la elastina humana, variante de
transcripción 2 (NM_001081752.1)35

SEQ ID n.º 4: Secuencia nucleotídica del ADNc derivado del ARNm de la elastina humana, variante de
transcripción 3 (NM_001081753.1)

SEQ ID n.º 5: Secuencia nucleotídica del ADNc derivado del ARNm de la elastina humana, variante de
transcripción 4 (NM_001081754.1)

SEQ ID n.º 6: Secuencia nucleotídica del ADNc derivado del ARNm de la elastina humana, variante de40
transcripción 5 (NM_001081755.1)

SEQ ID n.º 7: Secuencia de aminoácidos de la isoforma a de elastina [Homo sapiens] (NP_00049.2)

SEQ ID n.º 8: Secuencia de aminoácidos de la isoforma b de elastina [Homo sapiens] (NP_001075221.1)

SEQ ID n.º 9: Secuencia de aminoácidos de la isoforma c de elastina [Homo sapiens] (NP_001075222.1)

SEQ ID n.º 10: Secuencia de aminoácidos de la isoforma d de elastina [Homo sapiens] (NP_001075223.1)45

SEQ ID n.º 11: Secuencia de aminoácidos de la isoforma e de elastina [Homo sapiens] (NP_001075224.1)

Listado de Secuencias

<110> Eberhard-Karls-University Tübingen, Facultad de Medicina
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<120> Polirribonucleótido estabilizado que codifica una proteína de fibra elástica

<130> Documento WO 5402P503

<160> 115

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 319610
<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Otra información15

<400> 1
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<210> 25
<211> 3480
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Otra información
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<400> 2
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<210> 3
<211> 3339
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Otra información

10
<400> 3
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<210> 4
<211> 3384
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Otra información

10
<400> 4
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<210> 5
<211> 3441
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Otra información

10
<400> 5
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<210> 6
<211> 3423
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Otra información

10
<400> 6
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<210> 7
<211> 724
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Otra información

10
<400> 7
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<210> 8
<211> 677
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Otra información

10
<400> 8
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<210> 9
<211> 692
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Otra información

10
<400> 9
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<210> 10
<211> 711
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Otra información

10
<400> 10
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<210> 11
<211> 705
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Otra información

10
<400> 11
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REIVINDICACIONES

1. Polirribonucleótido que codifica elastina/tropoelastina con una secuencia nucleotídica que presenta al
menos una modificación química que estabiliza el polirribonucleótido, en donde al menos aprox. 25% de las
uridinas del polirribonucleótido están reemplazadas por pseudouridina y aprox. 25% de las citidinas del
polinucleótido están reemplazadas por 5-metilcitidina, para estabilizar el polirribonucleótido.5

2. Polirribonucleótido según la reivindicación 1, caracterizado por que es un ARNm.

3. Polirribonucleótido según una de las reivindicaciones precedentes, que presenta además una modificación
química que está seleccionada del grupo consistente en: estructura de caperuza 5', preferiblemente una
caperuza de guanina 5', cola de poli(A), un análogo a estructura de caperuza [análogo a caperuza antiinverso
(ARCA; 3'O-Me-m7G(5')ppp(5')ppp(5')G)], un refuerzo de la secuencia de inicio de traducción en el codón de10
inicio AUG, preferiblemente mediante la secuencia (CCCCGC)aucGagAUG.

4. Polirribonucleótido según una de las reivindicaciones precedentes, que tiene la secuencia SEQ ID n.º 1, en 
la que al menos aprox. 25% de las uridinas están reemplazadas por pseudouridina y en la que al menos
aprox. 25% de las citidinas están reemplazadas por 5-metilcitidina.

5. Polirribonucleótido según una de las reivindicaciones precedentes, que codifica una secuencia de15
aminoácidos que está seleccionada del grupo consistente en: SEQ ID n.º 7, SEQ ID n.º 8, SEQ ID n.º 9, SEQ
ID n.º 10 y SEQ ID n.º 11.

6. Polirribonucleótido según una de las reivindicaciones precedentes para inducir la síntesis de
elastina/tropoelastina para uso en el tratamiento de una síntesis deficitaria de proteína de fibra elástica, en
particular en la pérdida de elasticidad cutánea relacionada con la edad (formación de arrugas), en la20
estimulación de la cicatrización de heridas, en la recuperación de la elasticidad, preferiblemente de tejido
vaginal, de tejido blando y duro del periodonto.

7. Polirribonucleótido según una de las reivindicaciones precedentes para uso en el tratamiento de una
enfermedad seleccionada del grupo consistente en: arteriosclerosis, estenosis aórtica, aneurisma aórtico,
enfisema pulmonar, dermatocalasia, síndrome de Williams-Beuren, estenosis aórtica congénita subvalvular25
(SVAS).

8. Composición cosmética, que comprende el polirribonucleótido según una de las reivindicaciones 1 a 7 y
una formulación cosméticamente aceptable y, eventualmente, otras sustancias activas y auxiliares.

9. Composición farmacéutica, que comprende el polirribonucleótido según una de las reivindicaciones 1 a 7 y
una formulación farmacéuticamente aceptable y, eventualmente, otras sustancias activas y auxiliares.30

10. Composición según la reivindicación 8 o 9, caracterizada por que comprende además un inmunosupresor,
preferiblemente un inhibidor de interferón.

11. Producto médico, preferiblemente parche o implante médico, más preferiblemente stent/implante
vascular, que comprende el polirribonucleótido según una de las reivindicaciones 1 a 7 y/o la composición
según una de las reivindicaciones 8 a 10, preferiblemente está revestido con estos.35
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