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DESCRIPCION

Procedimiento para la preparacién de una libreria de ARNm de antigenos tumorales.

La presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica que contiene como minimo un mARN que incluye
al menos una region que codifica como minimo un antigeno tumoral, junto con un disolvente acuoso y preferentemente
una citoquina, por ejemplo GM-CSF, y a un procedimiento para preparar dicha composiciéon farmacéutica. La compo-
sicién farmacéutica segtn la invencion es aplicable principalmente para la terapia y/o la profilaxis contra el cancer.

La terapia genética y la vacunacién genética son procedimientos de medicina molecular cuyo empleo en la terapia
y en la prevencion de enfermedades va a tener importantes consecuencias para la practica médica. Ambos métodos se
basan en la introduccién de acidos nucleicos en células o tejidos del paciente, y también en el posterior procesamiento
de la informacién codificada por los dcidos nucleicos introducidos, es decir, la expresion de los polipéptidos deseados.

El modo de proceder habitual en los procedimientos de la terapia genética y de vacunacién genética aplicados
hasta la fecha consiste en la utilizacién de un ADN para infiltrar en la célula la informacién genética necesaria. En este
contexto se han desarrollado diferentes procedimientos para la introduccién de ADN en las células, por ejemplo trans-
feccion de fosfato de calcio, transfeccidn de polipreno, transfeccion de protoplastos, electroporacién, microinyeccién
y lipofeccidn, habiéndose comprobado que en especial la lipofeccién es un procedimiento adecuado.

Otro procedimiento propuesto en particular para procedimientos de vacunacion genética consiste en la utilizacién
de virus de ADN como vehiculos de ADN. Estos virus tienen la ventaja de que, gracias a sus propiedades infecciosas,
permiten alcanzar una tasa de transfeccion muy alta. Los virus utilizados se modifican genéticamente de modo que
en la célula transfectada no se genera ninguna particula infecciosa funcional. Sin embargo, a pesar de esta medida de
precaucioén, debido a los posibles fenémenos de recombinacién, no se puede descartar un cierto riesgo de propagacioén
incontrolada de los genes virales introducidos, que tiene cierto efecto en la terapia genética.

Normalmente, el ADN introducido en la célula se integra en cierta medida en el genoma de la célula transfectada.
Por una parte, este fendmeno puede tener un efecto deseable, ya que permite alcanzar un efecto duradero del ADN
introducido. Por otra parte, la integracion en el genoma implica un riesgo esencial de la terapia genética. Por ejemplo,
se puede producir una insercién del ADN introducido en un gen intacto, lo que constituye una mutacién que obstaculiza
o incluso elimina por completo la funcién del gen endégeno. Debido a estos fendémenos de integracién se puede
producir la eliminacién de sistemas enzimdticos de vital importancia para la célula y ademas existe el peligro de
transformar la célula modificada dejdndola en un estado degenerado cuando, mediante la integracion del ADN extrafio,
se modifica un gen decisivo para la regulacion del crecimiento celular. Por ello, cuando se utilizan virus de ADN como
agentes para la terapia genética y la vacunacion no se puede descartar un riesgo de desarrollo cancerigeno. En este
contexto también se ha de tener en cuenta que, para lograr una expresion eficaz de los genes introducidos en la
célula, los vehiculos de ADN correspondientes contienen un promotor fuerte, por ejemplo el promotor CMV viral. La
integracion de este tipo de promotores en el genoma de la célula tratada puede producir cambios no deseados en la
regulacion de la expresion génica en la célula.

Otra desventaja de la utilizacién de ADNs como agentes de terapia genética y vacunas consiste en la induccién de
anticuerpos anti-ADN patégenos en el paciente, provocando una respuesta inmune posiblemente mortal.

A diferencia del ADN, la utilizacién de ARN como agente para la terapia genética o la vacunacién se ha de
clasificar en una categoria esencialmente mds segura. Principalmente, el ARN no conlleva el peligro de integrarse
de forma estable en el genoma de la célula transfectada. Ademads, para lograr una transcripcion eficaz no se requiere
ninguna secuencia viral, tal como un promotor. Por otra parte, el ARN se descompone in vivo con mucha més facilidad.
Probablemente a causa de la vida media relativamente corta del ARN en la circulacién sanguinea, hasta ahora no se
ha detectado ningtin anticuerpo anti-ARN. Por ello, el ARN se puede considerar como la mejor molécula para los
procedimientos terapéuticos de medicina molecular.

Sin embargo, antes de hacer un uso mas amplio de los procedimientos médicos basados en sistemas de expresion
de ARN es necesario solucionar algunos problemas fundamentales. Uno de los problemas de la utilizacion de ARN
consiste en la transferencia eficaz, segura y especifica, con respecto a la célula o el tejido, del acido nucleico. Dado
que el ARN en solucién normalmente resulta ser muy inestable, hasta la fecha no se ha podido utilizar ARN como
agente terapéutico o de vacuna, o sélo se ha utilizado de forma muy ineficaz con los procedimientos convencionales
utilizados con el ADN.

La inestabilidad se debe a unas enzimas que descomponen el ARN, llamadas ARNasas (ribonucleasas). La mas
minima contaminacién con ribonucleasas es suficiente para descomponer por completo el ARN en solucién. La des-
composicion natural del ARNm en el citoplasma celular necesita de una regulacién muy fina. A este respecto se
conocen diversos mecanismos. Por ejemplo, para un ARNm funcional la estructura terminal tiene una importancia de-
cisiva. En el extremo 5’ se encuentra la denominada “caperuza” (un nucleétido guanosina modificado) y en el extremo
3’ una sucesion de hasta 200 nucleétidos adenosina (la llamada cola poli-A). Mediante estas estructuras, el ARN es
reconocido como ARNm y se regula la descomposicién. Ademads existen otros procesos que estabilizan o desestabi-
lizan el ARN. Muchos de estos procesos todavia son desconocidos, pero frecuentemente parece ser determinante una
interaccién entre el ARN vy las proteinas. Por ejemplo, recientemente se ha descrito un “RNAm-Surveillance-System”
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(sistema de vigilancia de ARNm) (Hellerin y Parker, Annu. Rev. Genet. 1999, 33: 229 a 260), en el que, mediante
determinadas interacciones feedback-proteina en el citosol, se reconoce ARNm incompleto o antisentido y se hace
accesible para la descomposicion, la mayor parte de estos procesos son llevados a cabo por exonucleasas.

En el estado actual de la técnica se han propuesto algunas medidas para aumentar la estabilidad del ARN y posibi-
litar asf su utilizacién como agente en la terapia genética o como vacuna de ARN.

En el documento EP-A-108232 se dan a conocer vacunas de ARNm que codifican un tnico antigeno tumoral, un
poliepitopo de varios antigenos tumorales conocidos o una coleccién de ARNm, y que se obtienen mediante una libre-
ria de ADNCc (no)fraccionada de tejido tumoral y por transcripcion inversa en ARNm. El ARNm se puede estabilizar
mediante: cap-5’°, cola poli-A, 5°/3’ UTR de beta-globina, formacién de complejo con protaminas (o con otros pépti-
dos policatiénicos) y adicién de ARNsin. Ademads, el ARNm puede codificar una citoquina (GM-CSF) y contener un
IRES. Se libera asi una respuesta de CTL y humoral.

Las vacunas de ARNm no se integran en el genoma del paciente y, por ello, son ventajosas en comparacién con las
vacunas de ADN. No se requiere ningtin adyuvante.

El documento WO 99/14346 describe otros procedimientos para la estabilizacion de ARNm. Principalmente se
proponen modificaciones de ARNm que estabilizan las especies de ARNm frente a la descomposicién por ARNa-
sas. Estas modificaciones se refieren, por una parte, a una estabilizacién mediante modificaciones de secuencia, en
particular reduccién del contenido de C y/o U mediante eliminacién o sustitucion de bases. Por otra parte, se propo-
nen modificaciones quimicas, en particular la utilizacion de andlogos de nucledtidos y también de grupos de bloqueo
5’ y 3’, un aumento de la longitud de la cola poli-A y también la formacién de complejos de ARNm con medios
estabilizadores, y combinaciones de las medidas mencionadas.

En las patentes US 5,580,859 y US 6,214,804 se dan a conocer, entre otras cosas, vacunas y agentes terapéuticos
de ARNm en el marco de la “terapia genética transitoria” (TGT). Se describen diferentes medidas para aumentar
la eficacia de traduccidn y la estabilidad del ARNm, que se refieren principalmente a las regiones de secuencia no
traducidas.

Bieler y Wagner (en Schleef (eds.), Plasmids for Therapy and Vaccination, capitulo 9, paginas 147 a 168, Wiley-
VCH, Weinheim, 2001) informan sobre la utilizacién de genes sintéticos en relacion con métodos de terapia genética
en los que se emplean vacunas de ADN y vectores lentivirales. Se describe la construccién de un gen gag sintético
derivado de VIH-1, donde los codones habian sido modificados con respecto a la secuencia natural (utilizacién de
codones alternativos, en inglés: “codon usage”) de tal modo que se correspondia con la utilizacién de codones que
se encuentran en genes de mamiferos altamente expresados. De este modo principalmente se redujo el contenido de
A/T con respecto a la secuencia natural. Los autores constatan principalmente un aumento de la tasa de expresion del
gen gag sintético en células transfectadas. Ademads se observé un aumento de la formacién de anticuerpos contra la
proteina gag en ratones inmunizados con el constructo de ADN sintético y también un aumento de la liberacién de
citoquina in vitro en células de bazo de rat6n transfectadas. Por tltimo, se pudo confirmar la induccién de una respuesta
inmune citotéxica en ratones inmunizados con el pldsmido de expresion gag. Los autores de este articulo atribuyen las
propiedades mejoradas de su vacuna de ADN esencialmente a una modificacién del transporte nucleocitoplasmatico
del ARNm expresado por la vacuna de ADN, provocada por la utilizaciéon de codones optimizada. En cambio, los
autores consideran que la utilizacién de codones modificados tiene pocas repercusiones en la eficacia de la traduccioén.

Por consiguiente, la presente invencién tiene por objetivo proponer un nuevo sistema para la terapia genética y
la vacunacién genética contra tumores que supere las desventajas relacionadas con las propiedades de los agentes
terapéuticos y vacunas de ADN.

Este objetivo se resuelve mediante las formas de realizacién de la presente invencion definidas en las reivindica-
ciones.

En particular se propone una composicién farmacéutica que contiene como minimo un ARNm que incluye al
menos una regién que codifica como minimo un antigeno de tumoral, junto con un disolvente acuoso.

De acuerdo con la invencidn, el concepto “antigeno tumoral” significa que el antigeno correspondiente es expresa-
do en células asociadas a un tumor. Por ello, de acuerdo con la invencién, los antigenos tumorales son principalmente
aquellos antigenos producidos en las propias células degeneradas. Preferentemente se trata de antigenos localizados en
la superficie de las células. No obstante, también son antigenos tumorales aquellos que son expresados en células que
no estdn degeneradas (o que originalmente no estaban degeneradas), pero que estin asociadas al tumor en cuestion. A
este grupo pertenecen, por ejemplo, antigenos relacionados con vasos que alimentan tumores o con su (nueva) forma-
cién, en particular los antigenos asociados con la neovascularizacion o la angiogénesis, o factores de crecimiento como
VEGF, bFGF, etc. Estos antigenos relacionados con el tumor también incluyen antigenos de las células tisulares que
rodean el tumor. En este contexto se pueden mencionar los antigenos correspondientes de células de tejido conjuntivo,
por ejemplo antigenos de la matriz extracelular.

De acuerdo con la invencién, en la composicién farmacéutica se utilizan uno o mads ARNm para la terapia o
la inoculacidn, es decir, vacunacion, en el tratamiento o la prevencion (profilaxis) de enfermedades cancerosas. La
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vacunacién se basa en la introduccién de un antigeno (o varios antigenos) de un tumor, en el presente caso de la
informacién genética para el antigeno, en forma del ARNm que codifica el o los antigenos, en el organismo, en
particular en la célula. E1l ARNm contenido en la composicién farmacéutica se traduce en el antigeno (tumoral), es
decir, se expresa el polipéptido o el péptido antigénico codificado por el ARNm modificado, con lo que es estimula
una respuesta inmune contra este polipéptido o péptido antigénico. Por consiguiente, en el presente caso de utilizacion
como vacuna genética para el tratamiento del cdncer, la respuesta inmune se logra mediante la introduccién de la
informacion genética de antigenos tumorales, en particular proteinas, que son expresados exclusivamente en células
cancerosas, administrando una composicién farmacéutica segtn la invencién que contiene un ARNm que codifica un
antigeno canceroso. De este modo, en el organismo se expresan el antigeno o los antigenos cancerosos, con lo que se
provoca una respuesta inmune que es eficaz contra las células cancerosas.

En su utilizacién como vacuna, la composicién farmacéutica seglin la invencion entra en consideracién princi-
palmente para el tratamiento de enfermedades cancerosas (codificando el ARNm preferentemente un antigeno de
superficie especifico de tumor (TSSA)), por ejemplo para el tratamiento de melanomas malignos, carcinomas de
colon, linfomas, sarcomas, carcinoma pulmonar de células pequeiias, blastomas, etc. Ejemplos especificos de anti-
genos tumorales son, entre otros, 707-AP, AFP, ART-4, BAGE, S-catenina/m, Bcr-abl, CAMEL, CAP-1, CASP-8,
CDC27/m, CDK4/m, CEA, CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-AML1, G250, GAGE, GnT-V, Gp100, HAGE, HER-
2/neu, HLA-A*0201-R1701, HPV-E7, HSP70-2M, HAST-2, hTERT (o hTRT), iCE, KIAA0205, LAGE, LDLR/FUT,
MAGE, MART-1/Melan-A, MC1R, Miosina/m, MUC1, MUM-1, -2, -3, NA88-A, NY-ESO-1, p190 minor ber-abl,
PmlI/RARa, PRAME, PSA, PSM, RAGE, RU1 o RU2, SAGE, SART-1 o SART-3, TEL/AML1, TPI/m, TRP-1, TRP-
2, TRP-2/INT2 y WT1.

De acuerdo con otra forma de realizacién preferente, el antigeno o los antigenos tumorales son un poliepitope del
antigeno o de los antigenos de un tumor. Un “poliepitope” de un antigeno o de varios antigenos es una secuencia de
aminodcidos en la que estdn representadas varias o muchas regiones del antigeno o de los antigenos que interactdan
con el sitio de un anticuerpo al que se une el antigeno o con un recepto de células T. El poliepitope puede estar com-
pleto y no modificado. No obstante, de acuerdo con la presente invencién también puede estar modificado, sobre todo
para optimizar la interaccién anticuerpo/antigeno o receptor de células T/antigeno. Una modificacién con respecto al
poliepitope natural puede incluir, por ejemplo, una delecién, adicién y/o sustituciéon de uno o mds residuos de ami-
nodcido. En consecuencia, en el ARNm de la presente invencion, que codifica el poliepitope modificado, se eliminan,
afiaden o sustituyen uno o mas nucleétidos con respecto al ARNm que codifica el poliepitope natural.

Para aumentar la estabilidad del ARN(m) contenido en la composicién farmacéutica segtn la invencién, cada
uno de los ARN(m) contenidos en la composicién farmacéutica presenta una o mds modificaciones, en particular
modificaciones quimicas, que contribuyen a aumentar la vida media del ARNm o de los ARNm en el organismo o
mejoran la transferencia del ARNm o de los ARNm en la célula.

Por ejemplo, en las secuencias existen elementos de secuencia desestabilizadores (DSE) de ARNm eucariotas, a los
que se unen proteinas sefial que regulan la descomposicién enzimatica del ARNm in vivo. Por consiguiente, para una
estabilizacion adicional del ARNm modificado contenido en la composicién farmacéutica segin la invencidn, en caso
dado en la regién que codifica el antigeno o los antigenos tumorales, se llevan a cabo una o mds modificaciones con
respecto a la regién correspondiente del ARNm natural, de modo que ya no contenga ningiin elemento de secuencia
desestabilizador. Evidentemente, de acuerdo con la invencion, también es preferible eliminar los DSE del ARNm dado
el caso presentes en las regiones no traducidas (3’- y/o 5°-UTR).

Estas secuencias desestabilizadoras son, por ejemplo, secuencias ricas en AU (“AURES”), que estan presentes en
secciones 3’-UTR de numerosos ARNm inestables (Caput y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1986, 83: 1670 a 1674).
Por ello, las moléculas de ARNm contenidas en la composicién farmacéutica segin la invencién preferentemente
estdn modificadas con respecto al ARNm natural de tal modo que no presentan ninguna secuencia desestabilizadora
de este tipo. Esto también es aplicable a los motivos de secuencia que son reconocidos por posibles endonucleasas,
por ejemplo la secuencia GAACAAG que estd incluida en el segmento 3’UTR del gen que codifica el receptor de
la transferrina (Binder y col., EMBO J. 1994, 13: 1969 a 1980). Preferentemente, en el ARNm modificado de la
composicién farmacéutica segiin la invencién también se eliminan estos motivos de secuencia.

Los especialistas conocen diferentes procedimientos que son adecuados para la sustitucién de codones en el ARNm
modificado segun la invencién. En caso de regiones codificadoras més cortas (que codifican péptidos con efecto bio-
16gico o antigénicos), el ARNm completo se puede sintetizar quimicamente, por ejemplo utilizando técnicas estandar.

Sin embargo, preferentemente se introducen sustituciones de bases utilizando una matriz de ADN para producir
el ARNm modificado con ayuda de técnicas de la mutagénesis selectiva convencional (Maniatis y col., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 3% edicién, Cold Spring Harbor, NY, 2001).

Por consiguiente, en este procedimiento, para producir el ARNm se transcribe in vitro una molécula del ADN
correspondiente. Esta matriz de ADN posee un promotor adecuado, por ejemplo un promotor T7 o SP6, para la
transcripcion in vitro, al que siguen la secuencia de nucleétidos deseada para el ARNm a producir y una sefal de
terminacion para la transcripcién in vitro. De acuerdo con la invencién, la molécula de ADN que constituye la matriz
del constructo de ARN a producir se prepara mediante reproduccidon por fermentacién y aislamiento subsiguiente
como parte de un plasmido replicable en bacterias. Como pldsmidos adecuados para la presente invencién se pueden
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mencionar, por ejemplo, los plasmidos pT7TS (nimero de acceso al Banco de Genes U26404; Lai y col., Development
1995, 121: 2349 a 2360; véase también la Figura 8), serie pGEM®, por ejemplo pGEM®-1 (nimero de acceso al
Banco de Genes X65300; de Promega) y pSP64 (nimero de acceso al Banco de Genes X65327); véase también Mezei
y Storts, Purification of PCR Products, en: Griffin y Griffin (eds.), PCR Technology: Current Innovation, CRC Press,
Boca Raton, FL, 2001.

De este modo, utilizando oligonucleétidos de ADN sintéticos cortos que presentan transiciones de cadena simple
cortas en los puntos de interseccién formados, o empleando genes producidos mediante sintesis quimica, la secuencia
de nucleédtidos deseada se puede clonar en un plasmido adecuado mediante métodos de biologia molecular conocidos
por los especialistas (Maniatis y col., véase mds arriba). Después, la molécula de ADN se recorta del plasmido, en el
que puede estar presente en copia simple o multiple, mediante digestion con endonucleasas de restriccion.

El ARNm modificado contenido en la composicidn farmacéutica segin la invencién puede presentar ademds una
estructura cap-5° (un nucleétido guanosina modificado). Como ejemplos de estructuras cap se pueden mencionar:
m7G(5)ppp (5’(A,G(57)ppp(5)A y G(57)ppp(5)G.

De acuerdo con otra forma de realizacion preferente de la presente invencién, el ARNm modificado contiene una
cola poli(A*) de como minimo aproximadamente 25 nucle6tidos, en particular de como minimo aproximadamente 30
nucledtidos, preferentemente de como minimo aproximadamente 50 nucleétidos, en especial de como minimo apro-
ximadamente 70 nucle6tidos, de forma especialmente preferente de como minimo aproximadamente 100 nucle6tidos.
No obstante, la cola poli(A*) también puede incluir 200 o més nucledtidos.

Para una traduccioén eficiente del ARNm también se requiere una unién eficaz de los ribosomas al sitio de unién
ribosémico (secuencia de Kozak: GCCGCCACCAUGG, el AUG constituye el codon de iniciacién). A este respecto
se ha comprobado que un contenido elevado de A/U alrededor de dicho sitio posibilita una unién mas eficiente de los
ribosomas al ARNm. También es posible insertar en el ARNm uno o mds de los llamados IRES (en inglés “internal
ribosomal entry side”). Un IRES puede actuar como tnico sitio de unidn de ribosomas, pero también puede servir para
la preparacién de un ARNm que codifica varios péptidos o polipéptidos, que han de ser traducidos independientemente
entre si por los ribosomas (ARNm “multicistrénico” o “policistrénico”). Las secuencias IRES a utilizar segtn la
invencién son, por ejemplo, las procedentes de picornavirus (por ejemplo FMDV), pestivirus (CFFV), poliovirus
(PV), virus de la encefalomiocarditis (ECMYV), virus de la fiebre aftosa (FMDV), virus de la hepatitis C (HCV), virus
de la fiebre porcina cldsica (CSFV), virus de la leucemia murina (MLV), virus de la inmunodeficiencia del simio (SIV)
o virus de la pardlisis cricket (CrPV).

De acuerdo con otra realizacion preferente de la presente invencion, el ARNm presenta, en las dreas no traducidas,
en 5’ y/o 3’, secuencias estabilizadoras que pueden aumentar la vida media del ARNm en el citosol.

Las secuencias estabilizadoras pueden presentar una secuencia un 100% homologa a las secuencias naturales pre-
sentes en virus, bacterias y eucariotas, pero también pueden ser de naturaleza parcial o totalmente sintética. Como
ejemplos de secuencias estabilizadoras a utilizar en la presente invencién se pueden mencionar las secuencias no
traducidas (UTR) del gen de 8-globina, por ejemplo de Homo sapiens o Xenopus laevis. Otro ejemplo de secuencia es-
tabilizadora es la férmula general (C/U)CCAN,CCC(U/A)Py,UC(C/U)CC, que estd incluida en el 3’UTR del ARNm
muy estable que codifica a-globina, a-(I)-coldgeno, 15-lipoxigenasa o tirosina-hidroxilasa (véase Holcik y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 1997, 94: 2410 a 2414). Evidentemente, estas secuencias estabilizadoras se pueden utilizar de
forma individual o combinadas entre si o con otras secuencias estabilizadoras conocidas por los especialistas.

Para una mayor estabilizacién del ARNm también es preferible que éste presente como minimo un andlogo de nu-
cleétidos naturales. Esto se debe a que las enzimas que descomponen el ARN presentes en las células reconocen como
sustratos preferentemente nucledtidos naturales. Por consiguiente, mediante la insercién de andlogos de nucleétidos
se puede dificultar la descomposicion del ARN. La insercién de estos andlogos, en particular en la region codificadora
del ARNm, puede tener un efecto positivo o negativo en la eficiencia de la traduccion.

En una enumeracién en modo alguna definitiva, como ejemplos de andlogos de nucleétidos a utilizar segtin la
invencion se pueden mencionar fosfoamidatos, fosfotioatos, peptidonucledtidos, metilfosfonatos, 7-deazaguanosina,
5-metilcitosina e inosina. La preparacién de estos andlogos es conocida por los especialistas y se da a conocer, por
ejemplo, en las patentes US 4,373,071, US 4,401,796, US 4,415,732, US 4,458,066, US 4,500,707, US 4,668,777,
US 4,973,679, US 5,047,524, US 5,132,418, US 5,153,319, US 5,262,530 y 5,700,642. De acuerdo con la invencion,
estos andlogos pueden estar presentes en regiones no traducidas y traducidas del ARNm modificado.

Ademés, la eficacia de transferencia del ARNm, preferentemente modificado, en las células a tratar o en el orga-
nismo a tratar se puede mejorar si el ARNm estd asociado o unido a un agente catiénico o policatiénico, en particular
al péptido o la proteina correspondiente. Por ello, el ARNm estd presente en la composicién farmacéutica segin la
invencién preferentemente complejado o condensado con un agente de este tipo. En este contexto, la utilizacién de
protamina como proteina policatiénica de unién de acido nucleico es especialmente eficaz. También es posible utilizar
otros péptidos o proteinas catiénicos, como poli-L-lisina, poli-L-arginina o histonas. El procedimiento para estabili-
zar el ARNm modificado se describe en el documento EP-A-1083232, cuyo contenido publicado a este respecto esta
incluido en toda su extension en la presente invencion.
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Ademas del péptido o del polipéptido antigénico o eficaz para la terapia genética, el ARNm modificado segin
la invencién también puede contener como minimo otra seccién funcional que codifique por ejemplo una citoquina
promotora de la respuesta inmune (monoquina, linfoquina, interleuquina o quimioquina, como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IFN-a, IFN-y, GM-CFS, LT-« o factores de crecimiento, como hGH.

La composicion farmacéutica segiin la invencién puede contener ademds uno o mds adyuvantes para aumentar la
inmunogenicidad. Por “adyuvante” se ha de entender todo compuesto quimico o bioldgico que favorezca una respuesta
inmune especifica. A este respecto, en funcién de los diferentes tipos de adyuvantes pueden entrar en consideracién
diferentes mecanismos. Por ejemplo, una primera clase de adyuvantes a utilizar estd formada por aquellos compuestos
que promueven una endocitosis del ARNm modificado contenido en la composicién farmacéutica por células dendri-
ticas (DC). Otros compuestos que permiten la maduracién de las DC, por ejemplo lipopolisacdridos, TNF-« o ligando
CDA40, constituyen otra clase de adyuvantes adecuados. En general, como adyuvante se puede utilizar cualquier agente
del tipo “sefial de peligro” (LPS, GP96, oligonucledtidos con el motivo CpG) o citoquinas, en particular GM-CFS,
que influya en el sistema inmunitario y que permita aumentar y/o influir selectivamente en una respuesta inmune
contra un antigeno codificado por el ARNm modificado. En este contexto, son particularmente preferentes las cito-
quinas anteriormente mencionadas. Otros adyuvantes conocidos son: hidréxido de aluminio, el adyuvante de Freund
y los péptidos o polipéptidos catidnicos estabilizadores anteriormente mencionados, como protaminas. También se
pueden utilizar de forma especialmente adecuada lipopéptidos, como Pam3Cys, como adyuvantes en la composicién
farmacéutica de la presente invencion; véase Deres y col., Nature 1989, 342: 561-564.

Ademés, otros adyuvantes especialmente adecuados son (otras) especies de ARN o también de ARNm que pueden
afladirse a la composicién farmacéutica de la presente invencion para aumentar la inmunogenicidad. Este ARN adyu-
vante estd modificado quimicamente de forma ventajosa para la estabilizacién (“modificacion cis” o “estabilizacién
cis”), por ejemplo mediante los andlogos de nucledtidos anteriormente mencionados, en particular nucleétidos modi-
ficados con fosfotioato, o también mediante las otras medidas arriba descritas para la estabilizacién del ARN. Otra
posibilidad ventajosa de la estabilizacion consiste en la formacién de complejos o asociacioén (“asociacion trans” o
“modificacién trans” o “estabilizacién trans”) con los agentes catidnicos o policatiénicos anteriormente mencionados,
por ejemplo con protaminas.

De acuerdo con otra forma de realizacion ventajosa, la estabilidad de las moléculas de ARN contenidas en la com-
posicion farmacéutica (ARNm codificador de un antigeno tumoral, y en caso dado ARN(m) adyuvante) se aumenta
gracias a uno o mds inibidores de ARNasa. Los inhibidores de ARNasa preferentes son péptidos o proteinas, en parti-
cular procedentes de placenta (por ejemplo de placenta humana) o del pancreas. Estos inhibidores de ARNasa también
pueden estar presentes en forma recombinante. Un ejemplo especifico de un inhibidor de ARNasa es RNAsin®, que
se puede obtener en el mercado, por ejemplo de Promega. Estos inhibidores de ARNasa se pueden utilizar en general
para la estabilizacién del ARN. Por ello, de acuerdo con la invencién, también se pone a disposicion general una com-
posicién farmacéutica que contiene como minimo un ARN que codifica al menos un antigeno, en particular ARNm, y
como minimo un inhibidor de ARNasa tal como se define mds arriba, dado el caso junto con un disolvente, soporte y/o
vehiculo farmacéuticamente compatible. A continuacién se definen los antigenos correspondientes de forma general
y también los disolventes, soportes o vehiculos. En lo que respecta a los antigenos tumorales preferentes, véanse las
explicaciones correspondientes a la composicion farmacéutica preferente que contiene como minimo un ARNm que
codifica al menos un antigeno tumoral.

Ademais del disolvente acuoso y del ARNm, la composicién farmacéutica segtn la invencién contiene preferen-
temente uno o mds soportes farmacéuticamente compatibles adicionales y/o uno o mds vehiculos farmacéuticamente
compatibles adicionales. En “Remington’s Pharmaceutical Sciences” (Mack Pub. Co., Easton, PA, 1980), cuyo conte-
nido completo forma parte de la exposicion de la presente invencidn, se dan a conocer métodos para la formulacién y
produccion adecuada de las composiciones farmacéuticas segtn la invencién. Para la administracién parenteral, como
sustancias de soporte, ademds de agua estéril o soluciones salinas estériles, también entran en consideracién como
disolventes acuosos polialquilenglicoles, naftaleno hidrogenado y principalmente polimeros lactida, copolimeros lac-
tida/glicolida o copolimeros polioxietileno/polioxipropileno. Las composiciones segin la invencién pueden contener
sustancias de carga o sustancias como lactosa, manitol, sustancias para el enlace covalente de polimeros, por ejem-
plo polietilenglicol en inhibidores segin la invencidn, para la formacién de complejos con iones metélicos o para
la inclusién de materiales en o sobre preparaciones de compuestos polimérico, por ejemplo polilactato, dcido poli-
glicdlico, hidrogel, o sobre liposomas, microemulsion, micelas, vesiculas unilaminares o multilaminares, fragmentos
de eritrocitos o esferoplastos. Las formas de realizacioén correspondientes de las composiciones se eligen en funcién
del comportamiento fisico, por ejemplo teniendo en cuenta la solubilidad, la estabilidad, la biodisponibilidad o la
degradabilidad. La liberacién controlada o constante del componente de principio activo segiin la invencién en la
composicién incluye formulaciones basadas en depdsitos lipdfilos (por ejemplo 4cidos grasos, ceras o aceites). En el
marco de la presente invencion también se dan a conocer revestimientos para las sustancias segtin la invencién o para
las composiciones que contienen estas sustancias, a saber: revestimientos con polimeros (por ejemplo poloxdmeros o
poloxaminas). Ademds, las sustancias o composiciones segin la invencion también pueden presentar revestimientos
protectores, por ejemplo inhibidores de proteasa o amplificadores de permeabilidad. Materiales de soporte acuosos
preferentes son, por ejemplo, agua para inyeccion (WFI) o agua tamponada con fosfato, citrato o acetato, etc., ajustan-
dose el pH tipicamente a un valor de 5,0 a 8,0, preferentemente de 6,0 a 7,0. Preferentemente, el disolvente acuoso o el
soporte o los soportes adicionales, o el vehiculo o los vehiculos adicionales, contendran adicionalmente componentes
salinos, por ejemplo cloruro sédico, cloruro potdsico u otros componentes, que hacen que la solucién, por ejemplo,
se vuelva isoténica. Ademds de los componentes anteriormente mencionados, el disolvente acuoso, o el soporte o los
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soportes adicionales, o el vehiculo o los vehiculos adicionales, también pueden contener componentes adicionales,
como seroalbimina humana (HSA), polisorbato 80, aziicares o aminodcidos.

El modo de administracién y la dosificacion de la composicion farmacéutica segiin la invencién dependen de la
enfermedad a tratar y del estado de avance de la misma, y también del peso corporal, la edad y el sexo del paciente.

Por consiguiente, la concentracion de ARNm modificado en estas formulaciones puede variar dentro de amplios
margenes, desde 1 pug/ml a 100 mg/ml. La composicion farmacéutica segiin la invencion se administra al paciente pre-
ferentemente por via parenteral, por ejemplo intravenosa, intraarterial, subcutdnea, intramuscular. También es posible
administrar la composicién farmacéutica por via tépica u oral. Preferentemente, la composicién farmacéutica segin
la invencién se administra por via intradérmica. También es posible una administracion transdérmica con ayuda de
corrientes eléctricas o a través de fuerzas osméticas. Ademads, la composicién farmacéutica de la presente invencién
se puede inyectar localmente en un tumor.

Por consiguiente, de acuerdo con la invencién también se pone a disposicién un procedimiento para el tratamiento
de enfermedades cancerosas, por ejemplo las enfermedades anteriormente mencionadas, o un procedimiento de va-
cunacion para la prevencion de las mismas, que incluye la administracién de la composicién farmacéutica segin la
invencién a un paciente, en particular a un ser humano.

De acuerdo con una forma de realizacién preferente del procedimiento de tratamiento o vacunacién, o en la uti-
lizacién anteriormente definida del ARNm segun la invencién, que codifica como minimo un antigeno tumoral, para
producir una composicién farmacéutica para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades cancerosas, se admi-
nistran al paciente una o mas citoquinas junto con la composicién farmacéutica segin la invencién.

Por consiguiente, de acuerdo con la invencién, en general también se pone a disposicién un procedimiento de tra-
tamiento o vacunacién que incluye la administracién de como minimo un ARN, preferentemente ARNm, que codifica
como minimo un antigeno tumoral (tal como se define mas arriba) y que en caso dado esté estabilizado tal como se
explica mds arriba, y como minimo una citoquina, por ejemplo una o mds de las citoquinas arriba mencionadas, en
particular GM-CSF, a un paciente, en particular a un ser humano. El procedimiento es aplicable principalmente para el
tratamiento y/o la prevencién de las enfermedades cancerosas correspondientes (por ejemplo las enfermedades cance-
rosas arriba indicadas). En consecuencia, la presente invencién en general también estd orientada a una composicién
farmacéutica que incluye como minimo un ARN, preferentemente ARNm, que codifica como minimo un antigeno
tumoral (tal como se define mds arriba), y que en caso dado estd estabilizado tal como se explica mds arriba, y como
minimo una citoquina, por ejemplo una o més de las citoquinas arriba mencionadas, como GM-CSF, preferentemen-
te junto con un soporte y/o vehiculo farmacéuticamente compatible, por ejemplo un disolvente acuoso o uno de los
soportes, disolventes o vehiculos anteriormente definidos. Por consiguiente, de acuerdo con la invencién también se
da a conocer la utilizacién de citoquinas, por ejemplo una o mds de las citoquinas anteriormente mencionadas, en
particular GM-CSF, en combinacién con una o mas moléculas de ARN tal como se definen mds arriba, en particular
ARNm, para el tratamiento y/o la prevencién de enfermedades cancerosas (por ejemplo las enfermedades cancerosas
anteriormente indicadas).

De acuerdo con otra forma de realizacion preferente de la presente invencidn, la citoquina, por ejemplo GM-CSF,
se administra al mismo tiempo que la composicién farmacéutica que contiene el ARNm que codifica como minimo un
antigeno tumoral, o preferentemente se administra antes o después de ésta (o se utiliza para producir el medicamento
correspondiente para ser administrado simultdneamente con el ARN(m) anteriormente descrito o para ser administra-
do antes o después de éste). De forma totalmente preferente, la administracion de la citoquina, en particular GM-CSF,
tiene lugar poco antes (por ejemplo aproximadamente 15 minutos antes o menos, por ejemplo aproximadamente 10
o aproximadamente 5 minutos antes), poco después (por ejemplo aproximadamente 5, 10, 15, 30, 45 6 60 minutos
después) o mucho después (por ejemplo aproximadamente 2, 6, 12, 24, 6 36 horas) de la administracioén de la compo-
siciéon farmacéutica anteriormente definida, o en general después de la administracién del ARN(m) o de los ARN(m)
que codifican como minimo un antigeno tumoral.

La administracién de la citoquina, por ejemplo GM-CFES, puede tener lugar del mismo modo que las composiciones
farmacéuticas segun la invencion o el ARN(m) o los ARN(m) que codifican como minimo un antigeno tumoral, o de
un modo diferente. Las vias de administracién adecuadas y también las posibilidades de formulacién adecuadas con
respecto a la o las citoquinas se pueden extraer de las anteriores explicaciones con respecto a las composiciones
farmacéuticas segtn la invencidn. En caso de un paciente humano es recomendable en particular una dosis de GM-
CFS de 100 microgramos/m>. De forma especialmente preferente, la citoquina, por ejemplo GM-CFS, se administra
mediante inyeccién subcutinea.

Preferentemente, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, o los ARN que codifican un antigeno
tumoral y en caso dado junto con ellos la o las citoquinas, se administran en forma de dosis periddicas. Por ejemplo,
se puede administrar una dosis de la composicién farmacéutica segin la invencién a intervalos cortos, por ejemplo
a diario, cada dos dias, cada tres dias, etc., o preferiblemente a intervalos mds largos, por ejemplo semanalmente,
cada dos semanas, cada tres semanas, mensualmente, etc. Los intervalos también pueden ser variables, para lo que se
han de tener en cuenta principalmente los parametros inmunoldgicos del paciente. Por ejemplo, la administracion de
una composicién farmacéutica segiin la invencién (y en caso dado junto con ella la administracién de la citoquina o
de las citoquinas) puede seguir un esquema de tratamiento de forma que, al principio, el intervalo es mas corto, por
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ejemplo cada dos semanas, y después, en funcién del desarrollo del tratamiento o de los pardmetros inmunoldgicos
del paciente determinados correspondientemente, el intervalo se puede prolongar por ejemplo a una vez al mes. De
este modo, dependiendo del paciente, en particular de su estado y de sus pardmetros inmunoldgicos, se puede emplear
un esquema terapéutico a medida del individuo correspondiente.

Otro objeto de la presente invencién se refiere a un procedimiento para producir la composiciéon farmacéutica
anteriormente definida, que incluye los siguientes pasos:

(a) preparacion de una libreria de ADNCc, o de una parte de la misma, a partir de tejido tumoral de un paciente;

(b) preparacién de una matriz para la transcripcion in vitro de ARN a partir de la libreria de ADNc o de una
parte de ésta; y

(c) transcripcidn in vitro de la matriz.

El tejido tumoral del paciente se puede obtener, por ejemplo, mediante una simple biopsia. No obstante, también se
puede preparar mediante extirpacion quirdrgica del tejido afectado por el tumor. Ademds, la preparacion de la libreria
de ADNc, o de una parte de la misma, segun el paso (a) del procedimiento de produccién de la presente invencién
se puede llevar a cabo después de que el tejido haya sido congelado, preferentemente a temperaturas por debajo de
-70°C, para guardarlo. Para preparar la libreria de ADNc, o de una parte de la misma, en primer lugar se lleva a cabo un
aislamiento del ARN total, por ejemplo de una biopsia de tejido tumoral. Por ejemplo, en Maniatis y col. (véase mds
arriba) se describen procedimientos para ello. Ademas en el mercado se pueden adquirir los kits correspondientes, por
ejemplo de la firma Roche AG (por ejemplo el producto “High Pure ARN Isolation Kit”). A partir del ARN total se
aisla el poli(A*)-ARN correspondiente de acuerdo con un procedimiento conocido por los especialistas (por ejemplo
Maniatis y col., véase mas arriba). En el mercado también se pueden adquirir los kits correspondientes para ello, por
ejemplo el “High Pure ARN Tissue Kit” de la firma Roche AG. A partir del poli(A*)-ARN asi obtenido se prepara
después la libreria de ADNCc (a este respecto véase también por ejemplo Maniatis y col., mds arriba). Los especialistas
también pueden adquirir en el mercado kits para este paso de la preparacion de la libreria de ADNc, por ejemplo
“SMART PCR cADN Synthesis Kit” de la firma Clontech Inc. Las subetapas independientes desde el poli(A*)-ARN
hasta el ADNc de cadena doble estdn representadas esquematicamente en la Figura 11 en relacién con el ejemplo del
procedimiento de acuerdo con el “SMART PCR cADN Synthesis Kit” de la firma Clontech Inc.

De acuerdo con el paso (b) del procedimiento de preparacién arriba descrito, a partir de la libreria de ADNc (o
de una parte de ésta) se sintetiza una matriz para la transcripcién in vitro. De acuerdo con la invencion, esto se lleva
a cabo en particular clonando los fragmentos de ADNc obtenidos en un vector de produccion de ARN adecuado. La
matriz de ADN adecuada y los pldsmidos preferentes seguin la invencion ya han sido indicados més arriba en relacién
con la preparacion del ARNm para la composicién farmacéutica segin la invencion.

Para la transcripcion in vitro de la matriz producida en el paso (b) segtn la invencién, cuando ésta se encuentra en
forma de ADN(c) plasmido circular, primero se linealiza con una enzima de restriccién adecuada. Preferentemente,
antes de la transcripcion in vitro propiamente dicha, el constructo asi cortado se purifica de nuevo, por ejemplo con
mezclas adecuadas de fenol/cloroformo o cloroformo/fenol/alcohol isoamilico. Esto sirve principalmente para asegu-
rar que la matriz de ADN esté libre de proteinas. A continuacion se lleva a cabo la sintesis enzimatica del ARN a partir
de la matriz purificada. Esta subetapa tiene lugar en la mezcla de reaccién correspondiente, que contiene la matriz
de ADN linealizada y libre de proteinas, en un tampén adecuado, al que preferentemente se afiade un inhibidor de
ribonucleasa, utilizando una mezcla de los trifosfatos de ribonucleétidos necesarios (rATP, rCTP, rtUTP y rGTP) y una
cantidad suficiente de una ARN-polimerasa, por ejemplo polimerasa T7. En este proceso, la mezcla de reaccion se
encuentra en agua libre de ARNasas. Preferentemente, en la propia sintesis enzimatica del ARN también se afiade un
anédlogo CAP. Después de una incubacién a 37°C durante el tiempo necesario, por ejemplo 2 horas, la matriz de ADN
se descompone mediante la adicion de ADNasa libre de ARNasa, para lo que preferentemente se vuelve a incubar a
37°C.

Preferentemente, el ARN asi preparado se precipita con acetato de amonio/etanol y, en caso dado, se lava una
o varias veces con etanol libre de ARNasa. Finalmente, el ARN purificado se seca y, de acuerdo con una forma de
realizacién preferente, se recoge en agua libre de ARNasa. Ademads, el ARN asi producido se puede someter a varias
extracciones con fenol/cloroformo o cloroformo/fenol/alcohol isoamilico.

De acuerdo con otra forma de realizacién preferente del procedimiento de preparacion anteriormente definido, sélo
se produce una parte de una libreria de ADNCc total y se transforma en las moléculas de ARNm correspondientes. Por
consiguiente, de acuerdo con la invencién, también se puede utilizar una denominada “libreria de sustraccién” como
parte de la libreria de ADNCc total para preparar las moléculas de ARNm segtin la invencién. Una parte preferente de
la libreria de ADNc del tejido tumoral codifica los antigenos especificos del tumor. En el caso de ciertos tumores ya
se conocen los antigenos correspondientes. De acuerdo con otra forma de realizacidn preferente, en primer lugar (es
decir, antes del paso (a) del procedimiento anteriormente definido) se puede determinar la parte de la libreria de ADNc
que codifica los antigenos especificos del tumor. Preferentemente, esto se lleva a cabo determinando las secuencias de
los antigenos tumorales especificos mediante una asignacién en base a una libreria correspondiente de ADNc de tejido
sano.
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La asignacién segun la invencion incluye principalmente una comparacién del patrén de expresion del tejido sano
con el del tejido tumoral en cuestion. Los patrones de expresion correspondientes se pueden determinar a nivel de 4ci-
do nucleico, por ejemplo con ayuda de experimentos de hibridacién adecuados. Para ello, por ejemplo, las librerias de
ARN(m)o de ADNCc correspondientes de los tejidos se pueden separar en cada caso en geles de agarosa o poliacrilami-
da adecuados, trasladar a membranas e hibridar con las sondas de dcido nucleico adecuadas, preferentemente sondas
de oligonucledtido, que representen los genes correspondientes (Northern-Blot o Southern-Blot). De este modo, una
comparacion de las hibridaciones correspondientes permite determinar qué genes son expresados exclusivamente por
el tejido tumoral o son expresados con mds intensidad dentro de éste.

De acuerdo con otra forma de realizacién preferente, los experimentos de hibridacién mencionados se llevan a
cabo con ayuda de un diagnéstico por microarrays (biomatrices) (uno o mas microarrays). Un microarray de ADN
correspondiente incluye una disposicién definida, en poco espacio o en el menor espacio posible, de sondas de acido
nucleico, en particular sondas de oligonucledtido, por ejemplo representando cada sonda un gen cuya presencia o
ausencia se ha de investigar en la libreria de ARN(m) o de ADNCc correspondiente. En una microdisposicién corres-
pondiente pueden estar representados cientos, miles, incluso decenas y centenares de miles de genes. Para analizar
el patrén de expresion del tejido correspondiente, el poli(A*)-ARN o preferentemente el ADNc correspondiente se
marca con un marcador adecuado, para lo que se utilizan en particular marcadores fluorescentes, y se pone en contacto
con el microarray, bajo condiciones de hibridacién adecuadas. Si una especie de ADNc se une a una molécula de
la sonda presente en el microarray, en particular una molécula de la sonda de oligonucleétido, se observa una sefial
de fluorescencia correspondiente mds o menos intensa, que puede medirse con un aparato de deteccidon adecuado,
por ejemplo un espectrémetro de fluorescencia adecuadamente disefiado. Cuanto mayor sea la representacion de la
especie de ADNc (o ARN) en la libreria, mayor serd la sefial, por ejemplo la sefnal de fluorescencia. El experimento
de hibridacién con microarrays (o varios o muchos de ellos) se lleva(n) a cabo por separado para el tejido tumoral y
para el tejido sano. La diferencia entre las sefiales seleccionadas de los experimentos con microarrays permite deducir
qué genes son expresados de forma exclusiva o incrementada por el tejido tumoral. Por ejemplo en Schena (2002),
Microarray Analysis, ISBN 0-471-41443-3, John Wiley & Sons, Inc., New York, se describen andlisis con microarrays
de ADN de este tipo, quedando incluido en la presente invencién el contenido correspondiente de dicha publicacién
en toda su extension.

Sin embargo, la preparacion de patrones de expresion especificos de tejido tumoral no estd limitada en modo algu-
no al andlisis a nivel de 4cido nucleico. Evidentemente, los especialistas también conocen procedimientos del estado
actual de la técnica que sirven para el andlisis de expresion a nivel de proteinas. En este contexto se han de mencionar,
en particular, las técnicas de electroforesis en gel 2D y espectrometria de masas, pudiendo combinarse ventajosamente
estas técnicas también con biochips de proteina (es decir, microarrays a nivel de proteinas, en los que por ejemplo
un extracto proteinico de tejido sano o de tejido tumoral se pone en contacto con los anticuerpos y/o péptidos apli-
cados sobre el sustrato del microarray). En lo que respecta a los procedimientos de espectrometria de masas, se han
de mencionar principalmente los procedimientos MALDI-TOF (“matrix assisted laser desorption/ionisation-time of
flight”). Las técnicas mencionadas para el andlisis quimico proteinico para la obtencién del patrén de expresion de
tumores en comparacion con tejido sano se describen, por ejemplo, en Rehm (2000) Der Experimentator: Protein-
biochemie/Proteomics, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, 3% edicién, a cuyo contenido correspondiente se
hace referencia explicita expressis verbis en la presente invencién. Ademds, en cuanto a los microarrays de proteinas
se remite de nuevo a las explicaciones al respecto dadas en Schena (2002), véase mas arriba.

Las figuras muestran:

Figura 1: representacién grafica de los resultados de una vacunacién tumoral de ratones (animales transgénicos
con Her-2/neu de rata) que desarrollan espontdneamente cdncer de mama, con ARN. Se muestra la multiplicidad
tumoral en el eje “Y” en funcidén de la edad de los ratones, en el eje “X”. Todos los ratones no tratados (n = 4) que
sirvieron como control presentaban tumores a la edad de 6 meses. A tres ratones se les inyect6 ADN codificador de
Her-2/neu y 10 meses después un ratén estaba libre de tumores. Como control negativo adicional, 4 ratones recibieron
un ARNm antisentido complementario al ARNm para Her-2/neu. Todos estos ratones también presentaban tumores
6 meses después (no mostrado). En cambio, uno de 4 ratones a los que se les habia inyectado ARNm codificador de
Her-2/neu (es decir, la cadena sentido), estaba libre de tumores 9 meses después.

Figura 2: representacion grafica de los resultados de experimentos para la actividad de CTL (linfocitos T citot6-
xicos) especificos de beta-galactosidasa (beta-Gal) mediante la inmunizacién con un ARNm codificador de beta-Gal
bajo la influencia de GM-CSF. Unos ratones BALB/c se inmunizaron mediante inyeccién con 25 pug de ARNm co-
dificador de beta-Gal en el interior del pabellén auricular. Los esplenocitos se estimularon in vitro con proteina beta-
Gal y la actividad de CTL se determind 6 dias después de la estimulacidn in vitro utilizando un ensayo de liberacién
de >'Cr estdndar. Las células diana eran células P815 (H,%) cargadas (M) o no cargadas (A) con el péptido sintético
TPHPA-RIGL, que corresponde al epitope H,* de beta-Gal. En cada caso se trataron dos o tres animales por grupo.
Como control negativo se utilizaron animales a los que sélo se les inyectd via intradérmica un tampén para inyeccion
en ambas orejas. Como control positivo (“ADN”) se utilizaron animales a los que se les inyectaron por via intradér-
mica en ambas orejas 10 ug de un plasmido codificador de beta-Gal en PBS. Los grupos de ensayo recibieron ARN
codificador de beta-Gal, solo o en combinacion con GM-CSF, que se inyecté 24 horas antes de la inyeccion de ARN
(“GM-CSF t-17), 2 horas antes de la inyecciéon de ARN (“GM-CSF t0”) o 24 horas después de la inyeccion de ARN
(“GM-CSF t+17) en el mismo lugar (en los pabellones de las orejas) o en un lugar diferente (via subcutidnea en el
lomo). En cada caso se ensayaron tres relaciones de células efectoras/células diana (200, 44, 10).
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Figura 3: muestra otras representaciones graficas de los resultados de ensayos estdndar ELISA especificos para
IFN-gamma (A) o IL-4 (B), que documentan la produccién de citoquina correspondiente de esplenocitos reestimulados
in vitro con proteina beta-Gal. Unos ratones BALB/c se inmunizaron tal como ya se ha indicado anteriormente en
relacién con la Figura 2. Los esplenocitos se estimularon in vitro con proteina beta-Gal. Después se recogieron los
sobrenadantes de cultivo correspondientes y se determiné la concentracién de IFN-gamma o IL-4 mediante un ensayo
estdndar ELISA.

Figura 4: muestra otras representaciones graficas que demuestran la respuesta de anticuerpos de ratones inmuni-
zados segun la invencién. Unos ratones BALB/c se inmunizaron tal como se indica para la Figura 2. Dos semanas
después de la administracién de refuerzo se extrajo sangre y se obtuvo el suero de la misma. Con ayuda de un ensayo
ELISA se determinaron los anticuerpos IgG1 (A) e IgG2a (B) especificos para beta-Gal. En cada caso, en el eje “Y” se
muestra la extincién (OD) a 405 nm que resulta de la reaccion del sustrato ABTS en el ensayo ELISA. Las extinciones
mostradas son los valores de los que se han restado los valores correspondientes a los ratones tratados con un tamp6n
para inyeccion.

Figura 5: secciones microscopicas tefiidas con X-Gal de orejas de ratones a los que se les habia inyectado via
intradérmica en la oreja ARNm codificador de beta-galactosidasa. Doce horas después de la inyeccién de 25 ug de
ARN en un tampén para inyeccién de HEPES-NaCl, se cortaron las orejas y se prepararon secciones tefiidas con X-
Gal. Las células azules indican una actividad de beta-galactosidasa. Como se puede observar, en las dos secciones sdlo
hay unas pocas células azules.

Figura 6: muestra una seccién correspondiente a la Figura 5 a través de una oreja de un ratén al que se le habia
inyectado en la misma ARNm codificador de beta-galactosidasa estabilizado con protamina. La seccién microscopica
tefiida con X-Gal muestra unas pocas células de color azul.

Figura 7: muestra otras dos secciones a través del pabellon auricular de ratones, habiéndose preparado dos image-
nes por seccién para representar un mayor fragmento. En este caso se inyectd en la oreja ARNm codificador de beta-
galactosidasa en un tamp6n al que se le afadieron 10 U de ARNsin, un inhibidor de ARNasa enzimético de pancreas
(disponible en Roche o Promega), directamente antes de la inyeccién. En comparacién con las secciones de la Figura
5 y la Figura 6 se pueden reconocer claramente mds dreas de color azul, correspondientes a células con actividad de
beta-galactosidasa.

Figura 8: representacion esquematica del plasmido pT7TS, que fue utilizado para la transcripcién in vitro. En los
sitios BgIIl y Spel, cuya posicién relativa entre si estd indicada, se clonaron constructos segun la invencién. El drea
rellena de negro incluye la regién no traducida en 5° del gen de beta-globina de Xenopus laevis, mientras que el area
rellena de gris representa una regién correspondiente no traducida en 3’ del gen de beta-globina de X. laevis. También
se indica la posicion relativa del promotor T7, el sitio PstI utilizado para la secuenciacion, la cola poli(A™) (A3yCsg) y
con una flecha el sentido de transcripcion.

Figura 9: ejemplo de esquema de proceso del desarrollo de una terapia de vacunacién con ARN segtn la invencién
con administraciéon de GM-CFS como apoyo. Al paciente se le administran via intradérmica las moléculas de ARNm
codificador de uno o mas antigenos tumorales (MUC1, Her-2/neu, telomerasa, MAGE-1) o un ARNm codificador
de un antigeno control (Influenza Matrix Protein (IMP), un antigeno viral), los dias 0, 14, 28 y 42. Ademads, un dia
después de la vacunacién con ARN, al paciente se le inyecta via subcutdnea GM-CFS (Leucomax® (100 ug/m?)
de Novartis/Essex Pharma). En caso de una evolucién estable o una respuesta objetiva del tumor (remisién completa
(CR) o remisién parcial (PR)), los pacientes reciben la vacunacion via subcutdnea una vez al mes. Después de la cuarta
inyeccién (dia 49), la respuesta del tumor se evalia por radiologia, quimica de laboratorio o sonograffa, y también se
evaldan los fendmenos inmunolégicos inducidos por la terapia. A partir del dia 70, la terapia de inmunizacién continda
a intervalos de 4 semanas. Los dias 0, 14, 28, 42 y 49 se toman muestras de sangre para determinar los pardmetros de
laboratorio correspondientes, la férmula leucocitaria (Diff-BB), andlisis FACS y citoquinas. El reestadiaje del paciente
se realiza a partir del dia 49 y después en caso dado cada 4 a 8 semanas.

Figura 10: diagrama de flujo de la construcciéon de ARN aut6logo estabilizado de acuerdo con el procedimiento de
preparacion de la presente invencidn. En primer lugar se obtiene el tejido tumoral, por ejemplo por biopsia. Después se
extrae de éste el ARN total. Mediante el poli(A*)-ARN obtenido en la extraccién de ARN se construye una biblioteca
de ADNc. A partir de ésta, después de producir una matriz de ADN correspondiente, se obtiene el ARN autélogo
estabilizado mediante transcripcién in vitro.

Figura 11: esquema de reaccién de los pasos para la produccién de una libreria de ADNc a partir de poli(A*)-ARN,
por ejemplo para el SMART PCR cADN Synthesis Kit de la firma Clontech Inc.

Figura 12: fotografia de un gel de agarosa en la que se puede ver el fraccionamiento de tamafos tipico de una
libreria de ADNc elaborada con tejido de placenta humana. En la pista M se muestra un marcador de longitud con
fragmentos de la longitud indicada a la izquierda. La pista “DS cADN” contiene la biblioteca de ADNc. Los frag-
mentos que corresponden a la fraccién de tamafio prevista (aproximadamente 200 pb a 4.000 pb) se utilizan para la
transcripcion in vitro.
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Figura 13: ejemplo de un plan de tratamiento para la terapia tumoral segiin la invencién, mediante inyeccién de
una libreria de ARNm tumoral, en este caso en combinaciéon con GM-CSF, para pacientes con melanoma maligno.
Para ello se utiliza ARN autélogo estabilizado, producido a partir de tejido tumoral del propio paciente. Al paciente
se le administra via intradérmica este ARN tumoral autélogo amplificado los dias 0, 14, 28 y 42. Ademads, un dia
después de la inyeccién de ARN, al paciente se le inyecta GM-CFS (Leucomax® 100 ug/m? Novartis/Essex Pharma)
via subcutdnea. Dos semanas después de la cuarta inyeccién (dia 56), se evalia la respuesta del tumor mediante
estadiaje (entre otros procesos, sonografia, radiografia de térax, CT, etc.) y también mediante andlisis de los pardmetros
inmunoldgicos inducidos por la terapia. En caso de una evolucion estable de la enfermedad o de una respuesta objetiva
del tumor (CR o PR), el paciente es sometido a otra vacunacion cada cuatro semanas. El dia 126 y después a intervalos
de 12 semanas se realizan otros andlisis de reestadiaje.

Figura 14: esquema del desarrollo general de una terapia con la composicién farmacéutica segtin la invencién con
ARN tumoral autélogo amplificado, es decir, el ARN contenido en la composicién farmacéutica representa una libreria
de ADNc de tejido tumoral. En primer lugar se obtiene una muestra del tejido tumoral, por ejemplo por biopsia. A
partir de este tejido se prepara ARN total y después el poli(A*)-ARN mediante las extracciones correspondientes. A
partir del poli(A*)-ARN se construye una libreria de ADNc, que se clona en un vector adecuado para la transcripcién
in vitro subsiguiente. Después, mediante transcripcion in vitro se obtiene una vacuna de ARN que se le inyecta al
paciente del que fue tomado el tejido tumoral para combatir el tumor.

Los siguientes ejemplos de realizacion describen la invencion mas detalladamente, pero no la limitan.
Ejemplos
Ejemplo 1
Vacunacion tumoral con ARN en el modelo animal
Materiales y métodos

Se preparé un ARNm con caperuza codificador de una version reducida de la proteina Her-2/neu de rata (“ECD-
TM-neu-rata”, que contiene el dominio extracelular y la regién transmembrana, pero no la regioén citoplasmatica),
utilizando la “SP6 mMessagemMachine” (Ambion) con ayuda de un pldsmido que correspondia esencialmente a
la estructura mostrada en la Figura 8, pero que en lugar del promotor T7 contenia un promotor SP6, y en el que
el constructo ECD-TM-neu-rata estaba insertado detrds del promotor SP6-ARN-polimerasa. E1 ARNm preparado se
disolvié en tampodn para inyeccion (NaCl 150 mM, HEPES 10 mM) a una concentracion de 0,8 mg/ml y se mezcl6 con
sulfato de protamina (Sigma) (1 mg de protamina por 1 mg de ARN). Después se inyectaron 50 ul de esta solucién
en los pabellones de las orejas de los ratones (en cada caso 25 ul por oreja). Se realizaron ocho inyecciones a las
edades de 6, 8, 13, 15, 20, 22, 27 y 29 semanas, respectivamente. Como controles se utilizaron ratones a los que se les
administraron las inyecciones correspondientes con tampdn para inyeccion, con ADN plasmido codificador de ECD-
TM-neu-rata o con un ARNm antisentido correspondiente al ARNm segtn la invencion.

Resultados

Unos ratones BalB-neu T hembra (ratones BalB/c que expresan el oncogen Her2/neu de la rata; véase Rovero y
col. (2000) J. Immunol. 165(9): 5133-5142) que desarrollan espontdneamente cidncer de mama fueron inmunizados
con ARN codificador de una version reducida de la proteina Her-2/neu (“ECD-TM-neu-rata” que contiene el dominio
extracelular y la region transmembrana, pero no la regién citoplasmadtica). Como control negativo se utilizaron cuatro
ratones tratados con tampdn para inyeccion. A otro grupo formado por tres ratones se le inyecté ADN codificador de
Her-2/neu reducido. A cuatro ratones se les administré el ARNm codificador del antigeno tumoral Her-2/neu (versién
reducida ECD-TM, véase mas arriba) segtin la invencién. Otro grupo control estaba formado por cuatro ratones a los
que se les inyect6 el ARN antisentido correspondiente. Como muestra la Figura 1, en los animales del grupo control
no tratado se observé una multiplicidad tumoral con un valor medio de 10 después de 26 semanas, presentando todos
los animales tumores de mama palpables a la edad de aproximadamente 20 semanas. En cambio, en el caso de la
inmunizacién con el ARNm codificador de ECD-TM-neu-rata se observa una clara desaceleracién de la formacién de
carcinomas, en particular hasta llegar a la edad de 30 semanas no se alcanza una multiplicidad tumoral de 10. También
se reduce el tamafio de los tumores (no mostrado). Uno de los 4 ratones tratado con el ARNm segtin la invencién
seguia estando libre de tumores después de 9 meses. Todos los ratones del grupo al que se le habia inyectado el ARNm
antisentido presentaban tumores a la edad de 6 meses. Los ratones del grupo comparativo al que se le habia inyectado
ADN plasmido codificador de la versién reducida de Her-2/neu también mostraban una formacién de carcinomas mas
lenta que la del grupo control no tratado (véase también en relacidn con experimentos correspondientes con inyeccién
intramuscular de ADN pldsmido: Di Carlo y col. (2001) Clin. Cancer Res. 7(3* suplemento): 830s-837s), pero la
formacion de carcinomas hasta la semana 27 no se habia desacelerado tanto como en el caso de la inmunizacién con
ARNmMm codificador de la version reducida de Her2/neu. Ademas, en la inmunizacién con ADN se han de tener en
cuenta las desventajas anteriormente mencionadas, en particular el peligro de integracién del ADN en el genoma, la
formacién de anticuerpos anti-ADN, etc.
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Ejemplo 2
Influencia de la GM-CFS en la vacunacion con ARN
Materiales y métodos

Ratones

Se adquirieron ratones BALB-c AnNCrIBR (H-2¢) (hembra) de 6-10 semanas de edad de Charles River (Sulzfeld,
Alemania).

Pldasmidos y preparacion de ARN

El marco de lectura abierta (ORF) (LacZ) codificador de beta-galactosidasa flanqueado por secuencias no traduci-
dasen 5’ y 3’ del gen de beta-globina de X. laevis se insert6 en el plasmido T7TS (P.A. Creek, Austin, TX, USA) para
producir el plasmido pT7TS-kozak-5" beta gl-lacZ-3” beta gl-A30C30 (véase Hoerr y col. (2000) Eur. J. Immunol.
30: 1-7). En la Figura 8 se representa esquemadticamente la estructura general del plasmido pT7TS flanqueado por las
secuencias no traducidas en 3’ y 5° del gen de beta-globina de X. laevis.

El plasmido asi producido se linealiz6 con Pst I 'y se sometio a transcripcidn in vitro utilizando el kit m-Messagem-
MachineT7 (Ambion, Austin, TX USA). El ARN producido se purificé mediante precipitacion en LiCl, extraccién
con fenol/cloroformo y precipitacion en acetato de amonio. Finalmente, el ARN purificado se resuspendié en tampén
para inyeccién (NaCl 150 mM, HEPES 10 mM) a una concentracién de 0,5 mg/ml.

Medios y cultivo celular

Se cultivaron células P815 y P13.1 en RPMI 1640 (Bio-Whittaker, Verviers, Bélgica) complementado con un 10%
de suero bovino fetal inactivado por calor (FCS) (PAN systems, Alemania), L-glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina
y 100 mg/ml de estreptomicina.

Se mantuvieron cultivos de CTL en un medio RPMI 1640 complementado con un 10% FCS, L-glutamina 2 mM,
100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina, beta-mercaptoetanol 0,05 uM, 50 mg/ml de gentamicina, ami-
nodcidos no esenciales MEM (100 x) y piruvato de sodio 1 mM. Los CTL se reestimularon durante una semana con
1 mg/ml de proteina de beta-galactosidasa (Sigma, Taufkirchen, Alemania). El cuarto dia se retiraron cuidadosamente
con una pipeta 4 ml del sobrenadante del cultivo y se sustituyeron por un medio fresco que contenia 10 U/ml de rIL-2
(concentracion final).

Inmunizacion

3 ratones BALB/c por grupo se anestesiaron via intraperitoneal con 20 mg de pentobarbital/ratén. Después, en
ambas orejas de los ratones se inyectaron via intradérmica 25 mg de ARNm codificador de beta-galactosidasa (beta-
Gal) en tampdn de inyeccién (NaCl 150 mM, HEPES 10 mM). En algunos casos se inyect6 adicionalmente factor de
estimulacién de colonia de granulocitos macréfagos (GM-CFS) 24 horas o 2 horas antes de la inyeccion de ARN o
24 horas después de la misma, en el mismo lugar o en un sitio de inyeccién diferente (en la oreja o subcutdnea en el
lomo). Como control positivo, a algunos animales se les inyectaron, en cada caso via intradérmica, en las dos orejas
10 mg de un ADN plasmido codificador de beta-Gal en PBS. Como control positivo se utilizé un grupo de animales
a los que sélo se les administré tampén de inyeccidn via intradérmica en las dos orejas. Dos semanas después de la
primera inyeccion se administré una inyeccion de refuerzo en cada caso del mismo modo que la primera inyeccion.
Dos semanas después de la inyeccién de refuerzo se tomaron muestras de sangre, los ratones fueron sacrificados y se
les extirp6 el bazo.

Ensayo de liberacion de ' Cr

Los esplenocitos obtenidos del bazo se estimularon in vitro con proteina beta-Gal y 6 dias después se determind
la actividad de CTL utilizando un ensayo estdndar de *'Cr de 6 horas tal como se describe en Rammensee y col.
(1989) Immunogenetics 30:296-302. En resumen, las células dianas se marcaron con >'Cr y se cargaron con el péptido
TPHPARIGL durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacién conjunta de células efectoras y
células diana (con tres relaciones diferentes en cada caso células efectoras:células diana = 200, 44 y 10) en placas
redondas de 96 pocillos durante 6 horas, se dispusieron con pipeta 50 ml de 200 ml de sobrenadante de cultivo en una
placa de escintilacién Luma (Packard) de 96 pocillos y, después del secado, se midié la radiactividad con un contador
de escintilacién (1405 Microbeta Plus). La liberacion especifica porcentual se determing a partir de la cantidad de >'Cr
liberado en el medio (A) menos la liberacién espontdnea (B) dividido por la liberacidn total (C) (utilizando Triton X-
100) menos la liberacién espontanea (B): porcentaje de lisis especifica = 100 (A-B)/(C-B).

ELISA de citoquina

Cuatro dias después de la reestimulacion con proteina beta-Gal, el sobrenadante del cultivo de esplenocitos se retird
con pipeta y se guardé a -50°C hasta su utilizacién. Sobre unas placas MaxiSorb (Nalge Nunc InteARNtional, Nalge,
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Dinamarca) se dispusieron con una pipeta a lo largo de la noche, a 4°C, 100 ml de anticuerpo captador antirratén-
anti-IFN-gamma o -IL-4 (Becton Dickenson, Heidelberg, Alemania) a una concentracién de 1 mg/ml en tamp6n de
revestimiento (0,02% NaN, Na,CO; 15 mM, NaHCO; 15 mM, BH 9,6). Después de tres lavados con tampén de lavado
(0,05% Tween 20 en PBS), las placas se saturaron con 200 ml de tampén de bloqueo (0,05% Tween 20, 1% BSA en
PBS) durante 2 horas a 37°C. Después de tres lavados con tampén de lavado, 100 ml del sobrenadante del cultivo
celular se incubaron durante 5 horas a 37°C. A continuacion las placas se lavaron cuatro veces con tampén de lavado
y se afiadieron con pipeta 100 ml de anticuerpo de deteccién antirratén-anti-IFN-gamma o -IL-4 (Becton Dickenson,
Heidelberg, Alemania) por pocillo a una concentracién de 0,5 mg/ml en tamp6n de bloqueo, y se incubaron durante
1 hora a temperatura ambiente. Después de tres lavados con tampoén de lavado, se afiadieron a cada pocillo 100 ml
de una dilucién 1/1.000 de Spreptavidin-HRP (BD Biosciences, Heidelberg, Alemania). Después de 30 minutos a
temperatura ambiente, las placas se lavaron tres veces con el tampdn de lavado y dos veces con agua bidestilada. A
continuacién se afladieron a cada pocillo 100 ml del sustrato de ABTS. Después de 15 - 30 minutos a temperatura
ambiente se midio la extincidén a 405 nm con un lector Sunrise-ELISA (Tecan, Crailsheim, Alemania).

ELISA de anticuerpos

Dos semanas después de la inyeccion de refuerzo se tomé sangre de los ratones a través de la vena orbital y se
prepar6 suero sanguineo. Sobre unas placas Maxisorb (Nalge Nunc InteARNtional, Nalge, Dinamarca) se dispusieron
con pipeta, durante 2 horas a 37°C, 100 ml de proteina beta-Gal a una concentracién de 100 mg/ml en un tampén de
revestimiento (Tris-HCI1 0,05 M, NaCl 0,15 M, CaCl, 5 mM, pH 7,5). Después, las placas se lavaron tres veces con
200 ml de tamp6n de lavado (Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,15 M, EDTA 0,01 M, 0,1% Tween 20, 1% BSA, pH 7,4) y
se saturaron con proteina con 200 ml de tampdn de lavado a lo largo de la noche a 4°C. Las placas se lavaron tres
veces con el tampén de lavado y se afiadieron sueros sanguineos a una dilucién de 1/10, 1/30 6 1/90 en tampdn de
lavado. Después de 1 hora a 37°C, las placas se lavaron tres veces con el tamp6n de lavado y se anadieron 100 ml de
diluciones 1/1.000 de anticuerpos cabra-antirratén-IgG1 o -IgG2a (Caltag, Burlington, CA, USA). Después de 1 hora
a temperatura ambiente, los pocillos se lavaron tres veces con tampodn de lavado y se afiadieron 100 ml de sustrato de
ABTS a cada pocillo. Después de 15 - 30 minutos a temperatura ambiente, se midié la extincién a 405 nm con un
lector Sunrise-ELISA (Tecan, Crailsheim, Alemania).

Resultados y discusion

Se comprobd que la inyeccién directa de ARN codificador de beta-galactosidasa en la oreja de ratones provoca
una respuesta inmune anti-beta-galactosidasa esencialmente de tipo Th2: en esplenocitos estimulados con beta-galac-
tosidasa procedentes de ratones a los que se les habia inyectado ARN codificador de beta-galactosidasa se constata
una produccién de inmunoglobulinas anti-beta-galactosidasa de tipo IG1 (Figura 3A) y una secrecién de IL-4 (Figura
2 B). Para aumentar la eficiencia de la vacuna de ARN, se administré adicionalmente la citoquina GM-CFS. Esta
citoquina aumenta la eficiencia de algunas vacunas de ADN. Ademads se comprobé que el momento de la inyeccién
de GM-CFS en comparacién con la inyeccion de ADN influye en el tipo de la respuesta inmune (Kusakabe (2000)
J. Immunol. 164: 3102-3111). De acuerdo con la invencién se comprob6 que la GM-CFS puede reforzar la respuesta
inmune provocada por una vacunacién con ARN. La inyeccién de GM-CFS un dia antes de la inyecciéon de ARN
apenas influye en la intensidad o en el tipo de la respuesta inmune. En cambio, la inyeccién de GM-CFS 2 horas antes
de la inyeccién del ARN refuerza la respuesta inmune (véase en la Figura 2 la liberacién de IL-4 correspondiente a los
2 ratones a los que se les habia inyectado GM-CFD en el tiempo T = 0), pero no influye en la polaridad de Th2. Sin
embargo, si se inyecta GM-CFS un dia después de la vacuna de ARN en el mismo lugar o en un lugar diferente (no
mostrado), no sélo se refuerza la respuesta inmune en conjunto (véase la respuesta de anticuerpos en la Figura 3), sino
que la respuesta inmune se polariza al tipo Th1l (véase la produccién de IFN-gamma por esplenocitos estimulados con
proteina beta-Gal en la Figura 2A, la produccién de anticuerpos IgG2a contra beta-Gal en la Figura 3B y la produccién
de CTL activados en la Figura 1). La inyeccién de GM-CFS unos minutos o unas horas después de la inyeccion de
ARN deberia tener el mismo efecto (refuerzo y polarizacion) en la respuesta inmune.

Ejemplo 3
Efecto del inhibidor de ARNasa en la expresion de ARNm in vivo

Un ARNm desnudo o asociado o complejado con protamina codificador de beta-galactosidasa (preparado tal como
se indica en el Ejemplo 2) se inyect6 en el pabellén auricular de ratones en una cantidad de 25 mg de ARN en tamp6n de
inyeccién (NaCl 150 mM, HEPES 10 mM). A otros ratones se les inyect6 el ARNm codificador de beta-galactosidasa
junto con 10 U del inhibidor de ARNasa ARNsin (un inhibidor de ARNasa enzimético extraido de pancreas, adquirible
en Roche o Promega). El inhibidor de ARNasa se mezclé directamente con la solucién de ARN antes de la inyeccion.
Doce horas después se cortaron las orejas a los ratones. Se prepararon secciones microscopicas de los pabellones
auriculares, que se tifieron con X-Gal. La inyecciéon de ARNm desnudo o asociado con protamina conduce a una
actividad detectable de beta-galactosidasa en unas pocas células de las secciones microscopicas correspondientes
(células azules en las Figuras 5 y 6). Por consiguiente, algunas células han absorbido el ARN exégeno y lo han
traducido a la proteina. Cuando el ARNm codificador de beta-galactosidasa estaba protegido con el inhibidor de
ARNasa ARNsin se observaban muchas mas células azules que en el caso del ARN desnudo o asociado con protamina
(Figura 7). Dado que el ARNsin inhibe las ARNasas, la vida media de las moléculas de ARNm inyectadas se prolonga
in vivo en los lugares en los que el entorno (tejido intersticial) estd contaminado con ARNasas. Esta estabilizacién
del ARN conduce a una mayor absorcién por las células del entorno y, con ello, a un refuerzo de la expresion de la
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proteina codificada por el ARN exdgeno. Por consiguiente, este fendmeno también se puede utilizar para reforzar una
respuesta inmune contra un antigeno codificado por el ARNm inyectado.

Ejemplo 4
Vacunacion con ARN en caso de pacientes con enfermedades malignas
Introduccion

Los linfocitos T citotéxicos (CTL) reconocen antigenos como péptidos cortos (8-9 aminoécidos) que son expresa-
dos en la superficie celular unidos a glicoproteinas MHC de clase I (1). Estos péptidos son fragmentos de moléculas
albuminoides intracelulares. Sin embargo, existen indicios de que también existen antigenos absorbidos de forma ex6-
gena por macropinocitosis o fagocitosis, que pueden conducir a la respuesta inmune dependiente de células T CD8".
Las proteinas se disocian en proteosomas. Los péptidos formados en este proceso son transportados desde el citosol
hasta el lumen del reticulo endoplasmadtico y se unen a moléculas MHC de clase I.

Las protefnas asi procesadas son transportadas en forma de complejo de péptido/MHC-clase I a la superficie de
la célula y presentadas a los CTL. Este proceso tiene lugar en cada célula, lo que permite al sistema inmunitario
un control preciso de cada célula individual en cuanto a la presencia de proteinas exdgenas o de proteinas modifi-
cadas o embrionales, independientemente de si proceden de gérmenes patogenos intracelulares, oncogenes o genes
desregulados. De este modo, los linfocitos citotoxicos puede reconocer y lisar células infectadas o neoplasicas (2, 3).

Estos ultimos afios se ha logrado aislar diferentes antigenos asociados a tumores (TAA) y péptidos que son recono-
cidos por CTL y que, en consecuencia, conducen a la lisis de células tumorales (21-27). Estos TAA pueden estimular
células T e inducir CTL especificos de antigenos cuando son expresados en forma de complejo de molécula HLA y
péptido en células presentadoras de antigeno (APC).

En numerosos estudios realizados principalmente en pacientes con melanoma maligno se ha demostrado que, con
el avance de la enfermedad tumoral, las células malignas pierden la expresion de TAA. Algo parecido se observa en
la vacunacién con antigenos tumorales individuales. En las terapias de vacunacioén también se puede producir una
seleccidn de células tumorales, lo que permite eludir el sistema inmunitario y una progresion de la enfermedad a pesar
de la terapia. La utilizacion de varios antigenos tumorales diferentes, como estd previsto en el plan de tratamiento
segun la invencién del presente ejemplo, ha de evitar una seleccién de células tumorales y, con ello, que las células
malignas eludan el sistema inmunitario por pérdida de antigenos.

Recientemente se ha desarrollado un método con el que se pueden transfectar DC con ARN de un plasmido que
codifica un antigeno tumoral (Nair y col., 1998, Nair y col., 2000). La transfeccién de DC con ARN para CEA o
telomerasa condujo a la induccién de CTL especificos de antigenos. Este procedimiento permite inducir CTL y lin-
focitos T coadyuvantes contra varios epitopes en diferentes moléculas HLA de un antigeno tumoral. Otra ventaja de
esta estrategia consiste en el hecho de que no requiere previamente la caracterizacién de los antigenos tumorales o
epitopes, ni la definicién del haplotipo de HLA del paciente. Mediante una vacuna polivalente de este tipo se podrian
reducir claramente las probabilidades de la aparicién de los llamados fenémenos de “tumor escape” clonales. Ademas,
mediante este planteamiento se podrian inducir respuestas inmunes dependientes de células T contra antigenos proce-
sados y presentados de forma natural, eventualmente con mayor inmunodominancia. La respuesta inmune especifica
de tumor inducida se podria reforzar y mantener durante mds tiempo mediante la participacién adicional de epitopes
restringidos por MHC de clase II.

Mais abajo se muestra un ejemplo de un esquema de tratamiento seguin la invencidén para la vacunacién tumoral
de pacientes con enfermedades malignas avanzadas (carcinomas de mama, de ovario, colonrectal, de pancreas y de
células renales). Un ARN preparado a partir de plasmidos codificadores de los antigenos tumorales MUC1, Her-2/neu,
telomerasa y MAGE-1 y también proteina de matriz de gripe (IMP) (control positivo) se administré via intradérmica
a pacientes con las enfermedades malignas arriba mencionadas. De este modo se posibilita una induccién de CTL in
vivo para evitar la progresion de la enfermedad o para provocar una reversién de la misma. Los antigenos tumorales
mencionados son expresados en las células malignas de carcinomas de mama, de ovario, colonrectal, de pancreas y de
células renales.

De acuerdo con el plan de tratamiento (véanse las siguientes explicaciones al respecto y también la Figura 9), las
especies de ARN preparadas en el laboratorio, que codifican CEA, MUCI1, Her-2/neu, telomerasa, Mage-1 e IMP,
son administradas via intradérmica a los pacientes, en primer lugar, 4 veces los dias 0, 14, 28 y 42. Ademds, a los
pacientes se les administra via subcutdnea GM-CSF (Leucomax®, 100 ug/m?, Novartis/Essex Pharma) en cada caso
un dia después de la vacunacién con ARN.

El tratamiento segtn la invencion consiste en una carga de inmunizacién que sélo requiere intervenciones minimas
en el paciente (inyeccién). La terapia es ambulatoria y es adecuada para muchos pacientes de tumores sin limitarse
a determinados tipos de HLA o epitopes de células T definidos. Ademas, mediante esta terapia se pueden inducir
coadyuvantes T CD4* policlonales y también CTL CD8".
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Plan de tratamiento

A los pacientes se les administran los ARN codificadores de varios antigenos tumorales (MUC1, Her-2/neu, telo-
merasa, MAGE-1) y de un antigeno control, la proteina de matriz de gripe (IMP, antigeno viral), via intradérmica, los
dias 0, 14, 28 y 42. Ademds, los pacientes reciben via subcutdnea GM-CSF (Leucomax® (100 pg/m?) Novartis/Essex
Pharma) en cada caso un dia después de la vacunacién con ARN. En caso de una evolucién estable de la enfermedad
o de una respuesta objetiva del tumor (remisién completa (CR) o remision parcial (PR)), los pacientes opcionalmente
reciben la vacunacion via subcutdnea una vez al mes. Después de la cuarta inyeccidn (dia 49), la respuesta del tumor
se evalda por radiologia, quimica de laboratorio y/o sonografia, y también se evalian los fendmenos inmunolégicos
inducidos por la terapia.

A partir del dia 70, la terapia de inmunizacién continda a intervalos de 4 semanas.

Los dias 0, 14, 28, 42 y 49 se toman muestras de sangre para laboratorio, Diff-BB, andlisis FACS y citoquinas (en
total 50 ml). El reestadiaje del paciente se realiza a partir del dia 49 y después, si es el caso, cada 4 a 8 semanas.

El plan de tratamiento estd representado esquemdticamente en la Figura 9.

Laboratorio: Coagulacidn, electrélitos, LDH, 82-M, CK, enzimas hepaticas, bilirrubina, creatinina, acido drico,
albumina total, coagulacién, CRP, marcadores tumorales (Ca 12-5, Ca 15-3, CEA, Ca 19-9): 15 ml
sangre

Diff-BB: Férmula leucocitaria con frotis (5 ml EDTA-sangre)

Citoquinas: 10 ml suero

FACS: 10 ml heparina-sangre

ELlIspot: 20 ml heparina-sangre

Multitest: Analisis de la reaccion DTH

DTH: (En inglés: “delayed type hypersensitivity”, reaccién dependiente de células T retardada) Analisis

de la reaccién al ARN administrado via intradérmica. En caso de reaccién DTH positiva se ha de
realizar adicionalmente una biopsia cutdnea (para ello no se requiere anestesia local).

Preparacion de ARN a partir de pldsmidos

Para la produccién de una vacuna basada en ARNm s6lo se requieren precursores sintetizados quimicamente y
precursores purificados de bacterias. Preferentemente, esto se lleva a cabo en una unidad de produccién de ARN con
equipamiento especial. Esta se encuentra en un espacio cerrado declarado como zona libre de ARNasa, es decir, en
él no se pueden realizar trabajos con ARNasa (por ejemplo la purificacién de pldsmidos). Ademds, constantemente se
comprueba la contaminacion con ARNasas naturales. Este espacio estd equipado con aparatos nuevos (refrigeradores a
4°C y -20°C, bloque térmico, banco estéril, centrifuga, pipetas) que nunca han sido utilizados para trabajos biolégicos
o clinicos. Esta unidad de produccién de ARN se utiliza exclusivamente para la produccién enzimatica (transcripcién
in vitro) de ARNm (excluyendo los trabajos bacterianos, virales o de cultivo celular). El producto final incluye una
solucién de ARN estéril en tampon HEPES/NaCl. En un gel de formaldehido-agarosa se llevan a cabo andlisis de
calidad. Ademads, la concentracién de ARN y la proporcion de proteinas se determinan por fotometria (ODsyy < 0,1;
relacion OD,4,/ODog > 1,8 con ARN puro). En el ensayo LAL se analiza la posibilidad de contaminacién por LPS.
Todas las muestras de ARN se someten a filtracién estéril antes de ser administradas.

Constructos de pldsmido

Los genes elegidos (CES, Mucinl, Her-2/neu, telomerasa, Mage-A1l y matriz de gripe) se amplifican por PCR em-
pleando enzimas termoestables de alto rendimiento (pfu, Stratagene). Los genes proceden de ADNc tumoral (Mucinl,
Her-2/neu, telomerasa) o han sido clonados en vectores bacterianos (matriz de gripe y MAGE-A1). Los fragmentos
de PCR se cortan con enzimas de restriccion (Mucinl: BglII-Spel; Her-2/neu: HinDIIIblunt-Spel; telomerasa: BglII-
Spel; MAGE-A1: BamHI-Spel; proteina de matriz de gripe: BgllI-Spel) y el plasmido T7TS (véase la Figura 8) se
clona a través de los sitios de restricciéon BglIl y Spel. Mediante el Endo-free Maxipreparation Kit (Qiagen, Hilden,
Alemania) se obtienen plasmidos de alta pureza. La secuencia del vector se controla y documenta a través de una
secuenciacion de cadena doble del promotor T7 hasta el sitio Pstl. Para la transcripcion in vitro se utilizan los plasmi-
dos cuya secuencia genética insertada es correcta y no presenta mutaciones (Control sobre las secuencias publicadas:
nimeros de acceso: M11730 para Her-2/neu, NM_002456 para MUC1, NM_003219 para telomerasa TERT, V01099
para matriz de gripe y M77481 para MAGE-A1.)
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Transcripcion in vitro
Produccion de ADN lineal libre de proteinas

500 ug de cada plasmido se linealizan en un volumen de 0,8 ml mediante digestion con la enzima de restriccion
PstI en un recipiente de reacciéon Eppendorf de 2 ml. Este constructo cortado se lleva a la unidad de produccion de
ARN. Al ADN linealizado se le afiade 1 ml de una mezcla de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. El recipiente de
reaccion se somete a vortice durante 2 minutos y se centrifuga durante 3 minutos a 15.000 rpm. Después se retira la
fase acuosa y se mezcla con 0,7 ml de 2-propanol en un recipiente de reaccion de 2 ml. Este recipiente se centrifuga
durante 15 minutos a 15.000 rpm, el sobrenadante se desecha y se afiade 1 ml de etanol al 75%. El recipiente de
reaccion se centrifuga durante 10 minutos a 15.000 rpm y se retira el etanol. El recipiente se centrifuga de nuevo
durante 2 minutos y los restos de etanol se retiran con una jeringa de microlitro. La pella de ADN se disuelve después
a 1 pug/ml en agua libre de ARNasa.

Sintesis enzimdtica del ARN

En un tubo Falcon de 50 ml de prepara la siguiente mezcla de reaccién: 100 pug de ADN linealizado libre de
proteinas, 1 ml 5x tampén (Tris-HCI 200 mM (pH 7,9), MgCl, 30 mM, espermidina 10 mM, NaCl 50 mM, DTT 50
mM), 200 ul de inhibidor de ribonucleasa (ARNasa) (recombinante, 5.000 U), 1 ml de tNTP-Mix (ATP, CTP, UTP,
en cada caso 10 mM; GTP 2 mM), 1 ml de andlogo CAP (8 mM), 150 ul polimerasa T7 (3.000 U) y 2,55 ml de agua
libre de ARNasa. El volumen total es de 5 ml. La mezcla se incuba durante 2 horas a 37°C. Después se afiaden 100
U de ADNasa libre de ARNasa, y la mezcla se incuba de nuevo durante 30 minutos a 37°C. La matriz de ADN se
descompone enzimaticamente en este proceso.

Descripcion y procedencia de los componentes individuales

Polimerasa T7: purificada a partir de una cepa de E. coli que contiene un plasmido con el gen para la polimerasa.
Esta ARN-polimerasa utiliza como sustrato Ginicamente secuencias promotoras del fago T7; firma Fermentas.

NTP: sintetizado quimicamente y purificado a través de HPLC. Pureza por encima del 96%; firma Fermentas.

Andlogo CAP: sintetizado quimicamente y purificado a través de HPLC. Pureza por encima del 90%; Institut fiir
Organische Chemie de la Universidad de Tiibingen.

Inhibidor de ARNasa: ARNGsin, para inyeccion, producido de forma recombinante (E. coli); firma Promega.
ADNasa: Pulmozym® (“dornase alfa”); firma Roche.
Purificacion

El ARN tratado con ADNasa se mezcla con 20 ml de una solucién de 3,3 ml de NH,OAc 5SM mas 16,65 ml de
etanol. La mezcla se incuba durante 1 hora a -20°C y se centrifuga durante 1 hora a 4.000 rpm. Después se retira el
sobrenadante y la pella se lava con 5 ml de etanol libre de ARNasa al 75%. El recipiente se centrifuga de nuevo a 4.000
rpm durante 15 minutos y se retira el sobrenadante. El recipiente se vuelve a centrifugar bajo las condiciones arriba
indicadas y el etanol restante se retira con una jeringa de microlitro. A continuacién se abre el recipiente de reaccién
y la pella se seca bajo un banco estéril en el entorno estéril.

Al ARN seco se le afiade 1 ml de agua libre de ARNasa. La pella se incuba a 4°C durante como minimo 4 horas.
Dos ul de la solucién acuosa se someten a un andlisis cuantitativo (determinacién de la absorcién UV a 260 nm). A
1 ml de solucién acuosa de ARN se afiaden 2 ml de una solucién de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. La mezcla
se somete a vortice durante 2 minutos y se centrifuga durante 2 minutos a 4.000 rpm. La fase acuosa se retira con una
pipeta de microlitro y se traslada a otro recipiente de reaccidon. Después se afladen 4 ml de una solucién de 0,66 ml
de NH,OAc 5M mas 3,33 ml de etanol. La mezcla se incuba durante 1 hora a -20°C y se centrifuga durante 1 hora a
4.000 rpm. El sobrenadante se retira y la pella se lava con etanol libre de ARNasa al 75%. El recipiente se centrifuga
de nuevo durante 15 minutos a 4.000 rpm y se retira el sobrenadante. El recipiente se vuelve a centrifugar bajo las
condiciones arriba indicadas y el etanol restante se retira con una jeringa de microlitro. A continuacion se abre el
recipiente de reaccidn y la pella se seca bajo un banco estéril en el entorno estéril.

El ARN se disuelve en agua libre de ARNasa y se ajusta a una concentracién de 10 mg/ml. La solucién se incuba
durante 12 horas a 4°C. Mediante adicién de tampdn de inyeccién (NaCl 150 mM, HEPES 10 mM) se llega a una
concentracion final de 2 mg/ml. Preferentemente, el producto final se somete a filtracién estéril bajo condiciones GMP
antes de su uso.

Administracion del ARN

Cada paciente recibe en dos lugares diferentes una inyeccién intradérmica (i.d.) de 150 ul de la solucién de inyec-
cién, que contiene en cada caso 100 ug de ARNm codificador de antigeno (CEA, Her-2/neu, MAGE-A1, Mucin 1,
telomerasa, proteina de matriz de gripe).
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Después de la inmunizacién primaria se lleva a cabo una inmunizacién de refuerzo cada 14 dias, para repetir
después las vacunaciones a intervalos de un mes. En cada caso, un dia después de la inyecciéon de ARN se administra
adicionalmente a los pacientes GM-CSF (Leucomax®, Sandoz/Essex Pharma) via subcuténea (s.c.).

Si se produce una respuesta clinica o una estabilizacién de la enfermedad, esta terapia se continda a intervalos de
un mes.

Otros andlisis inmunologicos in vitro (opcional)
Andlisis por citometria de flujo de PMBC para cuantificar precursores de CTL;
ensayo de liberacién de 'Cr;
nivel de receptores solubles y citoquina en el suero;

reaccion DTH (reaccién cutdnea al ARN inyectado via intradérmica, “delayed type hypersensitivity”, reaccién
dependiente de células T); y

muestras de biopsia cutdnea del sitio de inyeccidn para andlisis histolégico de infiltracion de células T (patologia).
Pardmetros para la evaluacion de la eficacia

Para poder responder a la cuestion de la eficacia de esta terapia inmunolégica se recurre a la induccién de células
T especificas de tumor y a una remisiéon mensurable del tumor. Como pardmetros se utilizan reacciones de células
T medidas in vitro e in vivo y también las variaciones de tamafio de manifestaciones tumorales registrables en dos
dimensiones o pardmetros de desarrollo de quimica de laboratorio.

La remision objetiva se define como la mejor respuesta en forma de remisiéon completa o parcial, correspondien-
temente a los criterios indicados mds abajo. La tasa de remisién se calcula a partir de la relacién entre la cantidad de
pacientes con remision objetiva y la cantidad total de pacientes evaluados.

Como respuesta inmunoldgica a la terapia se evalia un cambio en el estado inmunitario, determinado por tipifica-
cién inmunitaria de células mononucleares periféricas, un aumento de la frecuencia de precursores de CTL especificos
de antigeno en sangre periférica y la induccién de una actividad continua de células T especificas de tumor. Para ello
se establecen cultivos de induccién in vitro para activar CTLs especificos tumorales.

Criterios de remision (segiin UICC)

Remisién completa (CR):  Reversion completa de todas las manifestaciones tumorales mensurables, documen-
tada mediante 2 andlisis de control separados por un intervalo de tiempo de como
minimo 4 semanas.

Remisién parcial (PR): Disminucién de la magnitud de la suma de las medidas de superficie (producto de dos
didametros de tumores o medida lineal de lesiones mensurables de modo unidimensio-
nal de todos los diagndsticos tumorales en un 50% durante como minimo 4 semanas).
Sin aparicién de nuevas manifestaciones tumorales ni progresién de diagndsticos tu-
morales.

“No Change” (NC)

(sin cambios): Reduccion de todas las manifestaciones tumorales mensurables en menos de un 50%
o aumento de un diagnéstico tumoral.

Progresién (PD): Aumento de la magnitud de los pardmetros tumorales como minimo en un foco o
aparicién de una nueva manifestacién tumoral.
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Ejemplo 5
Vacunacion con ARN tumoral autélogo amplificado en caso de pacientes con melanoma maligno
Introduccion

La incidencia del melanoma maligno ha aumentado mucho en todo el mundo en los tltimos afios. Si en el momento
del establecimiento del diagnéstico la enfermedad por melanoma ya estd en estadio de metastasis, actualmente no
existe ninguna terapia que influya positivamente con seguridad suficiente en la evolucion posterior de la enfermedad.

Las terapias de vacunacién realizadas hasta la fecha utilizando células dendriticas requieren mucho trabajo de
laboratorio, elevados costes y mucho tiempo debido a la complejidad de cultivo de las células (condiciones GMP).
Ademds, hasta ahora los estudios se han concentrado predominantemente en antigenos asociados a tumores (TAA)
conocidos, por ejemplo Melan-A o tirosinasa.

Una serie de fendmenos inmunoldgicos diferentes, entre otros la aparicién de regresiones tumorales espontineas
o la involucién espontdnea de metdstasis, han hecho del melanoma el candidato prioritario para la prueba de anélisis
inmunoterapéuticos (Parkinson y col., 1992). Ademads de los ensayos de estimulacién no especifica del sistema inmune
mediante interleuquina-2, extractos de muérdago, BCG e interferones, que hasta la fecha no han conducido a ningtin
progreso decisivo en la terapia de enfermedades tumorales avanzadas, estos dltimos afios se ha seguido principalmente
la estrategia de la induccién de diferentes linfocitos T citotéxicos (CTL) altamente especificos. Estos CTLs son ca-
paces de reconocer y matar células de melanoma autélogas (Boon y col., 1994; Houghton, 1994). El resultado de la
investigaciones de este proceso indica que los CTLs reconocen péptidos definidos junto con moléculas MHG de clase
I. La presentacién de péptidos por células presentadoras de antigeno (APC) es la via fisioldgica para la generacién
de respuestas inmunes especificas por linfocitos (Rammensee, 1993). Las células dendriticas han resultado ser poten-
tes células presentadoras de antigeno que conducen a una induccién de la respuesta inmune por dos vias: la primera
consiste en la presentacion directa de péptidos frente a linfocitos T CD8* y la activacién de los mismos (Schuler &
Steinmann, 1985; Inaba y col., 1987; Romani y col., 1989), la segunda consiste en la generacién de una respuesta
inmune protectora mediada por linfocitos coadyuvantes CD4*, que supone una presentacién de péptidos a través de
moléculas MHG de clase I (Grabbe y col., 1991, 1992, 1995).

De este modo, mediante el andlisis de péptidos se han podido identificar diferentes antigenos asociados a tumo-
res (TAA) que son especificos para el melanoma y que, después de la presentacién junto con la molécula MHC y
reconocimiento por los CTLs, conducen a la cit6lisis de las células tumorales (Schadendorf y col., 1997, pdginas 21-
27).

En el marco de un estudio piloto con pacientes de melanoma se ha ensayado la utilizacién de células dendriticas
aut6logas en cuanto a su potencial para inducir linfocitos T citotéxicos de forma eficaz, rdpida y segura. En este
estudio, 16 pacientes de melanoma en estadio IV que ya habian sido tratados previamente con quimioterapia fueron
vacunados con células dendriticas cargadas con péptidos. La tasa de respuesta fue de mas del 30% (5/16 pacientes)
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(Nestle y col., 1998). En otro estudio independiente se pudo demostrar una tasa de respuesta aun mayor, superior al
50% (6/11 pacientes), después de la inmunizacién de pacientes de melanoma, que ya habfan sido tratados previamente
con quimioterapia, con células dendriticas cargadas con MAGE-3A1 (Thurner y col., 1999). Ademas, en 8/11 pacientes
se observe una expansion significativa de células T CD8" especificas de MAGE-A3. En algunos casos, después de la
vacunacion con DC se produjo una regresion de las metdstasis. Esta fue acompafiada de una infiltracion de células T
CD8". Esto demostré que las células T inducidas eran activas in vivo. Una desventaja de esta estrategia consiste en los
elevados costes y esfuerzos de técnica de laboratorio que exige (en particular condiciones GMP). Para la generacién
de las DC, que requiere mucho tiempo, se necesitan grandes cantidades de sangre del paciente. En la preparacion de
los péptidos s6lo se puede recurrir a antigenos asociados a tumores conocidos y, ademds, dependiendo del haplotipo
de HLA se requieren diferentes péptidos.

Un perfeccionamiento de esta propuesta consiste en la vacunacién con DC transfectadas con ARN (Nair y col.,
1998, Nair y col., 2000). Desde entonces, numerosos estudios prueban que DCs de ratén y humano previamente
transfectadas con ARNm pueden provocar una respuesta eficaz de CTL in vitro e in vivo y pueden conducir a una clara
reduccién de las metdstasis (Boczkowski y col., 1996, 2000; Ashley y col., 1997; Nair y col., 1998, 2000; Heiser y
col., 2001; Mitchell y Nair, 2000; Koido y col., 2000; Schmitt y col., 2001). Una gran ventaja de la utilizacién de ARN
frente a los péptidos consiste en que a partir de un ARNm codificador de un TAA se pueden procesar y presentar los
péptidos mds diversos. Mediante una vacuna polivalente de este tipo se pueden reducir notablemente las probabilidades
de aparicién de los llamados fenémenos de “tumor escape” clonales. Ademds, mediante este planteamiento se pueden
inducir respuestas inmunes dependientes de células T contra antigenos procesados y presentados de forma natural con
una inmunodominancia potencialmente mayor. La respuesta inmune especifica tumoral inducida se puede reforzar y
mantener durante mds tiempo mediante la participacion adicional de epitopes restringidos por MHC de clase II. Sin
embargo, este procedimiento también se puede realizar tinicamente con un gran gasto de laboratorio (condiciones
GMP) debido a la necesidad de cultivar las DC aut6logas.

En la presente estrategia segin la invencidn, la vacunacién se lleva a cabo con el perfil de expresion de ARN
presente en el tumor aut6logo del paciente. De este modo se tiene en cuenta el perfil tumoral especifico del paciente y
la vacuna también incluye TAA desconocidos. Ya no es necesario el costoso cultivo de las DC, ya que en la vacunacién
se utiliza ARN (y no DC transfectadas).

Por consiguiente, la invencién pone a disposicién una terapia de vacunacién que utiliza ARN tumoral autélogo
amplificado para pacientes con melanoma maligno con metdstasis, en particular de estadio ITI/IV.

Mediante la vacunacién se inducen in vivo células T citotxicas especificas tumorales, para lograr asf un efecto
clinico-terapéutico (respuesta tumoral). Se trata de una estrategia de inmunizacién que s6lo requiere intervenciones
minimas en el paciente (inyeccion). La terapia puede ser ambulatoria y es adecuada para muchos pacientes de tumores
sin limitarse a determinados tipos de HLA o epitopes de células T definidos. Ademads, mediante esta terapia se pueden
inducir coadyuvantes T CD4* y también CTL CDS8*. Desde el punto de vista de la estrategia también es decisiva la
inclusién en el protocolo de vacunacién de TAA desconocidos hasta la fecha y la utilizacién exclusiva de material
aut6logo resulta especialmente ventajosa.

Plan de tratamiento

A los pacientes se les administran via intradérmica los ARN tumorales autélogos amplificados los dias 0, 14, 28 y
42. Ademds, los pacientes reciben via subcutdénea GM-CSF (Leucomax® 100 pg/m?, Novartis/Essex) en cada caso un
dia después de la vacunacién con ARN. Cada paciente recibe en dos lugares diferentes una inyeccidn intradérmica de
150 pl de 1a solucién de inyeccién, que contiene en cada caso 100 ug de ARN tumoral autélogo.

Dos semanas después de la cuarta inyeccion (dia 56) se evalda en caso dado la respuesta del tumor mediante un
andlisis de estadiaje (entre otros procesos, sonografia, radiografia de térax, CT, etc.; véanse mas abajo las explicaciones
al respecto) y también mediante el andlisis de los pardmetros inmunolégicos inducidos por la terapia.

En caso de una evolucidn estable de la enfermedad o de una respuesta objetiva del tumor (CR o PR), los pacientes
son sometidos a la vacunacién cada 4 semanas. Se puede prever la realizacién de otros andlisis de reestadiaje por
ejemplo el dia 126 y después a intervalos de 12 semanas.

El plan de tratamiento esta representado esquematicamente en la Figura 13.
Preparacion de ARN tumoral autologo

El objetivo consiste en la preparacion de poli(A*)-ARN autélogo. Para ello se aisla poli(A*)-ARN de tejido tumoral
del paciente. Este ARN aislado es muy inestable en si y su cantidad es limitada. Por ello, la informacién genética se
transcribe en una libreria de ADNCc, considerablemente més estable, y de este modo se conserva. A partir de la libreria

de ADNc propia del paciente se puede preparar ARN autélogo estabilizado para todo el periodo de tratamiento. El
procedimiento de la invencion estd representado esquemadticamente en la Figura 10.
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Aislamiento de ARN

Para aislar ARN total de una biopsia de tejido tumoral se emplea un procedimiento de la firma Roche AG. En este
procedimiento se utiliza el kit High Pure ARN Isolation (niimero de pedido 1828665) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. El poli(A*)-ARN se aisla del ARN total a través de otro procedimiento de Roche AG con el kit High
Pure ARN Tissue (ntimero de pedido 2033674).

Preparacion de una libreria de ADNc

La libreria de ADNCc se construye con el kit “SMART PCR cADN Synthesis” (firma Clontech Inc., USA; ndimero
de pedido PT3041-1) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El poli(A*)-ARN de cadena simple se somete a transcripcion inversa a través de un cebador especial. A través de
un saliente poli-C en el extremo 3’ del nuevo ADN sintetizado se puede hibridar otro cebador, mediante el cual se
puede amplificar el constructo por PCR. Los fragmentos de ADNc de cadena doble ya estédn listos para la clonacién
en un vector de produccién de ARN adecuado (por ejemplo pT7TS; véase la Figura 8).

El procedimiento para preparar la libreria de ADNc a partir del poli(A*)-ARN con ayuda del kit arriba indicado
estd representado esquemdticamente en la Figura 11.

Constructo pldsmido

Los fragmentos de ADNc PCR se cortan con las enzimas de restriccién Notl y Spel y se clonan en los sitios de
restriccion correspondientes del vector pT7TS andlogamente al procedimiento indicado en el Ejemplo 4. Mediante el
kit Endo-free Maxipreparation (Quiagen, Hilden, Alemania) se obtienen plasmidos de alta pureza. Para la transcripcién
in vitro se utilizan los pldsmidos cuya secuencia genética clonada corresponde al fraccionamiento de tamafios previsto
(200 pb - 4.000 pb) de la libreria de ADNc. La Figura 12 muestra un ejemplo de separacién de una libreria de ADNc
representativa en un gel de agarosa.
Transcripcion in vitro y administracion del ARN

La transcripcién in vitro y la administracion del ARN tienen lugar tal como se describe en el anterior Ejemplo 4.
Andlisis durante el tratamiento

Antes de cada vacunacién (el dia de la vacunacién):

examen fisico (incluyendo RR, fiebre);

toma de muestras de sangre para valores rutinarios de laboratorio

1. hemograma, férmula leucocitaria: 3 ml;
2. electrolitos, LDH, CK, enzimas hepaticas, bilirrubina, creatinina, acido urico, albimina total, CRP: 5 ml;
3. sedimentacién sanguinea: 2 ml; y

en caso de vacunaciones repetidas, adicionalmente: inspeccién de los sitios de inyeccion.

El dia 1 después de cada vacunacion:
examen fisico (incluyendo RR, fiebre); e

inspeccién de los sitios de inyeccion.

En los anélisis de estadiaje los dias 56 y 126 tras la primera vacunacion y después cada 12 semanas, adicionalmente:
toma de muestras sangre rutinaria ampliada:

1. marcadores tumorales S100 (7 ml);

2. valores de coagulacién (3 ml);

toma de muestras de sangre control inmunolégico (30 ml);

estado general (ECOG-Score);
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procedimientos con imdgenes (radiografia de térax, sonografia, escintigrafia 6sea, CT abdomen, pelvis, térax,
crdneo); y

ECG.

Otros andlisis inmunoldgicos in vitro

En caso dado se mide la frecuencia relativa de células precursoras de CTL especificas de antigeno en sangre
periférica del paciente en el curso de la terapia de vacunacion.

En este contexto, por una parte, mediante andlisis FACS (tincién de tetrdmeros) se cuantifican células precurso-
ras de CTL que estan dirigidas contra antigenos expresados en especial medida por células melanémicas (tirosinasa,
MAGE-3, Melan-A, GP100). Por otra parte se realizan andlisis ELIspot disefiados de tal modo que se registran adicio-
nalmente células precursoras de CTL que estan dirigidas contra antigenos desconocidos hasta la fecha. Para ello, unas
células dendriticas autSlogas cultivadas a partir de la sangre periférica del paciente se incuban con el mismo ARN con
el que se ha realizado la vacunacién. Estas sirven como células estimuladoras en el andlisis ELIspot. Por consiguiente,
la medicidén abarca todo el espectro de vacunacion. Para estos andlisis se pueden prever tomas de muestras de sangre
para el control inmunoldgico en el marco de los andlisis de estadiaje y adicionalmente en los dias 0, 14, 28 y 42 de un
total de 30 ml (20 ml ELIspot, 10 ml andlisis FACS), y también una toma tnica de 100 ml el dia 70 para el cultivo de
las DC.

Ademads se pueden tomar muestras de biopsia cutdnea del sitio de inyeccion para el andlisis histoldgico en relacion
con una infiltracion de células T.

Pardmetros para la evaluacion de la eficacia

La eficacia de la terapia segtin la invencién se mide mediante los pardmetros anteriormente indicados en el Ejemplo
4.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para producir una composicion farmacéutica que incluye los siguientes pasos:

(a) preparacion de una parte de una libreria de ADNCc a partir de tejido tumoral de un paciente, parte que repre-
senta una libreria de sustraccién de la libreria de ADNCc total y codifica antigenos especificos tumorales, y
antes del paso (a) se determinan las secuencias de los antigenos especificos tumorales, y la determinacién
de las secuencias de los antigenos especificos tumorales incluye una alineacién con una libreria de ADNc
de tejido sano,

(b) preparacién de una matriz para la transcripcion in vitro de ARN a partir de la parte de la libreria de ADNCc;
y

(c) transcripcion in vitro de la matriz.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque para la composicién farmacéutica se transcribe
o transcriben el o los antigenos tumorales del grupo consistente en 707-AP, AFP, ART-4, BAGE, -catenin/m, Ber-
abl, CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27/m, CDK4/m, CEA, CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-AMLI1, G250, GAGE,
GnT-V, Gp100, HAGE, HER-2/neu, HLA-A*0201-R1701, HPV-E7, HSP70-2M, HAST-2, hTERT (o hTRT), iCE,
KIAAO0205, LAGE, LDLR/FUT, MAGE, MART-1/Melan-A, MCI1R, Myosin/m, MUC1, MUM-1, -2, -3, NAS8-A,
NY-ESO-1, p190 minor ber-abl, Pml/RAR«@, PRAME, PSA, PSM, RAGE, RU1 o RU2, SAGE, SART-1 o SART-3,
TEL/AMLI, TPI/m, TRP-1, TRP-2, TRP-2/INT2 y WT1.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque en la composicion farmacéutica se preparan
moléculas de ARNm con una estructura cap-5’ y/o una cola poli(A*) de como minimo 25 nucleétidos y/o con como
minimo un IRES y/o con como minimo una secuencia estabilizadora en 5’ y/o con como minimo una secuencia
estabilizadora en 3.

4. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones anteriores 1 a 3, caracterizado porque a la composicién far-
macéutica se afiaden uno o mas adyuvantes.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, caracterizado porque a la composicién farmacéutica se le afiade un
adyuvante seleccionado de entre el grupo consistente en lipopolisacarido, TNF-a, ligando CD40, GP96, oligonucleé-
tidos con el motivo CpG, hidréxido de aluminio, adyuvante de Freund, lipopéptidos y citoquinas.

6. Procedimiento segin la reivindicacién 5, caracterizado porque a la composicién farmacéutica se le aflade la
citoquina GM-CSF.

7. Procedimiento seglin una de las reivindicaciones anteriores 1 a 6, caracterizado porque en la composicion
farmacéutica las moléculas de ARN, se complejan o condensan con como minimo un agente catiénico o policatiénico.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, caracterizado porque el agente catidnico o policatiénico se selecciona
de entre el grupo consistente en protamina, poli-L-lisina, poli-L-arginina e histonas.

9. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones anteriores 1 a 8, caracterizado porque a la composicién far-
macéutica se le aflade ademds como minimo un inhibidor de ARNasa.

10. Procedimiento segtin la reivindicacién 9, caracterizado porque el inhibidor de ARNasa es ARNsin.

11. Procedimiento segln una de las reivindicaciones anteriores 1 a 10, caracterizado porque se afiade como
minimo otro soporte farmacéuticamente aceptable y/o como minimo otro vehiculo farmacéuticamente aceptable.

12. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque la alineacion incluye una com-
paracién de los patrones de expresion de tejido sano y de tejido tumoral.

13. Procedimiento segun la reivindicacién 12, caracterizado porque la determinacién de las secuencias de los
antigenos especificos tumorales incluye un diagnéstico mediante un microarray (micromatriz).

14. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 12 6 13, caracterizado porque los patrones de expresion se
comparan a nivel de acido nucleico.

15. Procedimiento segun la reivindicacién 12, caracterizado porque los patrones de expresion se determinan
mediante andlisis de expresion a nivel de proteinas.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 8
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Regioén no traducida en 5’ de B-globina de Xenopus:
. GCTTGTTCTTITIGCAGAAGCTCAGAATAAACGCTCAACTTIGGC

Regién no traducida en 3’ de B-globina de Xenopus:
GACTGACTAGGATCTGGTTACCACTAAACCAGCCTCAAGAACACCCGA
ATGGAGTCTCTAAGCTACATAATACCAACTTACACTTACAAAATGTTG

TCCCCCAAAATGTAGCCATTCGTATCTGCTCCTAATAAAAAGAAAGTT
TCTTCACATTCTA
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 14
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