OFICINA ESPANOLA DE

@ Numero de publicacién: 2 265 980

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
AG1K 38/21 (2006.01)  A61K 35/28 (2006.01) C12N 5/00 (2006.01)
A61P 35/00 (2006.01)  AG61K 31/7088 (2006.01)  A61K 38/19 (2006.01)

ESPANA AG1K 38/21 (2006.03)  A61K 38/21 (2006.01) AG61K 31/7088 (2006.03)
A61K 31/7088 (2006.01)  A61K 35/12 (2006.03) A61K 35/12 (2006.01)
AG1K 35/28 (2006.03)  A61K 35/28 (2006.01) AG61K 38/00 (2006.03)
A61K 38/00 (2006.01)  A61K 38/19 (2006.03) A61K 38/19 (2006.01)
AG1P 1/00 (2006.03) AG61P 1/00 (2006.01) AG61P 1/08 (2006.01)
A61P 1/16 (2006.01) A61P 29/00 (2006.03) A61P 29/00 (2006.01)
AB1P 31/00 (2006.03)  A61P 31/12 (2006.01) A61P 31/18 (2006.01)
A61P 31/22 (2006.01)  A61P 35/00 (2006.03) A61P 35/00 (2006.01)
A61P 35/02 (2006.01)  A61P 37/00 (2006.03) AG61P 37/04 (2006.01)
A61P 43/00 (2006.03)  A61P 43/00 (2006.01) C12N 5/0784 (2006.03)
C12N 5/0784 (2006.01)  C12N 15/117 (2006.03)  C12N 15/117 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA MODIFICADA T5

Numero de solicitud europea: 00965477 .3
Fecha de presentacién : 27.09.2000

NUmero de publicacion de la solicitud: 1220684
Fecha de publicacion de la solicitud: 10.07.2002

Titulo: Métodos relacionados con interferén inducido por acidos nucleicos inmunoestimuladores.

ES 2 265 980 T5

@ Titular/es: COLEY PHARMACEUTICAL GROUP, Inc.
93 Worcester Street Suite 101
Wellesley, Massachusetts 02481, US
University of lowa Research Foundation y
COLEY PHARMACEUTICAL GmbH

Prioridad: 27.09.1999 US 156147 P

@ Inventor/es: Hartmann, Gunther;
Krieg, Arthur y
Bratzler, Robert L.

Fecha de publicacién de la mencién y de la
traduccién de patente europea: 01.03.2007

Fecha de la publicacién de la mencién de la
patente europea modificada BOPI: 28.12.2010

Fecha de publicacion de la traduccién de patente Agente: Elzaburu Marquez, Alberto

europea modificada: 28.12.2010

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

ES 2265980 T5

DESCRIPCION
Antecedentes de la Invenciédn

El interferdén alfa humano (IFN-a), también conocido
como interferdn de leucocitos e interferdn o, comprende una
familia de ©proteinas seflalizadoras extracelulares con
actividad antiviral, antiproliferadora e inmunomoduladora.
El primer tipo de interferdn identificado y comercializado,
IFN-a, continta siendo el interferdn més ampliamente utili-
zado en aplicaciones clinicas.

IFN-a es miembro de la familia de interferones Tipo I,
que también incluye IFN-f, interferdén omega (de leucocitos
(IT)) e interferdn tau (de trofoblasto). Los interferones
omega y tau no se usan clinicamente. IFN-B, también conoci-
do como interferdn de fibroblasto, estd bien caracterizado,
si bien se utiliza menos clinicamente que IFN-oa. Los fibro-
blastos son los productores celulares predominantes de IFN-
B. IFN-$ ha sido aprobado en los Estados Unidos para el
tratamiento de formas reincidentes de esclerosis multiple.
El interferdén gamma (IFN-y), también conocido como gamma
interferdén, es el uUnico interferdén de tipo II conocido.
IFN-y es producido por linfocitos T activados y juega un
papel importante en el establecimiento de una respuesta in-
mune Thl. Su uso terapéutico es limitado. En Estados Uni-
dos, se ha aprobado el uso de IFN-y para reducir la fre-
cuencia y severidad de infecciones en casos de enfermedad
granulomatosa crénica.

El IFN-o representa en si mismo una familia de més de
una docena de proteinas homdélogas relacionadas (isoformas,
Tabla 1), cada una de ellas codificada por un uUnico gen, de
manera que cada una de ellas muestra un unico perfil de ac-
tividad. La actividad sobre los virus de las diferentes es-
pecies de interferdn o puede variar mucho, hasta veinte ve-
ces o méas.

Los productos IFN-o de uso clinico son proteinas re-
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combinantes o proteinas naturales altamente purificadas de
una unica isoforma. Se ha aprobado el uso de IFN-o recombi-
nante en el tratamiento de varios tipos de tumores y enfer-
medades viricas (Tabla 2).
Hasta hace poco tiempo, se creia que los linfocitos B
eran los productores predominantes de IFN-o. Recientemente,
se ha identificado un nuevo tipo de célula en el flujo san-
guineo periférico como fuente principal de produccidn de
interferén Tipo I. Estas “células productoras de interferdn
natural” se habian

(IPC), anteriormente no identificadas,

descrito durante muchos afios como una poblacidn escasa

CD4"/MHC clase II' (proporcién 1:1000 en las células mono-

nucleares sanguineas periféricas (PBMC)) y son capaces de
sintetizar cantidades extremadamente grandes de IFN tipo I
en caso de infeccién viral. Cella M. et al. Nat. Med. 5:919
(1999); Galy A. et al. Blood 95:128 (2000); Siegal F.P. et
al. Science 284:1835 (1999). Después del aislamiento de las
células IPC de la sangre periférica, se requiere IL-3 para

la supervivencia de este tipo de células.

Tabla 1. Familia de IFN-a Humano

IFN-cA (IFN-u2a)
IFN-o2 (IFN-o02b)
IFN-a4db (IFN-o4)

IFN-aB2 (IFN-u8)

IFN-oC (IFN-o10)
IEN-oD (IFN-ol)

IEFN-oF (IFN-o021)
IFN-oG (IFN-oub)

IFN-oH2 (IFN-o14)
IFN-oI (IFN-o17)
IFN-aJ1l (IFN-o7)

IEFN-oK (IFN-u6)

IFN-oM1

IEN-oN

IEFN-oWA (IFN-ol16)
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Tabla 2. Usos Clinicos Actuales Aprobados del IFN-a

Usos Aprobados Fuera de los Esta-
Usos Aprobados en los Estados Unidos
dos Unidos

Hepatitis C crénica Mieloma multiple

Hepatitis B crénica Carcinoma de células renales
Leucemia de células pilosas Carcinoma de células de vejiga
Leucemia de células T cuténeas Carcinoma de colon

Leucemia mieloide crénica Displasia cervical

Linfoma No-Hodgkin Papilomatosis laringea

Terapia adyuvante para melanoma maligno

Sarcoma de Kaposi (relacionado con SIDA)

Condylomata acuminata (verrugas venéreas)

Se cree que las células dendriticas (DC) juegan un pa-
pel clave en el inicio de las respuestas inmunes contra
neoantigenos. Banchereau J. et al. Nature 392:245 (1998).
Evidencias recientes sugieren la presencia de varios subti-
pos distintos de DC en sangre periférica humana. Zhong R.K.
et al. J. Immunol. 163:1254 (1999). Estos subtipos de DC
incluyen DC mieloides (mDC) y DC plasmacitoides (pDC, tam-
bién conocidas como células DC2). Los precursores de las
células dendriticas contienen dos subgrupos, una poblacidn
CD11lc'/CD123"" (precursora de mDC) y una poblacién CDllc”
/CD123"" (precursora de ©pDC). Este ultimo subgrupo ha
atraido recientemente mayor atencidn, dado que se publicd
que era idéntico a las células productoras de IFN tipo I
natural (IPC). O’Doherty U. et al. J. Exp. Med. 178:1067
(1993); Grouard G. et al. J. Exp. Med. 185:1101 (1997);
Thomas R. et al. J. Immunol. 153:4016 (1994). Con la madu-
racién, este tipo de células desarrolla aspectos caracte-
risticos de DC. O’Doherty U. et al. J. Exp. Med. 178:1067
(1993); Thomas R. et al. J. Immunol. 153:4016 (1994). Galy
A. et al. Blood 95:128 (2000); Chehimi J. et al. Immunology
68:488 (1989).

La frecuencia de IPC en PBMC varia en individuos nor-

males entre 0,2 y 0,6 por ciento. Estas células se caracte-
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rizan por la ausencia de marcadores de linaje CD3 (células
T), CD14 (monocitos), CD19 (células B) y CD56 (células NK),
por la ausencia de CDllc y por su expresidén de CD4, CD123
(receptor o de IL-3, IL-3 Ra) y MHC clase II. Grouard G. et
al. J. Exp. Med. 185:1101-11 (1997); Rissoan M.-C. et al.
Science 283:1183-6 (1999); Siegal F.P. et al. Science
284:1835-7 (1999); Cella M. et al. Nat. Med. 5:919-23
(1999). Morfoldbgicamente, las células IPC se asemejan a
los linfocitos. Las células IPC se pueden aislar a partir
de PBMC mediante combinacidén de técnicas de separacidn de
células activadas por pellets magnéticos (MACS) y separa-
cidén de células activadas por fluorescencia (citometria de
flujo, FACS). Sin adicién de IL-3, la mayoria de las célu-
las IPC mueren durante los tres dias siguientes al cultivo
celular. La infeccidén de células IPC por virus herpes sim-
plex (HSV, Siegal F.P. et al. Sicence 284:1835-7 (1999)) o
virus influenza (Cella M. et al. Nat. Med. 5:919-23 (1999))
lleva a la produccidn de grandes cantidades de interferones
de tipo I, segun se midid mediante un bioensayo de protec-
cidén de fibroblastos contra virus de estomatitis vesicular.

Ademés de su papel de soportar el cbdédigo genético, se
ha demostrado recientemente que el ADN funciona como una
molécula sefializadora (Krieg A.M. 1998, Biodrugs). Los sis-
temas inmunes de los organismos eucariontes superiores pa-
recen haber desarrollado un mecanismo para detectar acidos
nucleicos de procariontes basado en su contenido en dinu-
cledétidos CpG no metilados en contextos de bases particula-
res. Krieg A.M. et al. Nature 374:546-9 (1995). Los dinu-
cledétidos CpG no metilados son comunes en el ADN bacteria-
no, si bien en el ADN de los vertebrados se encuentran sub-
representados (“supresidén de CpG”) y metilados. Bird A.P.
Trends in Genetics 3:342 (1987). E1 ADN que contiene estos

dinucledétidos CpG no metilados en contextos de bases esti-
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muladoras inmunes (“motivos CpG”) provoca inmunidad humoral
por induccidén de la activacién de las células B, resisten-
cia a la apoptosis inducida por activacidén y secrecidn de
IL-6 e IgM. Krieg A.M. et al. Nature 374:546-9 (1995); Yi
A.K. et al. J. Immunol. 157:5394 (1996); y Klinman D. et
al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:2879 (1996). Tal ADN con
CpG activa también directamente a monocitos y macrdéfagos
para secretar citoquinas de tipo Thl. Ballas Z.K. et al. J.
Immunol. 157:1840 (1996); Cowdery J.S. et al. J. Immunol.
156:4570 (1996); y Halpern M.D. et al. Cell Immunol. 167:72
(1996). Esto lleva a la activacidén de la actividad litica
de las células asesinas naturales (NK) y a la secrecidn de
IFN-y. Ballas z.K. et al. J. Immunol. 157:1840 (1996); Cow-
dery J.S. et al. J. Immunol. 156:4570 (1996); y Chace J.H.
Clin. Immunol. Immunopath. 84:185-93 (1997).

Yamamoto et al. publicaron en 1988 su descubrimiento
de que una fraccidén de &cido nucleico, designada MY-1 y ex-
traida de Mhycobacterium bovis (BCG), induce interferdn de
tipo I in vitro. Yamamoto S. et al. Jpn. J. Cancer Res.
79:866-73 (1988). Subsiguientemente, Tokunaga et al. sinte-
tizaron una bateria de oligonucledétidos 45-mer con secuen-
cia presente en el ADNc y que codifica tres proteinas de
BCG conocidas y aleatoriamente seleccionadas, y descubrie-
ron que una secuencia, BCG-A4, es un fuerte inductor de IFN
de tipo I en suspensiones de células de bazo de ratdédn. To-
kunaga T. et al. Microbiol Immunol. 36:55-66 (1992). Se ha
publicado que un fragmento A5’ 30-mer, BCG-Ada, es un induc-

tor de IFN tan potente como el BCG-A4 45-mer intacto.
BCG-A4  ACCGATGACGTCGCCGGTGACGGCACCACGACGGCCACCGTGCTG (SEQ ID NO:163)

BCG-A4a ACCGATGACGTCGCCGGTGACGGCACCACG (SEQ ID NO:164)

Estos investigadores continuaron avanzando para publi-

car que todos los oligonucledtidos gque inducen IFN incluyen
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una secuencia palindrdémica hexdmera GACGTC (presente en
BCG-A4 y BCG-A4a), AGCGCT y AACGTT, pero no ACCGGT. Yamamo-
to S. et al. J. Immunol. 148:4072-6 (1992). Kimura et al.
descubrieron seguidamente que entre los oligodesoxinucled-
tidos (ODN) fosfodiéster 30-mer que contienen el palindromo
hexdmero AACGTT y extremos oligoA, oligoC, oligoT y 0ligoG,
el ultimo (GGGGGGGGGGGGAACGTTGGGGGGGGGGGG; SEQ ID NO:165)
es el inductor mas fuerte de IFN tipo I en suspensiones de
células de bazo de ratédn. Kimura Y. et al. J. Biochem.
(Tokyo) 116:991-4 (1994).

Recientemente, se ha descubierto sorprendentemente que
las secuencias de ODN CpG con la actividad mas fuerte sobre
células B humanas no inducen niveles detectables de IFN de
tipo I en PBMC. Hartmann G. et al. J. Immunol. 164:1617-24
(2000) .

Compendio de la Invencién

Se ha descubierto segun la invencidn que ciertos &aci-
dos nucleicos inmunoestimuladores (ISNA) son especialmente
adecuados como agentes individuales para promover tanto la
supervivencia como la estimulacidén de las IPC. Se ha descu-
bierto también, segun la invencidn, que ciertos ISNA obvian
la necesidad de la presencia de IL-3 para la supervivencia
de las IPC y el requisito de infeccidn viral para la acti-
vacién de las células IPC.

Ademéds, se ha descubierto sorprendentemente, segun la
invencidén, que ciertos ISNA CpG inducen la produccidn de
grandes cantidades de IFN de tipo I pero ejercen efectos
minimos en la activacidén de células B, mientras que otros
ISNA CpG determinados activan fuertemente las células B e
IPC humanas pero ejercen efectos minimos en la induccidn de
IFN tipo I. Sorprendentemente, se ha descubierto que 1los
ISNA CpG que son fuertes inductores de IFN tipo I no con-

tienen necesariamente uno de los palindromos hexameros
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GACGTC, AGCGCT 6 AACGTT descritos por Yamamoto y colabora-
dores. Yamamoto S. et al. J. Immunol. 148:4072-6 (1992).

Estos descubrimientos abren vias para el uso de ISNA,
y especialmente de ciertos ISNA CpG, como agentes terapéu-
ticos para aplicaciones clinicas que requieren el uso de
IFN-a. Las estrategias clinicas comprenden la administra-
cidén local y sistémica in vivo de ISNA asli como estrategias
ex vivo, en las que las células IPC aisladas activadas por
ISNA in vitro se reinfunden en el individuo local o sisté-
micamente. Estas estrategias terapéuticas incluyen la com-
binacidén con otros factores de crecimiento (IL-3, GM-CSF,
ligando de f1t3, etc) asi como con otros estimulos (super-
antigenos, productos virales). Los ISNA CpG de la invencidn
que son inductores de IFN tipo I posibilitan también la
produccidén in vitro de interferones naturales mediante el
uso de un linea celular permanente derivada de células IPC.
Dado que el IFN-a natural estd constituido por una familia
de méas de una docena de productos genéticamente diferencia-
dos, los productos individuales de los cuales poseen perfi-
les de actividad tuUnicos, el uso clinico del interferdn na-
tural puede asimilarse preferiblemente al del IFN-a recom-
binante derivado de un gen de IFN-oa recombinante indivi-
dual.

Sorprendentemente, se ha descubierto también, segun la
invencién, que el IFN tipo I activa un subgrupo de linfoci-
tos T llamados células T yd. Ademads, se ha descubierto adi-
cionalmente, segun la invencidén, que los ODN CpG gque son
fuertes inductores de IFN tipo I, pero no los ODN CpG que
son fuertes activadores de células B y pDC sin ser fuertes
inductores de IFN tipo I, pueden activar células T yd pre-
sentes en una poblacidén de células mononucleares sanguineas
periféricas (PBMC). Aunque sin animo de afirmar una teoria

particular, parece probable que los ODN CpG inductores de
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IFN tipo I pueden activar células T yd presentes en las
PBMC mediante su capacidad para inducir secrecidn de IFN
tipo I por las células IPC también presentes en las PBMC.

Ademés de la capacidad para activar células T yd, se
ha descubierto sorprendentemente, segun la invencidn, que
los ODN CpG inductores de IFN tipo I, pero no los ODN CpG
que son fuertes activadores de células B y pDC sin ser
fuertes inductores de IFN tipo I, pueden aumentar la proli-
feracidén de células T yd activadas por antigenos presentes
en una poblacién de PBMC. En particular, la proliferacidn
aumenta en conexidén con la presencia de antigenos no pepti-
dicos especificos, por ejemplo, el fosfoantigeno pirofosfa-
to de isopentenilo (IPP).

Se ha descubierto sorprendentemente también, segun la
invencidén, que ciertos ODN CpG en combinacidén con IPP indu-
cen de manera sinérgica la produccidén de IFN-y y perforina
en células T vyo.

En otro descubrimiento sorprendente segun la inven-
cidébn, se ha descubierto que los ODN CpG inductores de IFN
tipo I, pero no los ODN CpG que son fuertes activadores de
células B y pDC sin ser fuertes inductores de IFN tipo I,
pueden bloquear la produccidén de IL-12 estimulada por CD40
en las PBMC. Ademas, se ha encontrado, sorprendentemente,
que los ODN CpG que son fuertes activadores de células B y
pDC sin ser fuertes inductores de IFN tipo I ejercen el
efecto opuesto, es decir, estos ODN realmente aumentan la
produccidén de IL-12 estimulada por CD40 en las PBMC.

Adicionalmente, se ha descubierto, segun la invencidn,
que esos ODN CpG que son fuertes activadores de células B y
pDC sin ser fuertes inductores de IFN tipo I son mejores
promotores del inicio y recuerdo de la actividad antigeno-
especifica de los linfocitos T citotdxicos humanos (CTL)

que los ODN CpG que son potentes inductores de IFN tipo TI.
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Segun un aspecto de la invencidn, se proporciona una
mejora en las terapias que incluyen la administracidén de
IFN-a a los individuos. La mejora incluye la co-
administracidén de una cantidad efectiva de un ISNA aislado.
En una forma de realizacidén, el IFN-o se administra en la
dosis efectiva clinicamente establecida para el IFN-o solo.
En otra forma de realizacidédn, el IFN-a se administra en do-
sis inferior a la dosis efectiva clinicamente establecida
para el IFN-a solo. El IFN-a puede también administrarse en
la dosis maxima tolerada para IFN-o en ausencia de oligonu-
cledtido. En otras formas de realizacidn, el IFN-o se admi-
nistra un 20 por ciento por debajo, 30 por ciento por deba-
jo, 40 por ciento por debajo, o incluso 50 por ciento por
debajo de la dosis maxima tolerada de IFN-oa o de la dosis
efectiva clinicamente establecida de IFN-a solo.

La invencidén, en un aspecto, se refiere por tanto al
uso de un acido nucleico aislado para la fabricacidén de un
medicamento para uso en el tratamiento de una enfermedad
proliferativa o infeccidén viral que requiere tratamiento
con IFN-a, en la que en dicho acido nucleico existe una se-

cuencia seleccionada del grupo consistente en:

ggGGGACGATCGTCgggggG ODN 2216 SEQ ID NO:7
ggGGGACGATATCGTCgggggG ODN 2245 SEQ ID NO:9
ggGGGACGACGTCGTCgggggG ODN 2246 SEQ ID NO:10
ggGGGACGAGCTCGTCgggggG ODN 2247 SEQ ID NO:11
ggGGGACGTACGTCgggggG ODN 2248 SEQ ID NO:12
ggGGGACGATCGTTGggggG ODN 2252 SEQ ID NO:13
ggGGAACGATCGTCgggggG ODN 2253 SEQ ID NO:14
ggGGGGACGATCGTCgggggG ODN 2254 SEQ ID NO:15
ggGGGACGATCGTCGgggggG ODN 2255 SEQ ID NO:16

ggGGGTCATCGATGAgggggG ODN 2260 SEQ ID NO:17
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ggGGTCGTCGACGAgggggG ODN 2293 SEQ ID NO:18
ggGGTCGTTCGAACGAgggggG ODN 2294 SEQ ID NO:19
ggGGACGTTCGAACGTgggggG ODN 2295 SEQ ID NO:20
ggGGAACGACGTCGTTgggggG ODN 2297 SEQ ID NO:21
ggGGAACGTACGTACGTTgggggG ODN 2299 SEQ ID NO:23
ggGGTCACCGGTGAgggggG ODN 2300 SEQ ID NO:24
ggGGTCGACGTACGTCGAgggggG ODN 2301 SEQ ID NO:25
ggGGACCGGTACCGGTgggggG ODN 2302 SEQ ID NO:26
ggGTCGACGTCGAgggggG ODN 2303 SEQ ID NO:27
ggGGACGTCGACGTggggG ODN 2306 SEQ ID NO:30
ggGACGATCGTCGgggggG ODN 2328 SEQ ID NO:32
ggGTCGTCGACGAggggggG ODN 2329 SEQ ID NO:33
ggGGACGATCGTCGgggggG ODN 2332 SEQ ID NO:35

ggGGTCGACGTCGACGTCGAGgggggG ODN 2334 SEQ ID NO:36, y

ggGGACGACGTCGTGgggggG ODN 2336 SEQ ID NO:37,

en la que cada letra minUscula representa una unidén fosfo-
rotioato y cada letra mayuscula indica una unidén fosfodiés-
ter.

En ciertas formas de realizacidédn méas preferidas, el
ISNA tiene una secuencia correspondiente a
ggGGGACGAGCTCGTCgggggG (ODN 2247; SEQ ID NO:11),
ggGGGACGATCGTCGgggggG (ODN 2255; SEQ ID NO:16),
ggGGACGTTCGAACGTgggggG (ODN 2295; SEQ ID NO:20),
ggGGTCGACGTCGACGTCGAGgggggG (ODN 2334; SEQ ID NO:36), 6
ggGGACGACGTCGTGgggggG (ODN 2336; SEQ ID NO:37), en la que
cada letra minuscula representa una unidén fosforotioato y
cada letra mayuUscula indica una unidén fosfodiéster.

En una forma de realizacién, la mejora adicional in-
cluye la co-administracidén al individuo de factor estimula-

dor de colonias granulocito-monocito (GM-CSF).
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En una forma de realizacidén, el individuo padece una
enfermedad proliferativa, tal como leucemia de células pi-
losas, leucemia mieldgena crdénica, leucemia de células T
cutdneas, mieloma multiple, linfoma folicular, melanoma ma-
ligno, carcinoma de células escamosas, sarcoma de Kaposi
relacionado con SIDA, carcinoma de células renales, carci-
noma de probstata, carcinoma de células de vejiga, displasia
cervical y carcinoma de colon. En otra forma de realiza-
cidén, el individuo sufre wuna infeccidn wviral, tal como
hepatitis B, hepatitis C, condyloma acuminata, virus de in-
munodeficiencia humana, citomegalovirus, virus de Epstein-
Barr y virus de papiloma.

Segun otro aspecto de la invencidn, el tratamiento del
individuo incluye un suplemento del tratamiento con IFN-«.
Este aspecto de la invencién incluye la administracién al
individuo que necesita tratamiento con IFN-o de una canti-
dad efectiva de IFN-a y un ISNA de la invencidén. Dosis de
IFN-o, ISNA, terapias simultédneas y condiciones adecuadas
para el tratamiento con IFN-a segun este aspecto de la in-
vencidén son iguales a los anteriormente descritos.

Segun otro aspecto de la invencidn, el tratamiento in-
cluye tratar al individuo para activar las células IPC del
individuo. Esto incluye aislar las células IPC del indivi-
duo que necesita de tal tratamiento, cultivar las células
aisladas in vitro, poner en contacto las IPC in vitro con
una cantidad efectiva de un ISNA aislado y devolver las cé-
lulas puestas en contacto al individuo. También pueden po-
nerse en contacto las células in vitro con un factor de
crecimiento o con una citoquina. En una forma de realiza-
cidén, el método incluye adicionalmente poner en contacto
las células IPC in vitro con IL-3 y/o GM-CSF. Los ISNA vy
las condiciones requeridas para el tratamiento con IFN-«

segun este aspecto de la invencidn son como los descritos
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anteriormente.

Segun otro aspecto de la invencidn, el tratamiento in-
cluye aumentar la eficacia del tratamiento del individuo
con IFN-a. Esto incluye administrar al individuo gque nece-
sita tratamiento con IFN-o una composicidén farmacéutica que
incluye IFN-o y coadministrar al individuo una composicién
farmacéutica que incluye un ISNA en una cantidad que, Jjun-
tamente con el IFN-o administrado, constituye un tratamien-
to efectivo con IFN-a. La eficacia de este tratamiento con
IFN-o es mayor que la eficacia de la administracidén de la
misma cantidad de IFN-oa en ausencia de la coadministracidn
del ISNA. Los ISNA y las condiciones requeridas para el
tratamiento con IFN-a segun este aspecto de la invencidn
son como los descritos anteriormente. En una forma de rea-
lizacidén, las composiciones farmacéuticas se administran
localmente.

Segun otro aspecto de la invencidn, el tratamiento in-
cluye disminuir la dosis de IFN-o necesaria para el trata-
miento efectivo del individuo. Esto incluye administrar al
individuo gque necesita tratamiento con IFN-o una composi-
cidén farmacéutica que contiene IFN-a y coadministrar al in-
dividuo una composicidédn farmacéutica que incluye un ISNA.
La cantidad administrada de IFN-a es menor que la cantidad
de IFN-a requerida para alcanzar el mismo beneficio tera-
péutico en ausencia de la coadministracidén del ISNA. En
clertas formas de realizacidén, la cantidad administrada de
IFN-a esta al menos 20 por ciento, al menos 30 por ciento,
al menos 40 por ciento o incluso al menos 50 por ciento por
debajo de la cantidad de IFN-u requerida en ausencia de la
coadministracidén del &cido nucleico inmunoestimulador. La
composicidén farmacéutica que incluye el ISNA se puede admi-
nistrar localmente. Los ISNA y las condiciones requeridas

para el tratamiento con IFN-a segun este aspecto de la in-
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vencidén son como los descritos anteriormente.

Segun otro aspecto de la invencidn, el tratamiento in-
cluye evitar los efectos colaterales relacionados con el
tratamiento con IFN-a en individuos que reciben o necesitan
tratamiento con IFN-a. Esto incluye administrar al indivi-
duo que necesita tratamiento una composicidén farmacéutica
con IFN-a y una composicidédn farmacéutica gque comprende un
acido nucleico inmunoestimulador en una cantidad que, jun-
tamente con el IFN-o administrado, constituye un tratamien-
to efectivo con IFN-a. Los efectos colaterales relacionados
con el tratamiento con IFN-o se reducen en comparacidn con
los efectos colaterales cuando el IFN-a se administra en
ausencia de coadministracidén del ISNA. El1 efecto colateral
relacionado con el tratamiento con IFN-a puede ser sistémi-
co. Los efectos colaterales relacionados con el tratamiento
con IFN-oa evitados mediante este método pueden incluir
cualquiera entre sindrome de tipo gripal, fiebre, dolor de
cabeza, escalofrios, mialgias, fatiga, anorexia, nauseas,
vémitos, diarrea y depresidn. La composicidédn farmacéutica
que incluye el ISNA se puede administrar localmente. Los
ISNA y las condiciones requeridas para el tratamiento con
IFN-a segun este aspecto de la invencidédn son como los des-
critos anteriormente.

Segun otro aspecto de la invencidn, el tratamiento in-
cluye aumentar la eficacia del tratamiento con IFN-a en in-
dividuos que necesitan de tal tratamiento. Esto incluye ad-
ministrar al individuo que necesita de tal tratamiento una
cantidad efectiva de una composicidén farmacéutica que con-
tiene IFN-o para tratar la enfermedad, aislar células pro-
ductoras de IFN natural de un donante, poner en contacto ex
vivo las células aisladas productoras de IFN con una canti-
dad de un ISNA efectiva para inducir a las células produc-

toras de IFN a segregar IFN-«, y administrar las células
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puestas en contacto al individuo. E1 donante puede ser,
aunque no necesariamente, el mismo individuo. El tratamien-
to puede comprender adicionalmente poner en contacto las
células aisladas con un antigeno. La administracidédn de las
células se puede llevar a cabo de cualquier forma adecuada
para los propdsitos del método, pudiendo incluir inyeccidn
local. La inyeccidn local puede efectuarse via un vaso san-
guineo que riegue el tejido blanco. El vaso sanguineo se
puede seleccionar de, entre otros, arteria hepatica, vena
portal, arteria celiaca y arteria esplénica. Los ISNA y las
condiciones requeridas para el tratamiento con IFN-a segun
este aspecto de la invencidén son como los descritos ante-
riormente.

Segun otro aspecto de la invencidn, el tratamiento in-
cluye mantener la supervivencia de las células IPC in vi-
tro. Esto incluye aislar tales células de un individuo,
cultivar las células en un medio estéril adecuado para el
cultivo de tejidos y poner las células en contacto in vitro
con una cantidad de ISNA efectiva para sustentar el creci-
miento de las células en ausencia de IL-3. En una forma de
realizacidén preferida, las células pueden ser células den-
driticas precursoras de tipo 2. Las condiciones de cultivo
pueden también seleccionarse para que quede libre de IL-3
y/o libre de GM-CSF, o bien pueden incluir IL-3, GM-CSF u
otros factores de crecimiento y citoquinas. Los ISNA, in-
cluidos oligonucledtidos, secuencias, modificaciones y ana-
logos, segun este aspecto de la invencidén, son como 1los
descritos anteriormente.

Segun otro aspecto de la invencidn, el tratamiento in-
cluye estimular las células IPC aisladas in vitro. Esto in-
cluye aislar tales células de un individuo, cultivar las
células en un medio estéril adecuado para el cultivo de te-

jidos y poner las células en contacto in vitro con una can-
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tidad de ISNA efectiva para inducir la secrecidén de al me-
nos un interferdén tipo I o la expresidn de CD 80. Las con-
diciones de cultivo pueden darse en presencia o ausencia de
interleucina-3, GM-CSF u otros factores de crecimiento vy
citoquinas. Las IPC pueden ser células precursoras dendri-
ticas de tipo 2. Los ISNA, incluidos oligonucledbétidos, se-
cuencias, modificaciones y analogos, segun este aspecto de
la invencidén, son como los descritos anteriormente.

Segun otro aspecto de la invencidn, el tratamiento in-
cluye estimular la produccidén de una secuencia de al menos
3, 4, 5, 6, 7 o incluso 8 o mas subtipos de interferdn. Es-
to incluye poner en contacto células productoras de IFN con
un ISNA. Las células pueden aislarse o no. El1 contacto pue-
de ser in vivo o in vitro. Los ISNA, incluidos oligonucled-
tidos, secuencias, modificaciones y analogos, segun este
aspecto de la invencidén, son como los descritos anterior-
mente.

Segun otro aspecto de la invencidn, se proporciona un
método para inhibir la produccidén de IL-12. El método in-
cluye poner en contacto células productoras de IL-12, en
presencia de células productoras de interferdn y bajo con-
diciones en las que las células productoras de IL-12 nor-
malmente producen IL-12, con un &cido nucleico inmunoesti-
mulador en cantidad efectiva para inducir la secrecidn de
interferdén tipo I.

En otro aspecto de la invencidn, se proporciona un
adcido nucleico aislado que posee una secuencia seleccionada

del grupo en el que se incluye:

ggGGGACGATCGTCgggggG ODN 2216 SEQ ID NO:7
ggGGGACGATATCGTCgggggG ODN 2245 SEQ ID NO:9

ggGGGACGACGTCGTCgggggG ODN 2246 SEQ ID NO:10
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ggGGGACGAGCTCGTCgggggG ODN 2247 SEQ ID NO:11
ggGGGACGTACGTCgggggG ODN 2248 SEQ ID NO:12
ggGGGACGATCGTTGggggG ODN 2252 SEQ ID NO:13
ggGGAACGATCGTCgggggG ODN 2253 SEQ ID NO:14
ggGGGGACGATCGTCgggggG ODN 2254 SEQ ID NO:15
ggGGGACGATCGTCGgggggG ODN 2255 SEQ ID NO:16
ggGGGTCATCGATGAgggggG ODN 2260 SEQ ID NO:17
ggGGTCGTCGACGAgggggG ODN 2293 SEQ ID NO:18
ggGGTCGTTCGAACGAgggggG ODN 2294 SEQ ID NO:19
ggGGACGTTCGAACGTgggggG ODN 2295 SEQ ID NO:20
ggGGAACGACGTCGTTgggggG ODN 2297 SEQ ID NO:21
ggGGAACGTACGTACGTTgggggG ODN 2299 SEQ ID NO:23
ggGGTCACCGGTGAgggggG ODN 2300 SEQ ID NO:24
ggGGTCGACGTACGTCGAgggggG ODN 2301 SEQ ID NO:25
ggGGACCGGTACCGGTgggggG ODN 2302 SEQ ID NO:26
ggGTCGACGTCGAgggggG ODN 2303 SEQ ID NO:27
ggGGACGTCGACGTggggG ODN 2306 SEQ ID NO:30
ggGACGATCGTCGgggggG ODN 2328 SEQ ID NO:32
ggGTCGTCGACGAggggggG ODN 2329 SEQ ID NO:33
ggGGACGATCGTCGgggggG ODN 2332 SEQ ID NO:35

ggGGTCGACGTCGACGTCGAGgggggG ~ ODN 2334 SEQ ID NO:36, y

ggGGACGACGTCGTGgggggG ODN 2336 SEQ ID NO:37,

en la que cada letra minUscula representa una unidén fosfo-
rotioato y cada letra mayuscula indica una unidén fosfodiés-
ter.

Todavia en otro aspecto de la invencidn, se proporcio-
na una composicidédn farmacéutica que contiene un acido nu-
cleico aislado gue posee una secuencia seleccionada del

grupo en el que se incluye:
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ggGGGACGATCGTCgggggG ODN 2216 SEQ ID NO:7

ggGGGACGATATCGTCgggggG ODN 2245 SEQ ID NO:9

ggGGGACGACGTCGTCgggggG ODN 2246 SEQ ID NO:10
ggGGGACGAGCTCGTCgggggG ODN 2247 SEQ ID NO:11
ggGGGACGTACGTCgggggG ODN 2248 SEQ ID NO:12
ggGGGACGATCGTTGggggG ODN 2252 SEQ ID NO:13
ggGGAACGATCGTCgggggG ODN 2253 SEQ ID NO:14
ggGGGGACGATCGTCgggggG ODN 2254 SEQ ID NO:15
ggGGGACGATCGTCGgggggG ODN 2255 SEQ ID NO:16
ggGGGTCATCGATGAgggggG ODN 2260 SEQ ID NO:17
ggGGTCGTCGACGAgggggG ODN 2293 SEQ ID NO:18
ggGGTCGTTCGAACGAgggggG ODN 2294 SEQ ID NO:19
ggGGACGTTCGAACGTgggggG ODN 2295 SEQ ID NO:20
ggGGAACGACGTCGTTgggggG ODN 2297 SEQ ID NO:21
ggGGAACGTACGTACGTTgggggG ODN 2299 SEQ ID NO:23
ggGGTCACCGGTGAgggggG ODN 2300 SEQ ID NO:24
ggGGTCGACGTACGTCGAgggggG ODN 2301 SEQ ID NO:25
ggGGACCGGTACCGGTgggggG ODN 2302 SEQ ID NO:26
ggGTCGACGTCGAgggggG ODN 2303 SEQ ID NO:27
ggGGACGTCGACGTggggG ODN 2306 SEQ ID NO:30
ggGACGATCGTCGgggggG ODN 2328 SEQ ID NO:32
ggGTCGTCGACGAggggggG ODN 2329 SEQ ID NO:33
ggGGACGATCGTCGgggggG ODN 2332 SEQ ID NO:35

ggGGTCGACGTCGACGTCGAGgggggG ~ ODN 2334 SEQ ID NO:36, y

ggGGACGACGTCGTGgggggG ODN 2336 SEQ ID NO:37,

en la que cada letra minUscula representa una unidén fosfo-
rotiocato y cada letra mayuscula indica una unidén fosfodiés-

ter, més un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algu-
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nas formas de realizacidn, la composicidn farmacéutica con-
tiene también IFN-o.

Segun otro aspecto de la invenciédn, se proporciona una
composicidén de interferdn para su administracidn al indivi-
duo. La composicidédn incluye el interferdn, contenido en un
receptaculo, para administracidén al individuo. La cantidad
de interferdn contenida en el receptaculo es al menos
aproximadamente 10 por ciento menor que la dosis maxima to-
lerada (MTD). Preferiblemente, la cantidad de interferdn
contenida en el receptaculo esta al menos aproximadamente
un 20 por ciento por debajo de la MTID, al menos 30 por
ciento por debajo de la MTD, al menos 40 por ciento por de-
bajo de la MTD, o incluso al menos 50 por ciento por debajo
de la MTD. En al receptaculo se puede incluir también un
ISNA.

Todavia en otro aspecto de la invencidn, se proporcio-
nan conjuntos (kits) para la administracidén de interferdn y
un ISNA al individuo. Los conjuntos incluyen un receptéaculo
que contiene una composicidén que incluye IFN-a e instruc-
ciones para administrar el interferdn al individuo que ne-
cesita de tal tratamiento en una cantidad que es al menos
aproximadamente 10 por ciento menor que la MTD, 20 por
ciento menor que la MTD, 30 por ciento menor que la MTD, 40
por ciento menor que la MTD 6 50 por ciento menor que la
MTD. El conjunto puede incluir un ISNA, bien en el mismo
receptaculo o en un receptaculo separado. El conjunto puede
incluir también instrucciones para el tratamiento de indi-
viduos con enfermedades susceptibles de tratamiento con
IFN-«.

Estos y otros aspectos de la invencidédn se describen
con gran detalle a continuacidn.

Breve descripcién de las Figuras
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En la Figura 1 se representan analisis FACS de pobla-
ciones de células durante el aislamiento y caracterizacidn
de las células IPC efectuados con pellets magnéticos y ci-
tometria de flujo. De izquierda a derecha se muestra: se-
leccién de células 1lin-/MHC clase II+ de PBMC; seleccidn
adicional de células CD123+/MHC clase II+ de células de
1lin-/CD4+/MHC clase II+; vy caracterizacién de IPC recién
aislados 1in-/CD4+/MHC clase II+/CD123+ como CD80-.

En la Figura 2 se representan andlisis FACS de super-
vivencia y activacidédn de IPC recién aislados (CD80) después
de incubacidén durante dos dias en presencia de factores de
crecimiento y estimulos seleccionados. Factor de crecimien-
to (GM-CSF) y/o estimulo (oligonucledétido CpG o LPS) para
cada panel: superior izquierdo, ninguno; superior central,
oligonucledétido CpG; superior derecho, LPS; inferior iz-
quierdo, GM-CSF; e inferior central, GM-CSF mas oligonu-
cledtido CpG. E1 numero del angulo superior derecho de cada
panel es la intensidad media de fluorescencia (MFI) para
CD80. Los resultados son representativos de cinco experi-
mentos independientes.

En la Figura 3 se representan analisis FACS gque mues-
tran los diferentes efectos que CpG y poli IC ejercen en la
supervivencia y activacidén de IPC recién aisladas. Todas
las células se cultivaron durante tres dias en presencia de
IL-3. Las células se cultivaron seguidamente durante 24
horas adicionales con adicidén de: nada (paneles izquier-
dos); CpG (paneles centrales); ¢ poli IC (paneles dere-
chos). La MFI para CD80 se muestra en el angulo superior
derecho de cada uno de los paneles inferiores. Los resulta-
dos son representativos de tres experimentos independien-
tes.

La Figura 4 es un grafico en el que se representa la

concentraciédn de IFN-a (determinada mediante un ensayo ELI-
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SA especifico para IFN-a) presente en el sobrenadante de
células IPC cultivadas durante dos dias en presencia de IL-
3 y GM-CSF, bien con oligonucledétido CpG (barra grande) o
bien sin oligonucledétido CpG (barra pequefia). Los resulta-
dos son representativos de tres experimentos independien-
tes.

La Figura 5 es un grafico en el que se representa la
concentracién de IFN-a inducido en los sobrenadantes de
PBMC de diferentes donantes después de incubacidén durante
48 horas en presencia de concentraciones 3 upM de ODN 2006
(n=7), 1585 (n=7), 2197 (n=6), 2198 (n=5), o en medio sin
ODN afiladido (n=7). Las barras de error indican el SEM
(standard error of the mean, error tipico de la media).

La Figura 6 es un grafico en el que se representa las
dosis-respuesta de la sintesis de IFN-a ODN CpG-inducida
por células PBMC cultivadas durante 48 horas en presencia
de ODN 2216, 1585, 2006 y 2243 en concentraciones de 0,2 a
12 pg/mL.

La Figura 7 es un grafico en el que se representa la
estimulacidén de IFN-o y la produccién de IFN-B mediatizadas
por ODN CpG en células PBMC enriquecidas con células den-
driticas plasmacitoides, con (n=3) y sin (n=4) adicidén de
lipofectina (10 upg/mL). Las PBMC se cultivaron durante 48
horas en presencia de IL-3 sola (-) & IL-3 con adicidédn de
ODN 2006, 1585, 2197 6 2216. Los resultados se presentan
como media de 3 & 4 experimentos independientes con donan-
tes diferentes, cada uno de ellos efectuado en duplicata.
Las barras de error indican el SEM. *p<0,0018 (correccidn
de Bonferroni-Dunn) .

La Figura 8 estda compuesta por una serie de cuatro
graficos en los que se representan los resultados de cuatro
experimentos FACS en los que se examina IFN-o intracelular.

Panel A, identificacién de células lin+ y lin-. Panel B,
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identificacién de mDC CD123"/7/HLA DR'" (entrada II) y pDC
CD123""/HLA DR' (entrada III) en células lin . Panel C, fal-
ta de mancha para IFN-o intracelular en células lin'. Panel
D, mancha para IFN-o intracelular en células lin .

La Figura 9 estd compuesta por una serie de seis gra-
ficos en los que se representan los resultados de seis ex-
perimentos FACS en los que se examinan IFN-o (Paneles A) y
TNF-o (Paneles B) intracelulares en células precursoras de
células dendriticas plasmacitoides 1lin /HLA DR’ después de
estimulacidédn con diferentes oligonucledtidos CpG (2006,
2216, ambos en concentracidén de 3 pg/mL). Durante la incu-
bacién para TNF-o se afiadidé brefeldina A. MFI, intensidad
media de fluorescencia.

La Figura 10 es un grafico en el que se representa la
expresién CD86 en células dendriticas plasmacitoides en
respuesta a IL-3 solo (-) & a IL-3 con varios ODN CpG
(20006, 1585, 2197 6 2216, cada uno de ellos en concentra-
cién de 3 pg/mlL). Los resultados se presentan como media de
tres experimentos independientes con células de donantes
diferentes. Las barras de error indican el SEM. *p<0,0018
(correccidédn de Bonferroni-Dunn) .

En la Figura 11 se muestra un grafico en el que se re-
presenta una purificacidén FACS de células dendriticas plas-
macitoides (Panel A) y la secrecién de IFN-a e IFN-f por
células dendriticas plasmacitoides purificadas en respuesta
a IL-3 con y sin ODN 2216 (Panel B).

En la Figura 12 se representa la lisis mediatizada por
células NK de células K562 después de exposicidédn de células
PBMC a ODN 2216, 1585, 2006, 2118, IL-2 &6 solamente al me-
dio.

La Figura 13 es un grafico en el que se representa la
concentracién de IL-8 (determinada mediante un ensayo ELISA

especifico para IL-8) presente en el sobrenadante de célu-
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las IPC cultivadas durante dos dias en presencia de IL-3
sola (izguierda), IL-3 suplementada con oligonucledétido CpG
(centro), 6 IL-3 suplementada con poli IC (derecha). Los
resultados son representativos de tres experimentos inde-
pendientes.

La Figura 14 es un grafico en el que se representa la
produccidén de IFN-y por células T yd en respuesta a ODN CpG
2006, 1585 6 2216 en presencia o en ausencia del antigeno
no peptidico pirofosfato de isopentenilo (IPP). Los resul-
tados se muestran en términos de intensidad media de fluo-
rescencia (MFI) por mancha intracelular para IFN-y, con el
medio solo como control negativo. Los datos se presentan
como valor medio + SEM; * (p<0,01) y **(p<0,001) indican los
valores de p calculados mediante el t-test de Student para
pares de muestras, comparando el medio como control con ODN
CpG, e IPP solo con IPP + ODN CpG.

La Figura 15 consta de dos graficos en los que se re-
presenta la proliferacidén de células T yd en respuesta a
ODN CpG 2006, 1585 6 2216 en presencia o en ausencia del
antigeno no peptidico pirofosfato de isopentenilo (IPP). En
el Panel A se representa la cinética de la expansiédn de las
células T yd, durante 10 dias, de un experimento represen-
tativo. En el Panel B se representa la expansidén de las cé-
lulas T yd 10 dias después de haber sido estimuladas con
IPP solo o en combinacidén con diferentes ODN CpG. Se anali-
zaron entre 9 y 16 donantes para cada ODN. Los datos se
presentan como aumento de x veces en comparacién con IPP
solo (media + SEM); * indica p<0,05 (IPP frente a IPP + ODN
CpG) .

La Figura 16 es un grafico en el que se representa la
regulacién de la produccidén de IL-12p70, inducida por CD40,
por IFN tipo I y por varios ODN CpG. Los datos se muestran

como x veces la produccién de IL-12p70 por anti-CD40 solo
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(media = 143 pg/mL), presentandose la media+SEM de tres do-
nantes diferentes.

La Figura 17 consta de una serie de graficos en los
que se representan los efectos de los ODN CpG 2006, 1585 y
2216 en las respuestas primaria y de recuerdo de los linfo-
citos CTL humanos péptido-especificos. Paneles A y C, CTL
productores de IFN-y, como porcentaje de todas las células
T CD8', péptido-especificos para el recuerdo del péptido
antigeno de la matriz del virus influenza y para la res-
puesta primaria al péptido antigeno melan-A/mart-1, respec-
tivamente. Paneles B vy D, células T CD8" tetramero-
positivas antigeno-especificas para el recuerdo del péptido
antigeno de la matriz del virus influenza y para la res-
puesta primaria al péptido antigeno melan-A/mart-1, respec-
tivamente.

La Figura 18 es una representacidn esquematica de un
conjunto (kit) que incluye un receptaculo gque contiene una
composiciédn que incluye IFN-o en una cantidad que es al me-
nos aproximadamente 10 por ciento menor que la dosis maxima
tolerada (MTD) y, en el mismo receptdculo o en un recepta-
culo separado, un ISNA. El1 conjunto puede también incluir
instrucciones para tratar individuos con enfermedades sus-
ceptibles de tratamiento con IFN-«.

Descripcién Detallada de la Invencién

La invencidén incluye el descubrimiento consistente en
que un subgrupo particular de células sanguineas, células
productoras de IFN natural (IPC), son estimuladas por ISNA
para producir IFN-a. Este descubrimiento fue sorprendente,
ya que anteriormente se desconocia que componentes de virus
UV-irradiados o de bacterias muertas por calor eran respon-
sables de inducir la produccidén de IFN-a por IPC. Siegal
F.P. et al. Science 284:1835-7 (1999). El1 descubrimiento

fue también sorprendente porque las células dendriticas DC2
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maduras, que provienen de las IPC, no son grandes producto-
ras de IFN-a. Ademéds, se constatd también que las células
dendriticas derivadas de monocitos (DCl) no producen IFN-«
en respuesta a los &acidos nucleicos CpG. También fue sor-
prendente que es estimulada una amplia gama de moléculas de
IFN-oa. Ademéds, la invencidén incluye la induccidn local de
IFN-a en el lugar de administracidén del ISNA, evitandose
asi efectos tdéxicos asociados con la administracidn sisté-
mica de IFN-oa en las dosis necesarias para alcanzar una
concentracidén local similar de IFN-a. La invencidn incluye
también el inesperado descubrimiento de que los ISNA pueden
estimular células productoras de IFN y activarlas para ex-
presar la molécula coestimuladora CD80 (B7-1). Otro descu-
brimiento inesperado es que los ISNA pueden sustentar la
supervivencia de células productoras de IFN incluso en au-
sencia de interleucina-3. Estos varios descubrimientos han
llevado a las invenciones in vivo, ex vivo e 1in vitro que
se describen en este documento.

Un ISNA es una molécula de acido nucleico que, al en-
trar en contacto con células del sistema inmune, es capaz
por si misma de inducir a las células contactadas del sis-
tema inmune a proliferar y/o convertirse en activadas. E1
contacto puede ser directo o indirecto; por ejemplo, el IS-
NA puede estimular directamente a un primer tipo de célula
inmune a expresar un producto que puede a su vez estimular
a un segundo tipo de célula inmune que no habia sido ex-
puesta al ISNA o que no responde al mismo. El efecto inmu-
noestimulador del ISNA es independiente de cualquier pro-
ducto que puede ser codificado por la secuencia del ISNA.
De manera similar, el efecto inmunoestimulador de un ISNA
se diferencia de y no depende de mecanismo antisentido al-
guno. Sélo ciertos acidos nucleicos son ISNA. Originalmen-

te, se creia que ciertas secuencias palindrbémicas eran in-



10

15

20

25

30

ES 2265980 T5

25

munoestimuladoras. Tokunaga T. et al. Microbiol. Immunol.
36:55-66 (1992); Yamamoto T. et al. Antisense Res. Dev.
4:119-22 (1994). Trabajos posteriores demostraron que se-
cuencias no palindrdémicas son también estimuladoras en caso
de contener dinucledtidos CpG dentro de contextos de se-
cuencias particulares (motivos CpG). Krieg A.M. et al. Na-
ture 374:546-9 (1995). Los ISNA pueden ser de doble hélice
o de hélice simple. Generalmente, las moléculas de acidos
nucleicos de doble hélice son méas estables in vivo, mien-
tras que las moléculas de acidos nucleicos de hélice simple
poseen una actividad inmune mayor. Asi, en algunos aspectos
de la invencidén se prefiere que el ISNA sea de hélice sim-
ple y en otros aspectos se prefiere que el ISNA sea de do-
ble hélice.

Las terminologias “acido nucleico” y “oligonucledtido”
se usan indistintamente para significar multiples nucledti-
dos covalentemente enlazados, en los que cada nucledtido
comprende un azucar (por ejemplo, ribosa o desoxirribosa)
enlazado a un grupo fosfato y a una base organica cambia-
ble, que es bien una pirimidina sustituida (por ejemplo,
citosina (C), timina (T) o uracilo (U)), o bien una purina
sustituida (por ejemplo, adenina (A) o guanina (G)).

Segin se usan en este documento, las terminologias
“acido nucleico” y “oligonucledbdétido” se refieren tanto a
oligorribonucledétidos como a oligodesoxirribonucledtidos.
Las terminologias también incluyen polinucledsidos (es de-
cir, polinucledétido menos el fosfato) y cualquier otro po-
limero que contiene una base organica. Las moléculas de
adcido nucleico pueden obtenerse de las fuentes existentes
de &cidos nucleicos (por ejemplo, ADN gendmico & ADNc), si
bien son preferiblemente sintéticas (por ejemplo, produci-

das por sintesis de oligonucledétidos).



10

15

20

25

30

ES 2265980 T5

26

Las terminologias “acido nucleico” y “oligonucledtido”
abarcan también &cidos nucleicos u oligonucledtidos con una
base y/o un azlcar covalentemente modificados. Por ejemplo,
incluyen acidos nucleicos gque tienen azlcares estructurales
que estadn covalentemente enlazados a grupos organicos de
bajo peso molecular diferentes de un grupo hidroxilo en la
posicidén 3’ y diferentes de un grupo fosfato en la posicidn
5’ . Los acidos nucleicos asi modificados pueden incluir un
grupo ribosa 2’-0-alquilado. Ademéds, los &acidos nucleicos
modificados pueden incluir otros azlUcares, tales como ara-
binosa, en vez de ribosa. Asi, los &cidos nucleicos pueden
ser heterogéneos en cuanto a su composicidédn estructural,
conteniendo por tanto cualquier combinacidén posible de uni-
dades poliméricas unidas, tales como acidos nucleicos pep-
tidicos (que poseen un aminodcido estructural junto con las
bases de &cidos nucleicos). En algunas formas de realiza-
cidén, los &cidos nucleicos son homogéneos en la composicidn
del soporte estructural.

Los acidos nucleicos también pueden incluir compuestos
analogos de bases, tales como bases modificadas por prolina
en el C-5. Wagner et al. Nature Biotechnology 14:840-844
(1996) . Purinas y pirimidinas incluyen, aunque no estan 1li-
mitadas a, adenina, citosina, guanina, timina, 5-
metilcitoisina, 2-aminopurina, 2-amino-6-cloropurina, 2,6-
diaminopurina, hipoxantina y otras nucleobases de ocurren-
cia natural o no natural, agrupaciones aromaticas sustitui-
das y no sustituidas.

El &cido nucleico es un polimero en cadena de bases,
anadlogos de nucleobases o nucledétidos. Seguin se usa en este
documento con respecto a las unidades conectadas de un aci-
do nucleico, “unido” o “unidén” significa que dos entidades
estadn enlazadas entre si por algun medio fisico-quimico. Se

incluye cualquier unidn, covalente o no covalente, conocida
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por los expertos en la técnica. Los expertos en la técnica
conocen bien tales uniones. Las uniones naturales, que son
las normalmente encontradas en la naturaleza para conectar
las unidades individuales de un acido nucleico, son las mas
comunes. Las unidades individuales de un &cido nucleico
pueden estar unidas, sin embargo, mediante uniones sintéti-
cas o modificadas.

Los &cidos nucleicos segun la invencidn incluyen al
menos un dinucledétido CpG no metilado. Un oligonucledtido
que contiene al menos un dinucledétido CpG no metilado es
una molécula de &cido nucleico que contiene una secuencia
dinucledétida citosina-guanina no metilada (es decir, “ADN
CpG” o ADN que contiene una 5’ citosina seguida por una 3’
guanina unidas por un enlace fosfato) y que activa el sis-
tema inmune. El1 oligonucledétido CpG entero puede estar no
metilado o apenas porciones pueden estar no metiladas, pero
al menos el C de 5’ CG 3’ debe estar no metilado. Los oli-
gonucledtidos CpG pueden ser de doble hélice o de hélice
simple. Las terminologias oligonucledétido CpG o acido nu-
cleico CpG, segun se usan en este documento, se refieren a
un oligonucledétido o a un acido nucleico CpG inmunocestimu-
lador, a menos que se indique lo contrario.

Para su uso en la presente invencidén, los acidos nu-
cleicos pueden sintetizarse de novo mediante el uso de
cualquiera de varios procedimientos bien conocidos en 1la
técnica. Por ejemplo, los acidos nucleicos se pueden sinte-
tizar mediante el método del fosforamidito de PB-cianocetilo
(Beaucage S.L. y Caruthers M.H. Tetrahedron Lett. 22:1859
(1981)) o el método del H-fosfonato nucledsido (Garegg et
al. Tetrahedron Lett. 27:4051 (1986); Froehler et al. Nucl.
Acid Res. 14:5399 (1986); Garegg et al. Tetrahedron Lett.
27:4055 (1986); Gaffney et al. Tetrahedron Lett. 29:2619

(1988)). Estos procedimientos quimicos se pueden llevar a
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cabo mediante una variedad de sintetizadores de oligonu-
cledtidos automatizados disponibles en el mercado. Estos
oligonucledétidos se denominan oligonucledtidos sintéticos.
Alternativamente, se pueden producir ISNA a gran escala en
pléasmidos (véase Sambrook T. et al., “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratoty Press,
New York, 1989) y se pueden separar en fragmentos menores o
administrar enteros. Los oligonucledtidos pueden prepararse
a partir de secuencias de acidos nucleicos existentes (por
ejemplo, ADN gendémico & ADNc) mediante el uso de técnicas
conocidas, tales como aquéllas en las gque se emplean enzi-
mas de restriccidn, exonucleasas o endonucleasas. Los oli-
gonucledtidos preparados de esta forma se denominan oligo-
nucledétidos aislados. La terminologia ISNA abarca ambos ti-
pos de &acidos nucleicos inmunoestimuladores, los sintéticos
y los aislados.

Para su uso in vivo, los ISNA deben ser, preferible-
mente, resistentes a la degradacidn (por ejemplo, deben es-
tar estabilizados). Una “molécula de &cido nucleico estabi-
lizada” significa una molécula de acido nucleico que es re-
lativamente resistente a la degradacidén in vivo (por ejem-
plo, via una exo- o endo-nucleasa). Por ejemplo, si el ex-
tremo 3’ de un olinucledtido posee auto-complementariedad
con una regidén situada mas arriba, de manera que puede re-
trodoblarse y formar un tipo de estructura en forma de lazo
cerrado, el oligonucledétido se convierte en estabilizado y
presenta, por tanto, mas actividad.

Alternativamente, la estabilizacidén de &cidos nuclei-
cos se puede efectuar via modificaciones de los soportes
estructurales de fosfato. Los oligonucledbétidos estabiliza-
dos preferidos de la presente invencidén poseen un fosfato
estructural modificado. Se ha demostrado que la modifica-

cidén del soporte estructural del oligonucledtido proporcio-
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na una actividad aumentada de los ISNA cuando se adminis-
tran in vivo. Estas estructuras estabilizadas son las pre-
feridas, ya que los ISNA de la invencidén tienen al menos un
soporte estructural parcialmente modificado. Por ejemplo,
los oligonucledtidos CpG de una secuencia dada que incluyen
al menos dos uniones fosforotiocato en el extremo 5’ del
oligonucledétido y miltiples uniones fosforotioato en el ex-
tremo 3’, preferiblemente cinco, proporcionan la actividad
maxima y protegen al oligonucledétido de degradacidn por
exo- y endo-nucleasas intracelulares. Otros oligonucledti-
dos modificados incluyen oligonucledtidos fosfodiéster mo-
dificados, combinaciones de oligonucledtidos fosfodiéster y
fosforotioato, metilfosfonato, metilfosforotioato, fosforo-
ditioato y combinaciones de los anteriores. Cada una de es-
tas combinaciones y sus efectos particulares sobre las cé-
lulas inmunes se discuten més detalladamente en los docu-
mentos PCT Published Patent Applications PCT/US95/01570 vy
PCT/US97/19791, reivindicadndose prioridad para los documen-
tos U.S. Serial n° 08/386.063 y 08/960.774, registrados el
7 de Febrero de 1995 y el 30 de Octubre de 1997, respecti-
vamente. Se cree que esos oligonucledtidos estructuralmente
modificados pueden presentar mayor actividad estimuladora
debido a su resistencia aumentada a las nucleasas, absor-
cién celular aumentada, unidén a proteinas aumentada y/o lo-
calizacidédn intracelular alterada.

Soportes estructurales modificados, tales como 1los
fosforotioatos, pueden sintetizarse mediante el uso de téc-
nicas automatizadas en las que se emplean compuestos bien
de fosforoamidato o bien de H-fosfonato. Pueden preparase
aril- y alquil-fosfonatos, por ejemplo, segun se describe
en la patente de EE.UU. n°® 4.469.863; y pueden prepararse
alquilfosfotriésteres (en los que el grupo oxigeno cargado

o

se alquila segun se describe en la patente de EE.UU. n
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5.023.243 y en la patente europea n° 092.574) mediante sin-
tesis automatizada en fase sd6lida, usando reactivos comer-
cialmente disponibles. Se han descrito varios métodos para
efectuar otras modificaciones y sustituciones estructurales
de ADN. Uhlmann E. y Peyman A. Chem. Rev. 90:544 (1990);
Goodchild J. Bioconjugate Chem. 1:165 (1990).

Otros oligonucledtidos estabilizados incluyen: analo-
gos de ADN no idénicos, tales como alquil- y aril-fosfatos
(en los que el oxigeno cargado del grupo fosfonato esté
sustituido por un grupo alquilo o arilo), y algquilfosfo-
diésteres y alquilfosfotriésteres (en los que el grupo oxi-
geno cargado estd alquilado). Los oligonucledbdétidos que con-
tienen un diol, tal como tetraetilenglicol & hexaetilengli-
col, en un extremo o en ambos, han demostrado también ser
sustancialmente resistentes a la degradacidén por nucleasas.

En algunas formas de realizacidn, los ISNA utiles se-
gun la invencién son ISNA S y R quirales. Un “ISNA S qui-
ral”, segun se usa en este documento, es un ISNA en el que
al menos dos nucledtidos tienen una modificacidén del sopor-
te estructural que forma un centro quiral y en el gue una
pluralidad de centros quirales posee quiralidad S. Un “ISNA
R quiral”, segun se usa en este documento, es un ISNA en el
que al menos dos nucledtidos tienen una modificacidédn del
soporte estructural que forma un centro quiral y en el que
una pluralidad de centros quirales posee quiralidad R. La
modificacidén del soporte estructural puede ser cualquier
tipo de modificacidén que forme un centro quiral. Las modi-
ficaciones incluyen, si bien no estan limitadas a, fosforo-
tiocoato, fosforoditioato, metilfosfonato, metilfosforotioato
y combinaciones de los anteriores.

Los ISNA quirales deben tener al menos dos nucledtidos
en el oligonucledétido que tienen una modificacidén del so-

porte estructural. Sin embargo, todos o una cantidad menor
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que todos los nucledtidos de los oligonucledtidos pueden
tener un soporte estructural modificado. De los nucledtidos
que tienen un soporte estructural modificado (denominado
como centro quiral), una pluralidad tiene una quiralidad
unica, S & R. Una “pluralidad”, segun se usa en este docu-
mento, se refiere a una cantidad mayor que 50 por ciento.
Asi, una cantidad menor que todos los centros quirales pue-
den tener quiralidad S & R, dado que una pluralidad de 1los
centros quirales tiene quiralidad S 6 R. En algunas formas
de realizacidén, al menos 55 por ciento, 60 por ciento, 65
por ciento, 70 por ciento, 75 por ciento, 80 por ciento, 85
por ciento, 90 por ciento, 95 por ciento 6 100 por cien de
los centros quirales tienen quiralidad S 6 R. En otras for-
mas de realizacidén, al menos 55 por ciento,, 60 por ciento,
65 por ciento, 70 por ciento, 75 por ciento, 80 por ciento,
85 por ciento, 90 por ciento, 95 por ciento 6 100 por cien
de los nucledtidos tienen modificaciones del soporte es-
tructural.

Los ISNA S y R quirales pueden prepararse mediante
cualquier método conocido en la técnica para preparar oli-
gonucledtidos gquiralmente puros. En muchas referencias se
ensefian métodos para preparar fosforotioato oligodesoxinu-
cledtidos estéricamente puros usando un método con oxatio-
fosfolano que ya habia sido publicado. Stec W.J. et al. J.
Amer. Chem. Soc. 117:12019 (1995). Se han descrito otros
métodos para preparar oligonucledtidos quiralmente puros
por diferentes compafiias, tales como ISIS Pharmaceuticals.
En diferentes patentes de EE.UU. se han descrito también
estos métodos. Por ejemplo, en la patentes de EE.UU. n°®
5.883.237, 5.837.856, 5.599.797, 5.512.668, 5.856.465,
5.359.052, 5.506.212, 5.521.302 y 5.212.295 se describen

métodos para generar oligonucledtidos estéricamente puros.
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Un “individuo” significa una persona o un animal ver-
tebrado entre los que se incluyen, aunque no se limitan a,
perros, gatos, caballos, vacas, cerdos, ovejas, cabras, po-
llos, primates no humanos (por ejemplo, monos), peces (es-
pecies de acuicultura, por ejemplo, salmdn), conejos, ratas
y ratones.

Un “individuo que padece una enfermedad proliferativa”
es un individuo que tiene células proliferativas detecta-
bles y no deseables. En individuos con céncer, las células
proliferativas no deseables pueden ser células cancerosas.
El cancer puede ser maligno o no maligno. Canceres o tumo-
res incluyen, aungque no estan limitados a, cancer del trac-
to biliar, céncer de vejiga, cancer cerebral, cancer de ma-
ma, cancer cervical, coriocarcinoma, cancer de colon, céan-
cer endometrial, cancer esofdgico, cancer gastrico, neo-
plasma intraepitelial, leucemia, cancer de higado, cancer
de pulmdédn (por ejemplo, de células pequefias y de células no
pequerias), linfoma, melanoma, mieloma multiple, neuroblas-
tomas, céancer oral, cancer de ovario, cancer de péancreas,
cancer de probstata, céancer rectal, céncer renal, sarcomas,
cancer de piel, céancer de estdmago, cancer testicular vy
cancer de tiroides, asi como otros carcinomas y sarcomas.
En otras formas de realizacidn, las células proliferativas
no deseables pueden ser no cancerosas, por ejemplo, células
asociadas a una condicidén autoinmune o a una condicidén in-
flamatoria.

Un “individuo que padece una infeccidén viral” es un
individuo que ha sido expuesto a un virus y presenta mani-
festaciones agudas o crdénicas, o niveles detectables del
virus en el organismo.

Ejemplos de virus encontrados en seres humanos inclu-
yen, si bien no estan limitados a, Retroviridae (por ejem-

plo, wvirus de inmunodeficiencia humana, tales como HIV-1
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(también denominado como HTLV-III, LAV 6 HTLV-III/LAV, o
HIV-III); y otros aislados, tales como HIV-LP); Picornavi-
ridae (por ejemplo, virus de polio, virus de hepatitis A;
enterovirus, virus Coxsackie humano, rinovirus, echovirus):;
Calciviridae (por ejemplo, cepas gue causan gastroenteri-
tis); Togaviridae (por ejemplo, virus de encefalitis equi-
na, virus de la rubéola); Flaviridae (por ejemplo, virus de
hepatitis C (HCV), virus de dengue, virus de encefalitis,
virus de fiebre amarilla); Coronoviridae (por ejemplo, co-
ronavirus); Rhabdoviridae (por ejemplo, virus de estomati-
tis wvesicular, virus de la rabia); Filoviridae (por ejem-
plo, virus ébola); Paramyxoviridae (por ejemplo, virus pa-
rainfluenza, virus de las paperas, virus del sarampidn, vi-
rus sincitial respiratorio); Orthomyxoviridae (por ejemplo,
virus influenza); Bungaviridae (por ejemplo, virus Hantaan,
bungavirus, flebovirus y virus Nairo); Arena viridae (virus
de fiebre hemorrédgica); Reoviridae (por ejemplo, reovirus,
orbivirus y rotavirus); Birnaviridae; Hepadnaciridae (virus
de hepatitis B); Parvoviridae (parvovirus); Papovaviridae
(virus de papiloma, virus de polioma); Adenoviridae (la ma-
yoria de los adenovirus); Herpesviridae (virus herpes sim-

plex (HSV) 1 vy 2, wvirus varicela zoster, citomegalovirus

(CMV), wvirus herpes); Poxviridae (virus de la viruela, vi-
rus vacinia, virus pox); Iridoviridae (por ejemplo, virus
de la fiebre porcina africana); y virus no clasificados

(por ejemplo, los agentes etioldgicos de la encefalitis es-
pongiforme, el agente de la hepatitis delta (que se cree
que es un satélite defectuoso del virus de la hepatitis B),
los agentes no clasificados de la hepatitis no-A no-B (cla-
se 1 = transmitida internamente; clase 2 = transmitida pa-
renteralmente); virus Norwalk vy relacionados, y astrovi-

rus) .
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Aunque muchos de los virus anteriormente descritos es-
tdn relacionados con enfermedades humanas, la i1nvencidén es
también util para tratar vertebrados no humanos. Los verte-
brados no humanos son también capaces de desarrollar infec-
ciones que se pueden prevenir o tratar con los ISNA descu-
biertos en este documento. Por ejemplo, ademds de en el
tratamiento de enfermedades infecciosas humanas, los méto-
dos de la invencidén son Utiles para tratar infecciones en
animales.

Los virus infecciosos de vertebrados tanto humanos co-
mo no humanos incluyen retrovirus, virus ARN y wvirus ADN.
Este grupo de retrovirus incluye tanto retrovirus simples
como retrovirus complejos. Los retrovirus simples incluyen
los subgrupos de retrovirus tipo B, retrovirus tipo C y re-
trovirus tipo D. Un ejemplo de retrovirus tipo B es el vi-
rus de tumor mamario de ratdn (MMTV). Los retrovirus tipo C
incluyen subgrupos de tipo C grupo A (incluidos virus de
sarcoma de Rous (RSV), virus de leucemia aviar (ALV) y vi-
rus de mieloblastosis aviar (AMV)) y de tipo C grupo B (in-
cluidos wvirus de leucemia murina (MLV), virus de leucemia
felina (FelV), virus de sarcoma murino (MSV), virus de leu-
cemia de gibdén (GALV), virus de necrosis de bazo (SNV), wvi-
rus de reticuloendoteliosis (RV) y virus de sarcoma de si-
mio (SSV)). Los retrovirus tipo D incluyen virus de mono de
Mason-Pfizer (MPMV) vy retrovirus simio de tipo 1 (SRV-1).
Los retrovirus complejos incluyen los subgrupos de lentivi-
rus, virus de leucemia de células T y virus espumosos. Los
lentivirus incluyen HIV-1, aunque también incluyen HIV-2,
SIV, virus Visna, virus de inmunodeficiencia felina (FIV) vy
virus de anemia infecciosa equina (EIAV). Los virus de leu-
cemia de células T incluyen HTLV-1, HTLV-2, virus de leuce-
mia de células T simias (STLV) y virus de leucemia bovina

(BLV) . Los virus espumosos incluyen virus espumoso humano
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(HFV), wvirus espumoso simio (SFV) y virus espumoso bovino
(BFV) .

Ejemplos de otros virus ARN que son antigenos de ani-
males vertebrados incluyen, aunque no estan limitados a,
los siguientes: miembros de la familia Reoviridae, inclui-
dos el género Orthoreovirus (serotipos multiples de retro-
virus de aves y mamiferos), el género Orbivirus (virus de
la lengua azul, virus Eugenangee, virus Kemerovo, virus de
la enfermedad del caballo africano y virus de la fiebre por
garrapatas de Colorado (Colorado Tick Fever virus)), el gé-
nero Rotavirus (rotavirus humano, virus de la diarrea del
novillo de Nebraska, rotavirus murino, rotavirus simio, ro-
tavirus bovino u ovino, rotavirus aviar); la familia Picor-
naviridae, incluidos el género Enterovirus (poliovirus, vi-
rus Coxsackie A y B, virus huérfano citopatico entérico
humano (ECHO), virus de hepatitis A, enterovirus de simios,
virus de encefalomielitis murina (ME), Poliovirus muris,
enterovirus bovino, enterovirus porcino), el género Cardio-
virus (virus de encefalomiocarditis (EMC), Mengovirus), el
género Rhinovirus (rinovirus humanos, incluidos al menos
113 subtipos; otros rinovirus), el género Apthovirus (virus
de la fiebre aftosa (FMDV); la familia Calciviridae, i1in-
cluidos virus de exantema vesicular de cerdo, virus del
ledn marino de San Miguel, picornavirus felino y virus Nor-
walk; la familia Togaviridae, incluidos el género alfavirus
(virus de la encefalitis equina oriental, virus de la selva
Semliki, wvirus Sindbis, wvirus Chikungunya, virus O’Nyong-
Nyong, virus del rio Ross, virus de encefalitis equina ve-
nezolana, virus de encefalitis equina occidental), el géne-
ro Flavirius (virus de la fiebre amarilla transmitida por
mosquitos, virus de dengue, virus de la encefalitis japone-
sa, virus de la encefalitis de St. Louis, virus de la ence-

falitis de Murray Valley, virus del Nilo occidental, wvirus
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de Kunjin, virus transmitido por garrapatas de Europa Cen-
tral, virus transmitido por garrapatas del Lejano Oriente,
virus de la selva de Kyasanur, virus Louping III, virus Po-
wassan, virus de la fiebre hemorrdgica de Omsk), el género
Rubivirus (virus de la rubéola), el género Pestivirus (vi-
rus de la enfermedad mucosal, virus del cdbdblera porcino, vi-
rus de la enfermedad de Border); la familia Bunyaviridae,
incluidos el género Bunyvirus (Bunyamwera y virus relacio-
nados, virus del grupo de la encefalitis de California), el
género Phlebovirus (virus de la fiebre de la mosca de arena
siciliana, virus de la fiebre del wvalle del Rift), el géne-
ro Nairovirus (virus de la fiebre hemorragica congo-
crimeana, virus de la enfermedad de las ovejas de Nairobi),
y el género Uukuvirus (virus Uukuniemi y relacionados), la
familia Orthomyxoviridae, incluido el género virus influen-
za (virus influenza tipo A, muchos subtipos humanos); virus
influenza porcino y virus influenza aviar y equino; virus
influenza tipo B (muchos subtipos humanos) y virus influen-
za tipo C (posibles géneros separados)); la familia para-
myxoviridae, incluidos el género Paramyxovirus (virus pa-
rainfluenza tipo 1, wvirus Sendai, virus de hemadsorcidn,
virus parainfluenza tipos 2 y 5, virus de la enfermedad de
Newcastle, virus de las paperas), el género Morbillivirus
(virus del sarampidn, virus de panencefalitis esclerosante
subaguda, virus distemper, virus de la peste bovina), el
género Pneumovirus (virus sincitial respiratorio (RSV), vi-
rus sincitial respiratorio bovino y virus de neumonia de
ratones); virus de la selva, virus Sindbis, wvirus Chikun-
gunya, virus de O’Nyong-Nyong, virus del rio Ross, virus de
la encefalitis equina venezolana, virus de la encefalitis
equina occidental), el género Flavirius (virus de la fiebre
amarilla transmitida por mosquitos, virus de dengue, virus

de la encefalitis japonesa, virus de la encefalitis de St.
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Louis, virus de la encefalitis de Murray Valley, virus del
Nilo occidental, virus de Kunjin, virus transmitido por ga-
rrapatas de Europa Central, virus transmitido por garrapa-
tas del Lejano Oriente, virus de la selva de Kyasanur, vi-
rus Louping III, virus Powassan, virus de la fiebre hemo-
rragica de Omsk), el género Rubivirus (virus de la rubéo-
la), el género Pestivirus (virus de la enfermedad mucosal,
virus del cdélera porcino, virus de la enfermedad de Bor-
der); la familia Bunyaviridae, incluidos el género Bunyvi-
rus (Bunyamwera y virus relacionados, virus del grupo de la
encefalitis de California), el género Phlebovirus (virus de
la fiebre de la mosca de arena siciliana, virus de la fie-
bre del valle del Rift), el género Nairovirus (virus de la
fiebre hemorrdgica congo-crimeana, virus de la enfermedad
de las ovejas de Nairobi), y el género Uukuvirus (virus Uu-
kuniemi y relacionados), la familia Orthomyxoviridae, in-
cluido el género virus influenza (virus influenza tipo A,
muchos subtipos humanos); virus influenza porcino y virus
influenza aviar y equino; virus influenza tipo B (muchos
subtipos humanos) y virus influenza tipo C (posibles géne-
ros separados)); la familia paramyxoviridae, incluidos el
género Paramyxovirus (virus parainfluenza tipo 1, virus
Sendai, virus de hemadsorcidn, virus parainfluenza tipos 2
y 5, virus de la enfermadad de Newcastle, virus de las pa-
peras), el género Morbillivirus (virus del sarampidn, virus
de panencefalitis esclerosante subaguda, virus distemper,
virus de la peste bovina), el género Pneumovirus (virus
sincitial respiratorio (RSV), virus sincitial respiratorio
bovino y virus de neumonia de ratones); la familia Rhabdo-
viridae, incluidos el género Vesiculovirus (VSV), virus
Chandipura, virus del parque Flanders-Hart), el género Lys-
savirus (virus de la rabia), rhabdovirus de peces, y dos

probables rhabdovirus (virus Marburg y virus Ebola); la fa-
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milia Arenaviridae, incluidos virus de la coriomeningitis
linfocitica (LCM), complejo de virus Tacaribe y virus Las-
sa; la familia Coronocaviridae, incluidos wvirus de la bron-
quitis infecciosa (IBV), virus de hepatitis de ratdn, virus
corona entérico humano y virus de peritonitis infecciosa
felina (coronavirus felino).

Virus ADN ilustrativos gque son antigenos de animales
vertebrados incluyen, aunque no estan limitados a: la fami-
lia Poxviridae, incluidos el género Orthopoxvirus (viruela
mayor, viruela menor, vacinia pox de mono, viruela bovina,
viruela de bufalo, viruela de conejo, ectromelia), el géne-
ro Leporipoxvirus (mixoma, fibroma), el género Avipoxvirus
(pox de aves, otros virus pox aviares), el género Capripox-
virus (pox de oveja, pox de cabra), el género Suipoxvirus
(pox porcino), el género Parapoxvirus (virus de la dermati-
tis pustular contagiosa, seudopox de vaca, virus de la es-
tomatitis papular bovina); la familia Iridoviridae (virus
de la fiebre porcina africana, virus 2 y 3 de rana, virus
Lymphocystis de peces); la familia Herpesviridae, incluidos
los virus herpes-o (herpes simplex tipos 1 y 2, varicela-
zoster, virus del aborto equino, virus herpes equino 2 y 3,
virus de la pseudorrabia, virus de la queratoconjuntivitis
bovina infecciosa, virus de la rinotraqueitis bovina infec-
ciosa, virus de la rinotraqueitis felina, wvirus de la la-
ringotraqueitis infecciosa), los virus herpes-beta (citome-
galovirus humano y citomegalovirus de cerdos, monos y roe-
dores); los herpes virus-gamma (virus de Epstein-Barr
(EBV), virus de la enfermedad de Marek, herpes saimiri, vi-
rus herpes ateles, virus herpes de sylvilagus, virus herpes
del cerdo de Guinea, virus de tumor de Lucke); la familia
Adenoviridae, incluidos el género Mastadenovirus (subgrupos
humanos A, B, C, D, E y no agrupados; adenovirus de simio

(al menos 23 serotipos), hepatitis canina infecciosa, vy
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adenovirus de ganado, cerdo, oveja, cabra y muchas otras
especies; el género Aviadenovirus (adenovirus aviar); y
adenovirus no cultivables; la familia Papoviridae, inclui-
dos el género Papillomavirus (virus del papiloma humano,
virus del papiloma bovino, virus del papiloma de conejo
Shope y varios virus del papiloma patogénicos de otras es-
pecies), el género Polyomavirus (virus de polioma, agente
vacuolante simio (SV-40), agente wvacuolante de conejo
(RKV), wvirus K, wvirus BK, virus CJ, y otros virus de polio-
ma de primates, tales como virus de papiloma linfotrdéfico);
la familia Parvoviridae, incluidos el género de virus ade-
no-asociados, el género Parvovirus (virus de panleucopuenia
felina, parvovirus bovino, parvovirus canino, virus de la
enfermedad de los mustélidos aleutianos, etc.). Finalmente,
los virus ADN pueden incluir virus gque no se encuadran en
las familias anteriores, tales como los virus de la enfer-
medad de Kuru y Creutzfeldt-Jacob y agentes neuropaticos
infecciosos crénicos (virus CHINA).

Todas las listas anteriores son ilustrativas, no pre-
tendiéndose que sean limitantes. Ademéds, estos virus, Dbien
en forma intacta o bien como fragmentos de los mismos, pue-
den usarse como antigenos en procedimientos de inmuniza-
cidén. Un antigeno es una sustancia reconocida por el siste-
ma inmune como extrafia y que induce inmunidad especifica.
Los antigenos pueden ser hidratos de carbono (incluidos,
por ejemplo, polisacéaridos, glicolipidos y glicoproteinas),
proteinas y polipéptidos, asi como otros oligbébmeros, poli-
meros y moléculas pequefias que pueden unirse a receptores
de antigenos en las células inmunes. La inmunidad especifi-
ca hacia un antigeno puede incluir el reconocimiento del
antigeno por las células T y/o por las células B.

Los &cidos nucleicos que contienen un ISNA apropiado

pueden ser efectivos en cualquier vertebrado. Acidos nu-
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cleicos que contienen un ISNA pueden causar una optima es-
timulacidén 1inmune dependiendo de la especie de mamifero.
Asi, un oligonucledétido que causa una estimulacidén optima o
una inhibicién en seres humanos puede no causar una estimu-
lacidén optima o una inhibicidén en un ratdn, y viceversa.
Los expertos en la técnica pueden identificar los oligonu-
clebdtidos optimos Utiles para una especie de mamifero par-
ticular de interés, mediante el uso de ensayos de rutina
descritos en este documento y/o conocidos en la técnica,
utilizando las directrices que se proporcionan en este do-
cumento.

El ISNA puede administrarse al individuo directamente
0 puede administrarse en conjunto con un complejo que libe-
ra el &cido nucleico. Un “complejo que libera el acido nu-
cleico” significa una molécula de acido nucleico asociada
(por ejemplo, mediante un enlace idénico o covalente; o en-
capsulada) con un medio con afinidad por la célula blanco
(por ejemplo, con una molécula que da lugar a una afinidad
mads elevada para unirse a la célula blanco (por ejemplo,
superficies de células B y/o absorcidén celular aumentada
por células blanco)). Ejemplos de complejos liberadores de
dcidos nucleicos incluyen &cidos nucleicos asociados con:
un esterol (por ejemplo, colesterol), un lipido (por ejem-
plo, un lipido catidénico, virosoma o liposoma), © un agente
de unidén especifico de una célula blanco (por ejemplo, un
ligando reconocido por un receptor especifico de una célula
blanco). Los complejos preferidos deben ser suficientemente
estables in vivo para impedir un desacoplamiento significa-
tivo previo a la internalizacidén por la célula blanco. Sin
embargo, el complejo puede ser escindible bajo condiciones
apropiadas en el interior de la célula, de manera que el

dcido nucleico se libera en forma funcional.
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El1 ISNA u otros agentes terapéuticos pueden adminis-
trarse solos (por ejemplo, en solucidn salina o en tampdn)
o mediante el uso y liberacidén de wvehiculos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, se han descrito los siguientes vehi-
culos de liberacidén: cocleatos (Gould-Fogerite et al.,
1994, 1996); emulsomas (Vancott et al., 1998, Lowell et
al., 1997); ISCOM (Mowat et al., 1993, Carlsson et al.,
1991, Hu et al., 1998, Morein et al., 1999); 1liposomas
(Childers et al., 1999, Michalek et al., 1989, 1992, de
Haan 1995a, 1995b); vectores bacterianos vivos (por ejem-
plo, Salmonella, Escherichia coli, Bacillus Calmette-
Guerin, Shigella, Lactobacillus) (Hone et al., 1996, Pou-
wels et al., 1998, Chatfield et al., 1993, Stover et al.,
1991, Nugent et al., 1998); vectores virales vivos (por
ejemplo, Vacinia, adenovirus, Herpes Simplex) (Gallichan et
al., 1993, 1995, Moss et al., 1996, Nugent et al., 1998,
Flexner et al., 1988, Morrow et al., 1999); microesferas
(Gupta et al., 1998, Jones et al., 1996, Maloy et al.,
1994, Moore et al., 1995, O’Hagan et al., 1994, Eldridge
et al., 1989); wvacunas de &cidos nucleicos (Fynan et al.,
1993, Kuklin et al., 1997, Sasaki et al., 1998, Okada et
al., 1997, Ishii et al., 1997); polimeros (por ejemplo,
carboximetil celulosa, quitoséan) (Hamajima et al., 1998,
Jabbal-Gill et al., 1998); anillos poliméricos (Wyatt et
al., 1998); Proteosomas (Vancott et al., 1998, Lowell et
al., 1988, 1996, 1997); fluoruro de sodio (Hashi et al.,
1998); plantas transgénicas (Tacket et al., 1998, Mason et
al., 1998, Hag et al., 1995); wvirosomas (Gluck et al.,
1992, Mengiardi et al., 1995, Cryz et al., 1998); particu-
las tipo wvirus (Jiang et al., 1999, Leibl et al., 1998).
Los expertos en la técnica admitirdn que otros vehiculos de
liberacidén que son conocidos en la técnica pueden también

usarse.
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En combinacidén con las enseflanzas proporcionadas me-
diante este documento, escogiendo entre los varios compues-
tos activos y sopesando factores tales como potencia, bio-
disponibilidad relativa, peso corporal del paciente, seve-
ridad de los efectos colaterales y modo de administracidn
preferido, se puede planificar un régimen de tratamiento
profilactico o terapéutico efectivo que no causa toxicidad
sustancial y que ademds es enteramente efectivo para tratar
al individuo en particular. La cantidad efectiva para cual-
quier aplicacidén particular puede variar en funcidén de fac-
tores tales como la enfermedad o trastorno a ser tratado,
el ISNA particular a ser administrado (por ejemplo, el nu-
mero de motivos CpG no metilados o su localizacidén en el
dcido nucleico, el grado de quiralidad del oligonucledti-
do), el antigeno, el tamafio del individuo o la severidad de
la enfermedad o trastorno. Un experto en la técnica puede
determinar empiricamente la cantidad efectiva de un ISNA
particular y/o de antigeno y/o de otro agente terapéutico
sin necesitar efectuar una experimentacidn excesiva.

Para individuos humanos adultos, las dosis de los com-
puestos ISNA descritos en este documento van tipicamente de
aproximadamente 50 pg/dosis a 20 mg/dosis, mas tipicamente
de aproximadamente 80 npg/dosis a 8 mg/dosis y, mas tipica-
mente, de aproximadamente 800 pg/dosis a 4 mg/dosis. En
términos del peso corporal del individuo, las dosis tipicas
establecidas van de aproximadamente 0,5 a 500 pg/kg/dosis,
mas tipicamente de aproximadamente 1 a 100 upg/kg/dosis vy,
mas tipicamente, de aproximadamente 10 a 50 ug/kg/dosis.
Las dosis dependen de factores entre los que se incluyen la
via de administracidén, por ejemplo, la administracidn oral
puede requerir una dosis sustancialmente mayor que la admi-

nistracidén subcuténea.
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Las formulaciones de la invencidén se administran en
soluciones farmacéuticamente aceptables, que pueden conte-
ner rutinariamente concentraciones farmacéuticamente acep-
tables de sal, agentes de tamponamiento, conservantes, ve-
hiculos compatibles, adyuvantes y, opcionalmente, otros in-
gredientes terapéuticos.

Los ISNA se pueden administrar en conjunto con otros
agentes conocidos en la técnica por ser uUtiles en combina-
cidén con IFN-o para tratar enfermedades viricas y prolife-
rativas. Ejemplos de tales otros agentes normalmente usados
o en fase de investigacidén para su uso en combinacidn con
IFN-a incluyen ribavirina, amantadina, agentes quimiotera-
péuticos (por ejemplo, 5-fluorouracilo y BCNU), terapia de
radiacidén, fototerapia, citoquinas, incluidas IL-2 e IL-12,
e IFN-vy.

Para su uso en terapia, se puede administrar a un in-
dividuo una cantidad efectiva del ISNA mediante cualquier
modo que libere el ISNA en el local deseado, por ejemplo,
modo mucosal o sistémico. La “administracidén” de la compo-
sicidén farmacéutica de la presente invencidn se puede efec-
tuar mediante cualquier medio conocido por los expertos en
la técnica. Las vias preferidas de administracidn incluyen,
si bien no estédn limitadas a, via oral, parenteral, intra-
lesional, tépica, transdérmica, intramuscular, intranasal,
intratraqueal, inhalante, ocular, vaginal y rectal.

Para administracidén oral, los compuestos (es decir,
ISNA, antigeno y otros agentes terapéuticos) se pueden for-
mular facilmente mediante combinacidén del compuesto(s) ac-
tivo(s) con vehiculos farmacéuticamente aceptables bien co-
nocidos en la técnica. Tales vehiculos permiten formular
los compuestos de la invencidédn como comprimidos, pildoras,
grageas, céapsulas, liquidos, geles, jarabes, fluidos, sus-

pensiones y analogos, para su ingestidén oral por parte del
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individuo a ser tratado. Las preparaciones farmacéuticas
para uso oral se pueden obtener como excipientes sdélidos,
opcionalmente triturando la mezcla resultante y procesando
la mezcla de granulos, adicionando a continuacidén, si se
desea, sustancias auxiliares, con objeto de obtener compri-
midos o grageas. Son excipientes adecuados, en particular,
cargas, tales como azucares, incluidos lactosa, sacarosa,
manitol o sorbitol; preparaciones celuldsicas, tales como,
por ejemplo, almidén de maiz, almiddn de trigo, almiddén de
arroz, almiddén de patata, gelatina, goma tragacanto, metil
celulosa, hidroxipropil metil celulosa, carboximetil celu-
losa de sodio y/o poli(vinilpirrolidona) (PVP). Si se des-
ea, se pueden afiadir agentes disgregantes, tales como po-
li(vinilpirrolidona) reticulada, agar, o &acido alginico o
una sal del mismo, tal como alginato de sodio. Las formula-
ciones orales pueden también formularse opcionalmente en
medio salino o tamponado, con objeto de neutralizar las
condiciones &cidas internas, o se pueden administrar sin
ningun vehiculo.

Las grageas se proporcionan con revestimientos adecua-
dos. Para este propdsito, se pueden usar disoluciones con-
centradas de azucar, que pueden opcionalmente contener goma
aradbiga, talco, poli(vinilpirrolidona), gel carbopol, po-
1li (etilenglicol) y/o didéxido de titanio, disoluciones la-
queadoras y disolventes organicos o mezclas de disolventes
adecuados. Se pueden afiadir colorantes o pigmentos a los
comprimidos o a los revestimientos de grageas, a efectos de
identificacién o para caracterizar combinaciones diferentes
de las dosis activas de compuestos.

Las preparaciones farmacéuticas que pueden usarse
oralmente incluyen capsulas de gelatina ajustables por des-
lizamiento, asi como céapsulas blandas y selladas preparadas

con gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbi-
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tol. Las capsulas ajustables por deslizamiento pueden con-
tener los ingredientes activos mezclados con cargas, tales
como lactosa, aglutinantes, tales como almidones, y/o lu-
bricantes, tales como talco o estearato de magnesio, y, oOp-
cionalmente, estabilizantes. En las céapsulas blandas, los
compuestos activos pueden disolverse o suspenderse en 1i-
quidos adecuados, tales como aceites grasos, parafina 1i-
quida o poli(etilenglicoles) liquidos. Ademas, pueden afia-
dirse estabilizantes. También pueden usarse microesferas
formuladas para administracidén oral. Tales microesferas es-
tédn bien definidas en la técnica. Todas las formulaciones
para administracidédn oral deben estar en dosis adecuadas pa-
ra tal administracidn.

Para administracidén Dbucal, las composiciones pueden
adoptar la forma de comprimidos o pastillas formulados de
la manera convencional.

Para administracidédn por inhalacidn, los compuestos pa-
ra uso segun la presente invencidn pueden expenderse conve-
nientemente en forma de presentacidén en spray aerosol como
envases presurizados o como nebulizadores, mediante el uso
de un propelente adecuado, por ejemplo, diclorodifluorome-
tano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, didxi-
do de carbono u otros gases adecuados. En el caso de un ae-
rosol presurizado, la unidad de dosificacidén puede determi-
narse mediante la presencia de una valvula que libera una
cantidad medida. Se pueden formular capsulas y cartuchos
de, por ejemplo, gelatina, para uso en inhaladores o insu-
fladores que contienen una mezcla en polvo del compuesto y
una base en polvo adecuada, tal como lactosa o almidédn.

Los compuestos, en los casos en que es deseable su 1i-
beracidén sistémica, pueden formularse para administracidn
parenteral mediante inyeccidn, por ejemplo, mediante inyec-

ciébn en bolus o infusidén continua. Las formulaciones para
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inyeccidén pueden presentarse en forma de dosis unitarias,
por ejemplo, en ampollas o en contenedores multi-dosis, ca-
so en el que se debe afiadir un conservante. Las composicio-
nes pueden adoptar formas tales como suspensiones, disolu-
ciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos, pudien-
do contener agentes de formulacidn, tales como agentes de
suspensidn, estabilizantes y/o dispersantes.

Las formulaciones farmacéuticas para administracidn
parenteral incluyen disoluciones acuosas de los compuestos
activos en forma soluble en agua. Adicionalmente, pueden
prepararse suspensiones de los compuestos activos como sus-
pensiones oleosas apropiadas para inyeccidén. Disolventes o
vehiculos 1lipofilicos adecuados incluyen aceites grasos,
tales como aceite de sésamo, o ésteres sintéticos de acidos
grasos, tales como oleato de etilo, o triglicéridos o lipo-
somas. Las suspensiones acuosas para inyeccidén pueden con-
tener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspen-
sién, tales como carboximetil celulosa de sodio, sorbitol o
dextrano. Opcionalmente, la suspensidn puede contener tam-
bién estabilizantes adecuados o agentes que aumentan la so-
lubilidad para permitir preparaciones de disoluciones alta-
mente concentradas.

Alternativamente, los compuestos activos pueden encon-
trarse en forma de polvo para reconstitucidédn con un vehicu-
lo adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de pirdgenos,
antes de su uso.

Los compuestos pueden formularse también en composi-
ciones rectales o vaginales, tales como supositorios o ene-
mas de retencidn, por ejemplo, junto con bases convenciona-
les de supositorios, tales como manteca de cacao u otros
glicéridos.

Ademés de en las formulaciones anteriormente descri-

tas, los compuestos pueden formularse también como prepara-



10

15

20

25

30

ES 2265980 T5

47

cidén depdsito. Estas preparaciones efectivas durante largo
tiempo pueden formularse con materiales poliméricos o
hidrofdébicos adecuados (por ejemplo, como emulsidén en un
aceite aceptable) o resinas cambiadoras de iones, o como
derivados escasamente solubles, por ejemplo, como una sal
escasamente soluble.

Las formulaciones farmacéuticas pueden también com-
prender vehiculos o excipientes adecuados sélidos o en fase
de gel. Ejemplos de tales vehiculos o excipientes incluyen,
aunque no se limitan a, carbonato de calcio, fosfato de
calcio, wvarios azlUcares, almidones, derivados de celulosa,
gelatina y polimeros, tales como poli(etilenglicoles).

Formas de preparaciones farmacéuticas adecuadas sb6li-
das o liquidas son, por ejemplo, soluciones acuosas o sali-
nas para inhalacién, formas microencapsuladas, cocleares,
revestidas en particulas de oro microscédpicas, contenidas
en liposomas, nebulizadas, en aerosoles, pellets para im-
plantacidén en la piel, o dejadas secar sobre un objeto pun-
tiagudo para efectuar marcas en la piel. Las composiciones
farmacéuticas también incluyen granulos, polvos, comprimi-
dos, comprimidos revestidos, (micro)capsulas, supositorios,
jarabes, emulsiones, suspensiones, cremas, gotas O prepara-
ciones para liberacidén prolongada de los compuestos acti-
vos, en cuya preparacidén se usan rutinariamente, como se ha
descrito anteriormente, excipientes y aditivos y/o auxilia-
res, tales como disgregantes, aglutinantes, agentes de re-
vestimiento, agentes de relleno, lubricantes, saborizantes,
edulcorantes o solubilizantes. Las composiciones farmacéu-
ticas son adecuadas para su uso en una variedad de sistemas
liberadores de farmacos. Para efectuar una breve revisidn
de los métodos de liberacién de farmacos, véase Langer
Science 249:1527 (1990), que se incorpora a este documento

como referencia.
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Los ISNA se pueden administrar per se (tal cual) o en
forma de sal farmacéuticamente aceptable. Cuando se usan en
medicina, las sales deben ser farmacéuticamente aceptables,
si bien se pueden usar convenientemente sales no farmacéu-
ticamente aceptables para preparar sales farmacéuticamente
aceptables de las mismas. Tales sales incluyen, aunque no
se limitan a, las preparadas a partir de los siguientes
dcidos: clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, nitrico, fos-
férico, maleico, acético, salicilico, p-tolueno sulfdnico,
tartdrico, citrico, metano sulfdénico, £fdé6rmico, maldnico,
succinico, naftaleno-2-sulfdénico y benceno sulfdénico. Ade-
mas, tales sales pueden prepararse como sales de metales
alcalinos o alcalinotérreos, tales como sales de sodio, po-
tasio o calcio del grupo acido carboxilico.

Agentes de tamponamiento adecuado incluyen: acido acé-
tico y una sal (1-2 por ciento, p/v), éacido citrico y una
sal (1-3 por ciento p/v), é&cido bdérico y una sal (0,5-2,5
por ciento, p/v), y éacido fosférico y una sal (0,8-2 por
ciento, p/v). Conservantes adecuados incluyen cloruro de
benzalconio (0,003-0,03 por <ciento, p/v), clorobutanol
(0,3-0,9 por ciento, p/v), parabens (0,01-0,25 por ciento,
p/v) y timerosal (0,004-0,02 por ciento, p/v).

Las composiciones farmacéuticas de la invencidn con-
tienen una cantidad efectiva de un ISNA y opcionalmente an-
tigenos y/o otros agentes terapéuticos opcionalmente in-
cluidos en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La ter-
minologia “vehiculo farmacéuticamente aceptable” significa
uno o mas rellenos sdélidos o liquidos compatibles, sustan-
cias diluyentes o encapsulantes que son adecuadas para ad-
ministracidén a seres humanos u otros animales vertebrados.
El término “vehiculo” denota un ingrediente orgdnico o in-
organico, natural o sintético, con el cual se combina el

ingrediente activo para facilitar la aplicacién. Los compo-
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nentes de las composiciones farmacéuticas también son capa-
ces de mezclarse con los compuestos de la presente inven-
cibébn y entre si, de manera tal que no existe ninguna inter-
accidén que puede perjudicar sustancialmente la eficiencia
farmacéutica deseada.

Existe una variedad de vias de administracidén disponi-
bles. El1 modo particular seleccionado va a depender, por
supuesto, de los adyuvantes particulares o del antigeno se-
leccionado, de la enfermedad particular a tratar y de la
dosis requerida para conseguir eficacia terapéutica. Los
métodos de esta invencidn, en términos generales, pueden
practicarse usando cualquier modo de administracidédn médica-
mente aceptable, lo que significa cualquier modo que produ-
ce niveles efectivos de una respuesta inmune sin causar
efectos adversos clinicamente no aceptables. Los modos de
administracidén preferidos se han discutido anteriormente.

Las composiciones pueden presentarse convenientemente
en forma de dosis individuales y se pueden preparar median-
te cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica
farmacéutica. Todos los métodos incluyen la etapa de mez-
clar los compuestos en asociacidn con un vehiculo que cons-
tituye uno o més ingredientes accesorios. En general, las
composiciones se preparan mezclando uniforme e intimamente
los compuestos en asociacidédn con un vehiculo ligquido, un
vehiculo sélido finamente dividido o ambos y, seguidamente,
si es necesario, dando forma al producto. Las unidades de
dosis liquidas son viales o ampollas. Las unidades de dosis
s6lidas son comprimidos, capsulas y supositorios. Para el
tratamiento de un paciente pueden ser necesarias dosis di-
ferentes, en funcidén de la actividad del compuesto, forma
de administracidn, propdsito de la inmunizacidn (es decir,
profilactico o terapéutico), naturaleza y severidad de 1la

enfermedad, y edad y peso corporal del paciente.
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Otros sistemas de liberacidén pueden incluir sistemas
de liberacidén prolongada, liberacidén retardada o liberacidn
sostenida. Tales sistemas pueden evitar administraciones
repetidas de los compuestos, hecho que aumenta su conve-
niencia para el individuo y para el médico. Son muchos los
tipos de sistemas de liberacidn disponibles y conocidos por
los expertos en la técnica. Entre ellos se incluyen siste-
mas basados en polimeros, tales como poli(lactida-
glicolida), copolioxalatos, policaprolactonas, poliestera-
midas, poliortoésteres, &acido poli-hidroxibutirico y po-
lianhidridos. Se describen microcapsulas de los polimeros
precedentes en, por ejemplo, la patente de EE.UU.
5.075.109. Los sistemas de liberacidén incluyen también sis-
temas no poliméricos, que son: lipidos, incluidos estero-
les, tales como colesterol, ésteres de colesterol y acidos
grasos o Jrasas neutras, tales como mono-, di- y tri-
glicéridos; sistemas de liberacidén hidrogel; sistemas si-
lasticos; sistemas basados en péptidos; revestimientos de
cera; comprimidos sometidos a presidédn en los que se han
usado aglutinantes y excipientes convencionales; implantes
parcialmente unidos; y analogos. Ejemplos especificos in-
cluyen, si bien no se limitan a: (a) sistemas erosionales,
en los que un agente de la invencidén se encuentra contenido
en determinada forma en una matriz, tales como los descri-
tos en las patentes de EE.UU. n° 4.452.775, 4.675.189 y
5.736.152, y (b) sistemas de difusidén, en los que un compo-
nente activo permea de un polimero a una velocidad contro-
lada, tales como los descritos en la patentes de EE.UU. n°®
3.854.480, 5.133.974 y 5.407.686. Ademads, pueden usarse
sistemas de liberacidén electro-mecanicos basados en bombas,
algunos de los cuales estan adaptados para implantes.

Segun se usa en este documento, un método que requiere

la administracidén de IFN-a se refiere a un método clinico
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para tratar a un individuo mediante administracidén de IFN-
o, con el objetivo de alcanzar el resultado terapéutico de-
seado. Existe una serie de indicaciones clinicas para las
que el IFN-a es un agente terapéutico consolidado. Un indi-
viduo que necesita tratamiento con IFN-o tiene una indica-
cidén clinica para la que el IFN-a es un agente terapéutico
consolidado. Estas indicaciones clinicas incluyen ciertas
infecciones virales y ciertas enfermedades proliferativas,
notablemente canceres y enfermedades precancerosas. Las in-
fecciones virales para las que el IFN-a posee actualmente
aprobacidén para su uso en los Estados Unidos son hepatitis
B, hepatitis C y condiloma acuminata (verrugas venéreas O
anogenitales). Los neoplasmas para los que el IFN-a posee
actualmente aprobacidén para su uso en los Estados Unidos
son leucemia de células pilosas, leucemia de células T cu-
tédneas, leucemia mieldgena crénica (CML), linfoma de no-
Hodgkin, melanoma maligno y sarcoma de Kaposi relacionado
con SIDA. Fuera de los Estados Unidos, el IFN-a se encuen-—
tra también en uso clinico para tratar carcinoma de células
de vejiga, carcinoma de colon, carcinoma de células rena-
les, mieloma multiple, displasia cervical y papilomatosis
laringea. Otras indicaciones en fase de investigacidn para
tratamiento con IFN-a incluyen otras infecciones virales vy
otros cénceres, incluidos, por ejemplo, enfermedad de Beh-
cet, HIV, céncer de préstata, cancer de pulmbdn de células
pequefias, cancer pancreatico, carcinoma celular escamoso,
glioma y mesotelioma pleural maligno, entre otros.

Segun se usa en este documento, una composicidén farma-
céutica que comprende IFN-o se refiere a una preparacidén de
IFN-a recombinante o natural adecuado para uso farmacéuti-
co. El1 IFN-a puede ser derivado de material natural (por
ejemplo, leucocitos, mieloblastos, linfocitos), de material

derivado de éste (por ejemplo, lineas celulares) o prepara-
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do con tecnologia de ADN recombinante. Detalles de la clo-
nacién de IFN-a y la expresidn directa de éste, especial-
mente en Escherichia coli, han sido tema de muchas publica-
ciones. Se conoce, por ejemplo, la preparacidén de IFN-o re-
combinante a partir de los trabajos de Gray et al. Nature
295:503-8 (1982), Goeddel et al. Nature 284:316-20 (1980),
Goeddel et al. Nature 290:20-26 (1981) y EP 174143. En los
Estados Unidos, el IFN-a estd disponible como IFN-a2a re-
combinante humano (ROFERON-AZA), IFN-a2b recombinante humano
(INTRON A), y como IFN-an3 natural purificado (ALFERON N) .
Fuera de los Estados Unidos, el IFN-a estd también disponi-
ble como IFN-anl natural purificado (WELLFERON) .

Segun se usa en este documento, una dosis efectiva
clinicamente establecida de IFN-a en solitario se refiere a
una dosis de IFN-o natural o recombinante, administrada en
ausencia de otro agente que aumenta la biodisponibilidad
del IFN-a, que es la dosis estandar recomendada para una
indicacién clinica particular. Una dosis efectiva clinica-
mente establecida de IFN-oa en solitario puede incluir, sin
embargo, el uso de IFN-o en combinacidén con otros agentes y
modalidades de tratamiento, tales como quimioterapia con-
vencional, terapia de radiacidn, agentes antivirales y ci-
rugia. En la mayoria de los individuos, se espera que la
dosis estandar recomendada de IFN-a para una indicacidn
clinica particular ejerza el efecto clinico deseado. En una
aplicacién clinica dada en un individuo dado, una dosis
efectiva clinicamente establecida de IFN-a en solitario
puede también referirse a una dosis de IFN que es, o ha si-
do, o deberia esperarse que sea efectiva en dicho individuo
para tratar una enfermedad del individuo. Por ejemplo, un
individuo puede responder a una dosis de IFN-o en solitario
que es menor que la dosis recomendada estandar. De manera

opuesta, un individuo puede ser incapaz de tolerar una do-
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sis efectiva clinicamente establecida debido a los efectos
colaterales reales o previstos del tratamiento con IFN-«.

La dosis maxima tolerada (MTD) para cualquier compues-
to terapéutico se identifica como parte de su evaluacidn
clinica. Por ejemplo, los ensayos de fase I pueden incluir
determinaciones de la dosis méxima tolerada, toxicidades
limitantes de la dosis (DLT) y farmacocinética del compues-
to de ensayo. Asi, la MTD para cualquier compuesto terapéu-
tico aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) es
conocida por los expertos en la técnica como materia de do-
minio publico. La MTD para cualquier compuesto terapéutico
particular puede variar segun su formulacidén (por ejemplo,
formulacidén inyectable, formulacién polimérica bioerosiona-
ble implantable, formulacidén oral), via de administracidn
(por ejemplo, intravenosa, oral, intratumoral), forma de
administracidén (por ejemplo, infusidn, inyeccidn en bolus),
frecuencia de la dosificacidén (por ejemplo, cada hora, di-
ariamente, semanalmente) y analogos. La MTD se define fre-
cuentemente como el nivel de dosis mas alto al cual el 50
por ciento de los individuos a los gque se ha administrado
el farmaco desarrollan una toxicidad limitante de la dosis.
Otras definiciones que son clinicamente relevantes y gene-
ralmente aceptadas son conocidas por los expertos en la
técnica.

Se han publicado ejemplos de MTD para varios tipos de
IFN-a en estudios gque incluyen varias vias de administra-
cibén, indicaciones, combinaciones con otros agentes y cua-
dros clinicos. En uno de los estudios, La MTD de IFN-c2a
fue 18 millones de unidades internacionales (UI) cuando se
administrd intramuscularmente tres veces por semana en com-
binacidén con fototerapia para el tratamiento de linfoma cu-
tédneo de células T (micosis fungoide y sindrome de Sézary).

Kuzel T.M. et al. J. Natl. Cancer Inst. 82:203-7 (1990).
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En un estudio independiente, se encontrd que la MTD de
IFN-a2b para el tratamiento de linfoma cutaneo de células T
fue 18 millones de UI cuando se administrdé intramuscular-
mente tres veces por semana. Qiu B. y Chen M. Chin. Med. J.
(Engl.) 109:404-6 (1996). En el caso de pacientes someti-
dos a altas dosis de radiacidén pélvica para el tratamiento
de céncer de recto, la MTD de IFN-o2a fue mas baja, 3 mi-
llones de UI administradas subcutdneamente tres veces por
semana. Perera F. et al. Int. J. Radial. Oncol. Biol. Phys.
37:297-303 (1997). En el caso de pacientes con sarcoma de
Kaposi relacionado con SIDA que seguian quimioterapia cito-
téxica, la MTD de IFN-o2b fue 10 millones de UI por dia.
Gill P.S. et al. J. Biol. Response Mod. 9:512-6 (1990). To-
davia en otro estudio, la MTD de IFN-o2b fue 18 millones de
UI/m’ cuando se administrd semanalmente como infusién de 24
horas en combinacidédn con 5-fluorouracilo y leucovorina a
pacientes con cancer colorrectal metastatico. Cascinu S. et
al. Anticancer Drugs 7:520-4(1996).

Las medidas de la dosis maxima tolerada pueden expre-
sarse como peso de farmaco por peso de individuo, peso de
farmaco por &rea de superficie corporal, etc. La MTD de
compuestos anticancer se expresa frecuentemente como peso
por metro cuadrado de area de superficie corporal (mg/m?).
La MTD también puede expresarse como dosis relativa a un
componente de tiempo, tal como peso de farmaco por area
de superficie corporal por dia.

Para terapéuticas que todavia no se han sometido a
ensayos clinicos en seres humanos, © gque no se han some-
tido a ninguna determinacién de MTD en seres humanos (por
ejemplo, compuestos experimentales o altamente téxicos),
un experto en la técnica puede estimar la MTD mediante el
uso de modelos animales. El cadlculo de la MTD en animales

se puede basar en determinado numero de parametros fisio-
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l6gicos, tales como muerte, toxicidades particulares vy
pérdida de peso inducida por farmacos. En el caso en que
se usa la muerte como parametro de valoracidn, la MTD
puede ser la dosis méas elevada administrada a animales de
ensayo en la que todos los miembros del grupo de ensayo
sobrevivieron. En el caso en que se usa la toxicidad como
pardmetro de valoracidén, la MTD puede ser la dosis a la
que se observa toxicidad moderada pero no severa. En el
caso en que se usa la pérdida de peso como parametro de
valoracién, la MTD puede ser la dosis por encima de la
cual se induce un cierto cambio porcentual en el peso
corporal. Los expertos en la técnica conocen otros méto-
dos para determinar las MTD mediante el uso de modelos
animales y diferentes parametros de valoracidédn. La corre-
lacién de una MTD animal con una MTD humana para un com-
puesto terapéutico es una préactica aceptada en la técnica
farmacéutica.

Asi, la invencidn proporciona en un aspecto composi-
ciones y formulaciones para administracidédn a un indivi-
duo, preferiblemente un individuo humano, que contienen
una cantidad de interferdén que estd por debajo de la do-
sis maxima tolerada para interferdn.

En un aspecto, la invencidén incluye tratar a un indi-
viduo que necesita tratamiento con IFN-a y que requiere co-
administracidén de una cantidad efectiva de un ISNA aislado
en conjunto con la administracién de IFN-o. Segun se usa en
este documento, una cantidad efectiva de un ISNA aislado se
refiere a aquella cantidad de ISNA aislado que lleva a las
células a producir IFN-a. En otra forma de realizacidn pre-
ferida, una cantidad efectiva de un ISNA aislado se refiere
a aquella cantidad de ISNA aislado que corresponde a una
cantidad que lleva a las células in vitro a producir IFN-a.

En otra forma de realizacidén preferida, una cantidad efec-
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tiva de un ISNA aislado se refiere a aquella cantidad de
ISNA aislado que causa un aumento en la cantidad local o
circulante de IFN-a por encima del nivel correspondiente
que ocurriria sdélo con la administracidén de IFN-o exdgeno.
En otra forma de realizacidén preferida, una cantidad efec-
tiva de un ISNA aislado se refiere a aquella cantidad de
ISNA aislado que aumenta el beneficio terapéutico del IFN-o
exdgeno por encima de lo que seria obtenido sin el ISNA.
Todavia en otra forma de realizacidn, una cantidad efectiva
de un ISNA aislado se refiere a aquella cantidad de ISNA
aislado que permitiria el mismo efecto terapéutico a ser
conseguido por una cantidad dada de IFN-oa cuando se coadmi-
nistra el oligonucledétido con una dosis menor de IFN-o.
Segun se usa en este documento, la terminologia “coad-
ministrar” se refiere a administrar al menos dos agentes en
asociacidédn clinica entre si. La coadministracidn puede in-
cluir la administracidén de al menos dos agentes, bien jun-
tos o bien secuencialmente. En una forma de realizacidn
preferida, el ISNA se administra bien antes, bien al mismo
tiempo o bien después de la administracidén de IFN-o, de ma-
nera que la concentracidén local o sistémica de IFN-u se ve
aumentada con respecto a la concentracidédn correspondiente
de IFN-o que se alcanzaria mediante la administracidén de 1la
misma cantidad de IFN-a en solitario. Coadministrar signi-
fica administrar interferdén-a lo suficientemente cerca en
el tiempo de la administracidén del ISNA, de manera que se
consiguen efectos mayores que los efectos que se alcanzari-
an en caso de administrar uno de los dos por separado a la
misma dosis. Preferiblemente, los efectos son al menos adi-
tivos. También pueden administrarse via modos diferentes,
tales como, por ejemplo, administracidén de interferdn sis-
témicamente y administracidén del ISNA localmente.

En ciertas formas de realizacidédn que incluyen coadmi-
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nistracidén simulténea, el IFN-oa y el ISNA pueden prepararse
como una formulacidédn Unica. En otras formas de realizacidn
que incluyen coadministracidén simulténea, el IFN-o y el IS-
NA pueden prepararse y administrarse por separado. En este
Ultimo caso, las formulaciones individuales de IFN-o e ISNA
se pueden envasar Jjuntas como un conjunto (kit) con ins-
trucciones para la administracidén simultédnea. De manera si-
milar, en formas de realizacidn que requieren coadministra-
cidén consecutiva, las formulaciones individuales de IFN-o e
ISNA se pueden envasar juntas como un conjunto con instruc-
ciones para su administracidén secuencial.

Segun se usa en este documento, “localmente adminis-
trado” se refiere a la administracidén por una via mediante
la que se alcanza una concentraciédn local de IFN-a que
sobrepasa la concentracién sistémica de IFN-o. Por ejemplo,
se puede efectuar la administracidén local a un dérgano o le-
sidén particular mediante inyeccidn directa en la lesidén u
6érgano o en un vaso sanguineo aferente asociado y que riega
la lesidén u é6rgano a ser tratado. En el ejemplo de adminis-
tracidén local al higado, la administracidén local se puede
efectuar mediante inyeccidédn o infusidén en la arteria hepa-
tica, arteria celiaca o vena portal.

En otro aspecto, la invencién incluye suplementar el
tratamiento con IFN-oa de un individuo que necesita trata-
miento con IFN-«, aspecto en el que se administran al indi-
viduo una cantidad efectiva de IFN-a y un ISNA aislado. El
IFN-o inducido por el ISNA suplementa al IFN-a directamente
administrado al individuo, extendiendo asi la eficacia cli-
nica de una dosis dada de IFN-oa. Ademéds, dado que el IFN-a
inducido por ISNA incluye tipicamente una variedad de sub-
tipos, mientras que el IFN-a directamente administrado in-
cluye tipicamente s6lo un uUnico subtipo, la gama de efectos

bioldgicos proporcionada por el tratamiento con IFN-a se ve
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también expandida por la coadministracién del ISNA y el
IFN-«.

La invencidén incluye también aumentar la eficacia del
tratamiento con IFN-a de un individuo. Este aspecto de 1la
invencién incluye administrar a un individuo que necesita
tratamiento con IFN-oa una composicidén farmacéutica que com-
prende IFN-o y coadministrar al individuo que necesita tal
tratamiento una composicidén farmacéutica que comprende un
ISNA en una cantidad que, junto con el IFN-o administrado,
constituye un tratamiento efectivo con IFN-o, en el que la
eficacia del tratamiento con IFN-a es mayor que la eficacia
de administrar la misma cantidad de IFN-a en ausencia de la
coadministracidén del ISNA.

Segun se usa en este documento, un método para inten-
sificar la eficacia o aumentar la eficacia de un tratamien-
to con IFN-o de un individuo, se refiere a un método en el
que el efecto de la administracidédn de una dosis dada de
IFN-a a un individuo resulta en un efecto clinico mayor que
lo esperado o previamente observado cuando se usa la misma
dosis de IFN-oa. En una forma de realizacidn preferida, el
método requiere coadministrar una cantidad de ISNA en can-
tidad efectiva para inducir la produccidén de IFN-o por las
IPC. La cantidad de IFN-o local o sistémicamente alcanzada
por este método refleja contribuciones tanto del IFN-a ad-
ministrado como del IFN-o inducido, alcanzandose, por tan-
to, una eficacia aumentada del tratamiento con IFN-a para
una dosis dada de IFN-o administrado. La eficacia aumentada
se puede manifestar como, por ejemplo, un mayor grado de
respuesta al tratamiento, un curso mas rapido de respuesta
al tratamiento o una aceptacidén mejorada al régimen de tra-
tamiento.

Segun otro aspecto, la invencidén incluye disminuir una

dosis de IFN-a efectiva para tratar a un individuo que ne-
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cesita tratamiento con IFN-o. El método incluye administrar
a un individuo gque necesita tratamiento con IFN-a una com-
posicidén farmacéutica que comprende IFN-o y coadministrar
al individuo que necesita tal tratamiento una composicidn
farmacéutica que comprende un acido nucleico inmunocestimu-
lador en una cantidad que, junto con el IFN-o administrado,
constituye un tratamiento efectivo con IFN-«, y en el que
la cantidad de IFN-oa administrada es menor que la cantidad
de IFN-a requerida en ausencia de la coadministracidn del
dcido nucleico inmunoestimulador.

Segun se usa en este documento, un método de disminuir
una dosis de IFN-a efectiva para tratar a un individuo se
refiere a un método en el que se administra IFN-a a un in-
dividuo en una cantidad o con una frecuencia que se ha re-
ducido en comparacidén con una cantidad o frecuencia previa-
mente establecidas, al mismo tiempo que se alcanza el efec-
to clinico deseado en el tratamiento de la enfermedad del
individuo. En una forma de realizacidén preferida, la canti-
dad de la dosis se puede reducir, en una extensidén clinica-
mente determinada, a una cantidad que esta, por ejemplo, al
menos 10 por ciento por debajo de la dosis méxima tolerada
o habitual de IFN-o en solitario. En otras formas de reali-
zacidédn mas preferidas, la cantidad de la dosis de IFN-o se
puede reducir, en una extensidén clinicamente determinada, a
una cantidad que estd al menos 20 por ciento, al menos 30
por ciento o al menos 40 por ciento por debajo de la dosis
maxima tolerada o habitual de IFN-o en solitario. En la
forma de realizacidn més preferida, la cantidad de la dosis
de IFN-a se puede reducir, en una extensidén clinicamente
determinada, a una cantidad que estéd, por ejemplo, al menos
50 por ciento por debajo de la dosis méxima tolerada o
habitual de IFN-o en solitario. En otra forma de realiza-

cidbn preferida, la frecuencia de la dosis se puede reducir,
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en una extensidén clinicamente determinada, a una frecuencia
que esta, por ejemplo, al menos 10 por ciento por debajo de
la dosis méxima tolerada o habitual de IFN-o en solitario.
En otras formas de realizacidn maés preferidas, la frecuen-
cia de la dosis de IFN-u se puede reducir, en una extensidn
clinicamente determinada, a una frecuencia que estd al me-
nos 20 por ciento, al menos 30 por ciento o al menos 40 por
ciento por debajo de la dosis maxima tolerada o habitual de
IFN-a en solitario. En la forma de realizacidédn més preferi-
da, la frecuencia de la dosis de IFN-u se puede reducir, en
una extensién clinicamente determinada, a una frecuencia
que esta al menos 50 por ciento por debajo de la dosis
maxima tolerada o habitual de IFN-o en solitario.

Todavia otro aspecto de la invencidn incluye prevenir
los efectos colaterales relacionados con el tratamiento con
IFN-o en individuos que reciben o necesitan tratamiento con
IFN-o. El1 método requiere administrar al individuo que ne-
cesita tratamiento con IFN-o una composicidén farmacéutica
que comprende IFN-o y coadministrar al individuo que nece-
sita tal tratamiento una composicidén farmacéutica que com-
prende un acido nucleico inmunoestimulador en una cantidad
que, junto con el IFN-a administrado, constituye un trata-
miento efectivo con IFN-«, en el que se reducen los efectos
colaterales relacionados con el tratamiento con IFN-o en
comparaciédn con los efectos colaterales cuando el IFN-o se
administra en ausencia de la coadministracidén del &cido nu-
cleico inmunoestimulador.

En la técnica, se conocen bien los ensayos para IFN-a.
Estos ensayos incluyen anadlisis directos, por ejemplo, en-
sayo inmunosorbente unido a enzimas (ELISA) especifico para
al menos un IFN-«, y analisis indirectos, por ejemplo, en-
sayos funcionales que incluyen activacidén de células

NK/citotoxicidad (Trinchieri G. Adv. Immunol. 47:187-376
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(1989) y determinacidén de fenotipo por andlisis de separa-
cidén de células activadas por fluorescencia (FACS) para
MHC de clase I. Métodos de ensayo especificos adicionales
bien conocidos en la técnica pueden ser particularmente
utiles en cuadros en los que la concentracidédn local o la
presencia local de IFN-oa es de interés; estos métodos in-
cluyen, por ejemplo, inmunohistoquimica, hibridacidén de
dcidos nucleicos (por ejemplo, manchas Northern), manchas
Western, transcriptasa reversa/reaccidédn en cadena de la po-
limerasa (RT/PCR) y RT/PCR in situ. Un método adicional,
que incluye la deteccidédn de IFN-o intracelular por citome-
tria de flujo, se describe méds adelante, en el Ejemplo 6.
Segun se usa en este documento, un método para preve-
nir los efectos colaterales relacionados con un tratamiento
con IFN-o en un individuo se refiere a un método para redu-
cir la incidencia o severidad de los efectos colaterales
relacionados con un tratamiento con IFN-a sufridos por un
individuo que recibe tratamiento con IFN-oa. Segun se usa en
este documento, un efecto colateral relacionado con un tra-
tamiento con IFN-a es un efecto colateral clinico que es
inducido en un individuo como resultado de la administra-
cién de IFN-a al individuo. Se han documentado satisfacto-
riamente cierto numero de efectos colaterales a través de
experiencias clinicas y ensayos clinicos. Tales efectos co-
laterales son frecuentemente los limitantes de la dosis en
un individuo. Los efectos colaterales relacionados con un
tratamiento con IFN-a sistémico mas comunmente encontrados
incluyen: sindrome tipo influenza, fiebre, dolor de cabeza,
escalofrios, mialgia, fatiga, anorexia, nausea, vdmitos,
diarrea, depresidn, hipotiroidismo, neutropenia y anemia.
En una forma de realizacidn preferida, los efectos colate-
rales relacionados con el tratamiento con IFN-a se reducen

suficientemente para promover una mayor conformidad con el
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tratamiento con IFN-o. En otra forma de realizacidén prefe-
rida, los efectos colaterales relacionados con el trata-
miento con IFN-o se reducen suficientemente para permitir
el reinicio del tratamiento con IFN-a, que de otra manera
estaria impedido debido a los efectos colaterales. En otra
forma de realizacidn preferida, los efectos colaterales re-
lacionados con el tratamiento con IFN-o se reducen sufi-
cientemente para permitir una intensificacién del trata-
miento con IFN-«.

En otro aspecto de la invencidn, se proporciona un se-
gundo método para aumentar la eficacia del tratamiento con
IFN-a en un individuo que necesita tal tratamiento. Este
método incluye las etapas de administrar a un individuo que
necesita tal tratamiento una cantidad de una composicidn
farmacéutica que comprende IFN-a efectiva para tratar una
enfermedad del individuo, aislar células productoras de in-
terferdé4n natural (IPC) de un donante, poner en contacto las
IPC aisladas ex vivo con una cantidad de una composicidn
farmacéutica que comprende un acido nucleico inmuncestimu-
lador efectiva para inducir a las IPC a liberar IFN-o y ad-
ministrar las células puestas en contacto al individuo. E1
donante y el individuo pueden ser un Unico individuo o pue-
den ser individuos diferentes. En ciertas formas de reali-
zacidén, las células puestas en contacto se administran al
individuo en forma local, por ejemplo, via inyeccidn o in-
fusidén en un vaso sanguineo que riega el tejido blanco a
ser tratado. El1 método segun este aspecto de la invencidn
puede incluir, opcionalmente, poner en contacto las IPC
aisladas con un antigeno. En ciertas formas de realizacidn,
el método puede también incluir poner en contacto las IPC
aisladas con un factor de crecimiento que las IPC no produ-
cen ellas mismas. Tal factor de crecimiento no producido

por las IPC puede incluir, por ejemplo, IL-3 o GM-CSF, pu-
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diéndose excluir IL-8 y TNF-«.

Segun se usa en este documento, la terminologia factor
de crecimiento se refiere a un factor seflalizador soluble
que induce a un tipo de células susceptibles a experimentar
maduracidén y mitosis. Las categorias de los factores de
crecimiento incluyen cierto numero de citoquinas, factores
de crecimiento per se y hormonas. Ejemplos especificos de
factores de crecimiento incluyen, sin limitacidén, IL-1, IL-
2, IL-3, IL-6, GM-CSF, G-CSF, PDGF, TGF-p, NGF, IGF, hormo-
na del crecimiento, eritropoyetina, trombopoyetina y analo-
gos. Ademds de los factores de crecimiento de ocurrencia
natural, pueden usarse anadlogos de factores de crecimiento
y derivados de factores de crecimiento, tales como protei-
nas de fusidn, para los propdsitos de la invencidn.

Segun se usa en este documento, la terminologia célula
productora de interferdn natural (IPC) se refiere a un tipo
especializado de leucocito que es el productor principal de
IFN-a en respuesta a virus encapsulados, bacterias y tumo-
res. Las IPC son células de linaje negativo (lin-)/CD4+/MHC
clase II+, que se encuentran presentes con baja frecuencia
en células mononucleares sanguineas periféricas (PBMC) y en
el tejido tonsilar. Siegal F.P. et al. Science 284:1835-7
(1999); Grouard G. et al. J. Exp. Med. 185 :1101-11 (1997).
La frecuencia de las IPC en las PBMC en individuos normales
varia entre 0,2 y 0,6 por ciento. Estas células se caracte-
rizan por la ausencia de marcadores de linaje CD3 (células
T), CD14 (monocitos), CD19 (células B) y CD56 (células NK),
por la ausencia de CDllc y por su expresidén de CD4, CD123
(receptor o IL-3, IL-3 Ra) y MHC clase II. Grouard G. et
al. J. Exp. Med. 185 :1101-11 (1997) ; Rissoan M.-C. et al.
283:1183-86 (1999); Siegal F.P. et al. Science 284:1835-7
(1999); Cella M. et al. Nat. Med. 5:919-23 (1999).

Segun se usa en este documento, el aislamiento de IPC
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de un individuo se refiere al proceso de retirar del indi-
viduo un fluido o tejido corporal que contiene IPC y enri-
quecer las IPC procedentes del fluido o tejido corporal en
una proporcidén en la que al menos el 1 por ciento de las
células son IPC. En la forma de realizacidén més preferida,
al menos 99 por ciento de las células son IPC. En otra for-
ma de realizacidn preferida, al menos 95 por ciento de las
células son IPC. En otra forma de realizacidn preferida, al
menos 90 por ciento de las células son IPC. En otra forma
de realizacidn preferida, al menos 80 por ciento de las cé-
lulas son IPC. En otra forma de realizacidn preferida, al
menos 70 por ciento de las células son IPC. En otra forma
de realizacidn preferida, al menos 60 por ciento de las cé-
lulas son IPC. En otra forma de realizacidn preferida, al
menos 50 por ciento de las células son IPC. En otra forma
de realizacidn preferida, al menos 40 por ciento de las cé-
lulas son IPC. En otra forma de realizacidn preferida, al
menos 30 por ciento de las células son IPC. En otra forma
de realizacidn preferida, al menos 20 por ciento de las cé-
lulas son IPC. En otra forma de realizacidn preferida, al
menos 10 por ciento de las células son IPC. En otra forma
de realizacidn preferida, al menos 5 por ciento de las cé-
lulas son IPC. El enriquecido puede alcanzarse mediante una
serie de etapas de seleccidn que pueden incluir, por ejem-
plo, una seleccidén negativa de células de linaje positivo
poniendo en contacto las células con pellets magnéticos
conjugados con anticuerpos especificos para marcadores de
linaje (es decir, anti-CD3, anti-CDllc, anti-CD14, anti-
CDhl6, anti-CD19, anti-CD56) y pasando a continuacidén las
células puestas en contacto a través de una columna de de-
plecidn en presencia de un fuerte campo magnético; una eta-
pa de seleccidn positiva que incluye poner en contacto las

células que pasan a través de la columna de deplecidn con
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anti-CD4 conjugado con micropellets y pasar las células
puestas en contacto a través de una columna de seleccidn
positiva; y un aumento adicional de las IPC mediante sepa-
racidén de células activadas por fluorescencia (FACS) usando
anti-CD123 y anti-MHC clase II. Pueden emplearse otros mé-
todos para obtener el mismo efecto, como apreciaran los ex-
pertos en la técnica, siempre que resulten en el aislamien-
to o enriquecimiento de células productoras de interferdn
(1in-) /CD4+/CD123+/MHC clase II+ en una proporcidén en la
que al menos 1 por ciento de las células viables son IPC.
Todavia en otro aspecto de la invencidn, se proporcio-
na un método para mantener la supervivencia de las células
productoras de interferdn natural (IPC) in vitro. El método
incluye aislar las células IPC de un individuo (como se ha
descrito anteriormente), cultivar las IPC en un medio esté-
ril adecuado para el cultivo de tejidos y poner en contacto
las IPC in vitro con una cantidad de &cido nucleico inmu-
noestimulador efectiva para sustentar el crecimiento de las
IPC en ausencia de interleucina 3 (IL-3). En una forma de
realizacién preferida, las IPC son células dendriticas pre-
cursoras de tipo 2 (pDC2; monocitos plasmacitoides). Siegal
F.P. et al. Science 284:1835-7 (1999). Las IPC pueden cul-
tivarse bajo condiciones de cultivo de tejido adecuadas,
bien con, o mds notablemente sin, IL-3 exbgena y/o GM-CSF.
Segun se usa en este documento, un método para mante-
ner la supervivencia de las células productoras de interfe-
rén (IPC) in vitro se refiere a proporcionar un factor o
inducir una sefial gque promueve la viabilidad de 1las IPC
ubicadas en el cultivo in vitro. Por ejemplo, en ausencia
de IL-3, normalmente la mayoria de las IPC mueren durante
los tres dias siguientes a su ubicacidén en el cultivo celu-
lar. La adicidén de IL-3 a las IPC sustentard la superviven-

cia de las IPC en el cultivo. Segun este aspecto de la in-
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vencién, si las IPC se ponen en contacto con una cantidad
efectiva de ISNA, no se requiere IL-3 para la supervivencia
de las IPC in vitro.

La invencidn proporciona, en otro aspecto, un método
para estimular las células aisladas productoras de interfe-
rén (IPC) in vitro. El método incluye las etapas de aislar
las IPC de un individuo (como se ha descrito anteriormen-
te), cultivar las IPC en un medio estéril adecuado para el
cultivo de tejidos y poner en contacto las IPC in vitro con
una cantidad de acido nucleico inmunoestimulador efectiva
para inducir la secrecidén de al menos un interferdn tipo I.
En una forma de realizacidén preferida, el interferdn tipo I
inducido por el método es IFN-a. Como se ha descrito ante-
riormente, las IPC preferidas son células dendriticas pre-
cursoras de tipo 2 (pDC2; monocitos plasmacitoides). Siegal
F.P. et al. Science 284:1835-7 (1999). Es importante desta-
car que las IPC se pueden estimular en cultivo en ausencia
de GM-CSF y sin infeccién viral mediante, por ejemplo, vi-
rus Sendai, HSV o virus influenza. La activacidén se puede
analizar mediante el uso de métodos bien conocidos en la
técnica, incluidos andlisis FACS del marcador de activacidn
CD80 de la superficie celular y ELISA o biocensayo para IFN
tipo I (por ejemplo, proteccidén de fibroblastos contra el
virus de la estomatitis vesicular).

Segun se usa en este documento, un método de estimular
las células aisladas productoras de interferdn (IPC) in vi-
tro se refiere a proporcionar un factor o inducir una seflal
que resulte en un cambio en el tamafio o morfologia de la
IPC o en la expresidén de un antigeno de la superficie celu-
lar, transcripcidén o producto secretado que no es caracte-
ristico de IPC en ausencia del factor o sefial. IPC recién
aisladas, en ausencia de sefial proporcionada por una infec-

cidén viral, unidén de CD40L o GM-CSF, muestran una morfolo-
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gia linfoide redondeada y lisa con un didmetro de 8-10 um y
no expresan CD80 o CD86 en su superficie celular. Grouard
G. et al. J. Exp. Med. 185:1101-11 (1999). De manera simi-
lar, IPC recién aisladas no secretan IFN-o en grandes can-
tidades. Siegal F.P. et al. Science 284:1835-7 (1999). En
contraste, IPC expuestas a IL-3 in vitro desarrollan pseu-
dépodos y una morfologia velada, expresan CD80 y CD86 en su
superficie y secretan grandes cantidades de IFN tipo I
(IFN-a e IFN-f) cuando se exponen a virus herpes simplex
irradiado con radiacidén ultravioleta, virus Sendai o Stap-
hylococcus aureus muertos por calor. Grouard G. et al. J.
Exp. Med. 185:1101-11 (1999). Siegal F.P. et al. Science
284:1835-7 (1999). Segun este aspecto de la invencidn, pue-
den usarse ISNA en lugar de infeccidn viral, unidén de CD40L
0 GM-CSF para inducir una sefial efectiva para estimular IPC
aisladas in vitro.

La invencidén incluye adicionalmente tratar a un indi-
viduo para activar las células productoras de interferédn
(IPC) del individuo. El método incluye aislar células IPC
de un individuo que necesita tal tratamiento, cultivar las
IPC in vitro, poner en contacto las IPC in vitro con una
cantidad efectiva de un &acido nucleico inmunoestimulador
aislado y devolver las IPC puestas en contacto al indivi-
duo. Las IPC se aislan de un individuo, como se ha descrito
anteriormente, y se colocan en cultivo en condiciones ade-
cuadas de cultivo celular in vitro. Tales condiciones de
cultivo pueden incluir opcionalmente provisidn de factor de
crecimiento exdgeno, incluido IL-3 o GM-CSF. Sin embargo,
IL-3 o GM-CSF pueden no requerirse para los propdsitos del
método. Segun este método, el individuo puede ser tratado
sin administracidén directa de una preparacidén farmacéutica
de IFN-o. La activacidén de las IPC se puede ensayar Como se

ha descrito anteriormente con respecto a las IPC similar-
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mente obtenidas y cultivadas pero no puestas en contacto
con ISNA.

Todavia en otro aspecto, la invencidén incluye estimu-
lar la produccidén de una pluralidad de subtipos de IFN tipo
I. E1l método incluye poner en contacto IPC con una cantidad
de acido nucleico inmuncestimulador efectiva para inducir
secrecién de al menos dos interferones tipo I. En una forma
de realizacidén, las IPC se ponen en contacto con un ISNA in
vivo. En otras formas de realizacidén, las IPC se aislan y/o
se ponen en contacto con ISNA in vitro en condiciones ade-
cuadas de cultivo celular. Varias otras formas de realiza-
cidén resultan en la induccidén de al menos tres, al menos
cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete y al
menos ocho subtipos de IFN tipo I. Los diferentes subtipos
pueden determinarse mediante métodos correctamente descri-
tos en la técnica y conocidos por los expertos en la técni-
ca, por ejemplo, ELISA subtipo-especifico, secuenciacidn
amino-terminal y espectrometria de masas (MS).

Actualmente, las técnicas de desorcidédn/ionizacidn me-
diante l&ser asistidas por matriz con analizador de tiempo
de wvuelo (MALDI TOF)-MS vy ionizacidén por electrospray
(ESTI)-MS son métodos estandar que se usan para identificar
péptidos disponibles en cantidades de fentomoles. Mann M. y
Talbo G. Curr. Opin. Biotechnol. 7:11-19 (1996); Mann M. y
Wilm M. Trends Biochem. Sci. 20:219-24 (1995); Mann M. et
al. Anal. Chem. 61:1702-8 (1989). Las bandas individuales
se separaron del gel de poliacrilamida, se escindieron con
tripsina y a continuacidén se eluyeron para obtener fragmen-
tos peptidicos que se sometieron a analisis mediante MALDI
TOF-MS o ESI-MS. La combinacidén de los datos de masa/carga
del MS, la especificidad del local de escisidn de la diges-
tidén con tripsina y los datos de la secuencia de péptidos

permitieron la identificacidén de las proteinas y péptidos
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individuales. El andlisis mediante MALDI TOF-MS proporciona
una huella dactilar sobre la masa de las proteinas escindi-
das vy analizadas. La huella dactilar es util sdélo para
efectuar exdmenes de una base de datos de masas de péptidos
calculadas correspondientes a proteinas completamente se-
cuenciadas. El1 anédlisis mediante ESI-MS es méas dificil,
pero permite la identificacidén basada en la comparacidédn de
datos de secuencias tanto completas como parciales. Las
exactitudes de las masas para cualgquiera de los métodos
pueden sobrepasar 0,01 por ciento, es decir, 1 Da por 10
kDa.

Otro aspecto de la invencidén se refiere al descubri-
miento de que el IFN tipo I induce la activacidén y prolife-
racién de células T yd. Las células T yd son células T an-
tigeno-especificas en un estado preactivado que responden a
antigenos comunes no peptidicos que contienen fosfato.
Ejemplos de antigenos de células T yd incluyen moléculas no
peptidicas que contienen fosfato de micobacterias muertas
por calor; pirofosfato de isopentenilo (IPP) y derivados de
pirofosfato de prenilo relacionados; fosfato de monoetilo y
y-monoetil derivados de nucledbdsido y desoxinucledsido tri-
fosfatos. Tanaka Y. et al. Nature 375:155-8 (1995). Estu-
dios previos han demostrado que las células T yd pueden se-
cretar una variedad de linfoquinas y respuestas citoliticas
de base. Por ejemplo, la exposicidén de células T yd a estos
antigenos no peptidicos que contienen fosfato estimula 1la
produccidén de IFN-y en ausencia de APC. Aunque pertenecen
claramente al linaje de células T, las células T yd humanas
son claramente diferentes de las células T o/f y tienen va-
rias caracteristicas en comun con las células NK. El con-
junto de observaciones consistente en que las células yd se
acumulan en lesiones causadas por infecciones micobacteria-

nas, responden a células infectadas por virus de manera vi-
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rus-no especifica, no requieren ni células procesadoras de
antigenos ni presentadoras de antigenos y se encuentran lo-
calizadas preferencialmente en diferentes epitelios, sugie-
re que las células yd® pueden ser receptivas en reconoci-
mientos padrdén y responsables de una primera linea de de-
fensa.

Se ha descubierto, segun este aspecto de la invencidn,
que los ODN CpG en combinacidén con IPP inducen sinérgica-
mente la activacidén de células T yd humanas presentes en
las PBMC, como se ha medido a través de la produccidn de
IFN-y y perforina. Ademds, se ha descubierto también, segun
este aspecto de la invencidn, que los ODN CpG en combina-
cidén con IPP inducen sinérgicamente la proliferacidn de cé-
lulas T yd® humanas presentes en las PBMC. Estos efectos se
anularon mediante aislamiento de células T yd de las PBMC o
mediante adicidédn de anticuerpos neutralizantes del IFN tipo
I, y se reprodujeron mediante adicidén de IFN tipo I recom-
binante. Es de destacar que los ODN 2216 y 1585, ambos
fuertes inductores de IFN tipo I, fueron méds potentes en
sus efectos sobre las células T yd que los ODN 2006.

En seres humanos, las respuestas Thl son dirigidas por
IL-12 y/o IFN-y. IL-12 e IFN-o/fB promueven ambos la sinte-
sis de IFN-y en células T y en células NK. Se sabia previa-
mente que IL-12 promueve a las células T yd a secretar IFN-
y. Dado que se ha descrito que IFN- reduce la produccidn
de IL-12, se llevaron a cabo experimentos para estudiar el
efecto ejercido por ISNA que inducen IFN tipo I sobre la
produccidén de IL-12. Los resultados de estos experimentos
(Ejemplo 13) demuestran que ciertos ODN CpG suprimen la
produccidén de IL-12p70 dependiente de CD-40 mediante un me-
canismo de reaccidén negativa mediatizado por IFN-o/R sobre
la produccidén de IL-12p40 de ARNm. Asi, la interaccidn de

células T y células presentadoras de antigenos via CD40L
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lleva a un entorno citoquinico dominado por IL-12 o IFN-
a/B. Si bien ambos promueven respuestas Thl, Los ODN CpG
que son mejores inductores de la activacidén de células B
que de IFN tipo I pueden ser superiores para sensibilizar
células T simples e, 1inversamente, los ODN CpG que son
fuertes inductores de IFN tipo I pueden poseer una activi-
dad mayor para soportar células T preactivadas y de memo-
ria.

Segun otro aspecto de la invencidn, se proporciona una
composicidén de interferdn para su administracidn a indivi-
duos. La composicidén incluye interferdn recombinante o na-
tural en un contenedor para su administracidén a un indivi-
duo. La cantidad de interferdn en el contenedor es al menos
aproximadamente 10 por ciento menor que la dosis maxima to-
lerada (MTD). Preferiblemente, la cantidad de interferdén en
el contenedor estd al menos aproximadamente 20 por ciento
por debajo de la MTD, al menos 30 por ciento por debajo de
la MTD, al menos 40 por ciento por debajo de la MTD, o in-
cluso al menos 50 por ciento por debajo de la MTD. En otras
formas de realizacidén, la cantidad de interferdédn en el con-
tenedor estd al menos aproximadamente 20 por ciento por de-
bajo, 30 por ciento por debajo, 40 por ciento por debajo, o
incluso 50 por ciento por debajo de la dosis efectiva cli-
nicamente establecida. El contenedor también puede incluir
un ISNA.

Todavia en otro aspecto de la invencidn, se proporcio-
nan conjuntos (kits) para la administracidén a un individuo
de interferdén y un ISNA. En referencia a la Figura 18, se
representa en ella un conjunto 11, de manera que los con-
juntos incluyen un receptaculo 19 que contiene una composi-
cidébn 17 que incluye IFN-o e instrucciones 21 para adminis-
trar el interferdn a un individuo que necesita tal trata-

miento en una cantidad que es al menos aproximadamente 10
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por ciento menor que la dosis méxima tolerada (MTD), 20 por
ciento menor que la MTD, 30 por ciento menor que la MTD, 40
por ciento menor que la MTD 6 50 por ciento menor que la
MTD. El conjunto 11 puede incluir, en el mismo receptaculo
0 en un receptaculo separado 19, un ISNA. El1 conjunto tam-
bién puede incluir instrucciones 21 para tratar a un indi-
viduo con una enfermedad susceptible de tratamiento con
IFN-o. Ejemplos de tales enfermedades, proliferativas y vi-
rales, se han descrito anteriormente. El conjunto 11 inclu-
ye también un envase tipo caja 15.

La presente invencidédn se ilustra adicionalmente me-
diante los Ejemplos siguientes, que de ninguna manera deben
interpretarse como limitantes.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Aislamiento y caracterizacién de células IPC.

Las células mononucleares sanguineas periféricas
(PBMC) contienen un total de 0,2 a 0,4 por ciento de IPC,
que se caracterizan por la falta de marcadores de linaje
(Ch3, CbD14, CDl6, CD19, CD20, CD56) y pueden distinguirse
de otras células de linaje negativo por la expresidn de
Ch4, CD123 (IL-3 Ra) y MHC clase II.

Las IPC se aislaron de sangre periférica mediante el
uso de la técnica VARIOMACS (Milteny Biotec, Auburn, CA) vy
la técnica previamente descrita. O’Doherty U. et al. J.
Exp. Med. 178:1067-76 (1993). Las PBMC se obtuvieron de
plasma coagulado amarillento de donantes de sangre sanos
por centrifugacidén en gradiente de densidad en Ficoll-Paque
(Histopaque-1077, Sigma), como se ha descrito anteriormen-
te. Hartmann G. et al. Antisense Nucleic Acid Drug Dev.
6:291-9 (1996). Los anticuerpos monoclonales dirigidos a
Cb3 (UCHT1), CDl4 (M5E2) y CD19 (B43) se adgquirieron en
PharMingen (San Diego). Las PBMC se incubaron con anticuer-

pos anti-CD3, CDl14, CD1l6, CD19 y CD56 conjugados con micro-



10

15

20

25

30

ES 2265980 T5

73

pellets superparamagnéticos coloidales y se pasaron a tra-
vés de una columna de deplecidén en un fuerte campo magnéti-
co. La células de linaje negativo resultantes (lin-) conte-
nidas en el flujo de salida se incubaron con un anticuerpo
a CD4 conjugado con micropellet y se pasaron a través de
una columna de seleccidn positiva. La purificacidén adicio-
nal de las IPC procedentes de células 1lin-/CD4+ hasta >99
por ciento se llevd a cabo por separacidn de células acti-
vadas por fluorescencia (FACS), mediante el uso de anti-
CD123 marcado con ficoeritrina(PE) y anti-MHC clase II mar-
cado con FITC.

La tincidén antigénica de superficie se efectud como se
ha descrito previamente. Hartmann G. et al. J. Pharmacol.
Exp. Ther. 285:920-8 (1998). Los anticuerpos monoclonales
de MHC clase II (HLA-DR, Immun-357) y CD80 (MAB104) se ad-
quirieron en Immunotech (Marsella, Francia). Los demas an-
ticuerpos se adquirieron en PharMingen (San Diego): mAbs a
CD3 (UCHT1l), CD1l4 (M5E2), CD19 (B43) y CD86 (2331 (FUN-1)).
IgGl,x marcada con FITC (MOPC-21) e IgG2b,x marcada con fi-
coeritrina se usaron como control para el tefiido especifi-
co. Lyons A.B. y Parish C.R. J. Immunol. Methods 171:131-7
(1994) .

Los datos de citometria de flujo se obtuvieron en un
FACScan (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jo-
sé, CA). El1 solapamiento espectral se corrigidé mediante
compensacidén apropiada. Los analisis se efectuaron en célu-
las wviables en entrada morfoldgica (dispersidn frontal
(FSC), dispersidn lateral (SSC), >94 por ciento de células
MHC clase II positivas y marcador de linaje negativo). Los
datos se analizaron con el programa de ordenador FLOWJO
(versidédn 2.5.1, Tree Star, Stanford, CA).

Resultados. La viabilidad fue 95 por ciento, como se

determind por exclusidédn con azul trypan. Células IPC recién
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aisladas son negativas para moléculas CD80 y CD86. En la
Figura 1 se representa el analisis FACS de las IPC aisladas
de PBMC con pellets magnéticos y citometria de flujo. De
izquierda a derecha se muestran: seleccidédn de células lin-
/MHC clase II+ de PBMC; seleccién adicional de células
CD123+/MHC clase II+ de células 1lin-/MHC clase II+; y ca-
racterizaciédn de Las IPC recién aisladas 1lin-/MHC clase
II+/CD123+ como CD80-.

Ejemplo 2. Los oligonucleétidos CpG sustentan la supervi-
vencia y activacién de las células IPC in vitro.

La mayoria de las IPC recién aisladas mueren durante
los tres dias siguientes si no se incuban en presencia de
IL-3 o GM-CSF. Las células vivas restantes no se activan o
se activan apenas débilmente. Si se afiade al cultivo celu-
lar de IPC un oligonucledétido CpG pero no otros factores de
crecimiento, las IPC sobreviven y se convierten en altamen-
te activadas, como se demuestra por su expresidn aumentada
de moléculas coestimuladoras (por ejemplo, CD80, Figura 2).

Las células IPC recién aisladas (véase Ejemplo 1) se
pusieron en suspensidén en medio de cultivo RPMI 1640 suple-
mentado con FCS (HyClone) al 10 por ciento (vol/vol) inac-
tivado por calor (56°C, 1 h), L-glutamina 1,5 mM, 100 uni-
dades/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina (todas
de GIBCO/BRL) (medio completo). Todos los compuestos adqui-
ridos fueron ensayados con respecto a endotoxina. Se culti-
varon IPC recién preparadas (concentracién final 5x10° cé-
lulas por mL) durante dos dias en medio completo solo o en
medio completo suplementado con 6 pg/mL de ODN CpG fosforo-
tioato 2006 (5" -tcgtcgttttgtcgttttgtegtt-37; SEQ ID
NO:147), 100 ng/mL de LPS (de Salmonella typhimurium, Sigma
n°® catadlogo L2262), 800 wunidades/mL de GM-CSF (1,25x10*
unidades/mg, Genzyme), u oligonucledétido CpG en combinacidn

con GM-CSF. La expresidén de CD80 y MHC clase II en las IPC
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se examind por citometria de flujo (véase Ejemplo 1).

Resultados. Los resultados representativos de cinco
experimentos independientes estan representados en la Figu-
ra 2. Una Unica adicidén de ODN CpG 2006 (SEQ ID NO:147, 2
pg/mL) a IPC recién preparadas resultd ser superior a GM-
CSF (800 unidades/mL) en la promocidén de supervivencia de
las células (74,3 por ciento * 5,2 por ciento frente a 57,1
por ciento + 2,3 por ciento). La combinacién de GM-CSF vy
ODN CpG 2006 (SEQ ID NO:147) aumentd adicionalmente el nua-
mero de células viables (81,0 por ciento * 6,7 por ciento).
Células IPC recién aisladas puestas en cultivo durante dos
dias sin IL-3 o GM-CSF permanecieron inactivadas, como in-
dicdé la falta de mancha para CD80, incluso cuando se afiadid
LPS al medio. La adicidén de GM-CSF indujo CD80. La adicidn
de ODN CpG 2006 (SEQ ID NO:147, 6 pg/mL) activd las IPC en
un grado incluso mayor que el GM-CSF (800 unidades/mL). Una
activacién adicional de las IPC tuvo lugar cuando el GM-CSF
y el oligonucledtido CpG se presentaron Jjuntos. Estos
hechos demuestran que CpG sustituye a IL-3 y GM-CSF para
sustentar la supervivencia de las IPC. LPS no contribuyd ni
a la supervivencia ni a la activacidén de las IPC (Figura
2).
Ejemplo 3. Los oligonucleétidos CpG, pero no los poli IC,
activan las IPC in vitro.

IL-3 proporciona una supervivencia excelente de las
IPC pero no activa las IPC. Cuando se combiné IL-3 con oli-
gonucledtido CpG, la expresidén de CD80 aumentd de 5 a 20
veces (Figura 3). Poli IC, otro polinucledtido con funcio-
nes inmunoestimuladoras Dbien conocidas sobre las células
mieloides (células dendriticas, macrdéfagos), no estimuld
las IPC.

Se cultivaron IPC recién preparadas (véase Ejemplo 1,

concentracién final de 3x10° células por mL) durante tres
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dias en medio completo (véase Ejemplo 2) suplementado con
10 ng/mL de IL-3. Los cultivos de las IPC se continuaron
durante 24 horas adicionales (a) sin ningun suplemento adi-
cional, (b) después de la adicidén de 6 pg/mL de ODN CpG
2006 (SEQ ID NO:147), y (c) después de la adicidén de 10
pg/mL de poli IC. Dispersidédn frontal (FSC), dispersidén la-
teral (SSC) y expresién de CD80 y MHC clase II en IPC se
examinaron por citometria de flujo (véase Ejemplo 1).

Resultados. En la Figura 3 se muestran los resultados
representativos de tres experimentos independientes. Las
IPC cultivadas en medio completo suplementado con IL-3 vy
ODN CpG 2006 (SEQ ID NO:147, 6 pg/mL) fueron mayores y mas
granulares que las IPC cultivadas en medio completo conte-
niendo sélo IL-3 o en medio completo suplementado con IL-3
y poli IC. Ademéds, las IPC cultivadas en medio completo su-
plementado con IL-3 y ODN CpG 2006 (SEQ ID NO:147, 6 ug/mL)
fueron més altamente activadas que las IPC cultivadas en
medio completo conteniendo sdélo IL-3 o en medio completo
suplementado con IL-3 y poli IC. Estos hechos demuestran
que el oligonucledtido CpG activa las IPC in vitro.

Ejemplo 4. El1 oligonucleétido CpG induce la produccién de
IFN-a por las células IPC.

La induccidén de interferones tipo I por CpG en PBMC
totales se ha demostrado previamente. Sun S. et al. J. Exp.
Med. 188:2335-42 (1998). En este documento se demuestra por
primera vez que el IFN-oa es inducido en las células IPC por
el oligonucledtido CpG en 48 horas, mediante el uso de un
ELISA especifico para 9 de las 10 subespecies de IFN-o en-
sayadas.

Se cultivaron IPC recién preparadas (véase Ejemplo 1,
concentracién final de 3x10° células por mL) durante dos
dias en medio completo (véase Ejemplo 2) suplementado con

10 ng/mL de IL-3 y 800 unidades/mL de GM-CSF (1,25x10% uni-
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dades/mg, Genzyme). La mitad de los cultivos se suplementa-
ron con 6 pg/mL de ODN CpG 2006 (SEQ ID NO:147). Se midid
en el sobrenadante el IFN-o mediante el uso de una combina-
cién de ensayos ELISA independientes y especificos para
IFN-o (ELISA multiespecies para IFN-o humano, PBL Biomedi-
cal Laboratories, New Brunswick, NJ) y para IFN-{$ (PBL Bio-
medical Laboratories, New Brunswick, NJ), efectuados en
conformidad con las instrucciones del proveedor. El ensayo
ELISA multiespecies para IFN-a tiene un intervalo de medida
de 100 a 5000 pg/mL, detecta todos los subtipos de IFN-«
humanos excepto IFN-oF y no detecta IFN-$ ni IFN-y. El en-
sayo ELISA para IFN-B tiene un intervalo de medida de 250-
10.000 pg/mL.

Resultados. En la Figura 4 se muestran los resultados
representativos de tres experimentos independientes. Las
IPC cultivadas durante 48 horas en medio completo suplemen-
tado con 10 ng/mL de IL-3, 800 unidades/mL de GM-CSF y 6
pg/mL de ODN CpG 2006 (SEQ ID NO:147) fueron fuertemente
inducidas a secretar IFN-oa en comparacidén con cultivos si-
milares sin adicidén de oligonucledtido CpG. Este resultado
demuestra que el oligonucledétido CpG induce a las células
IPC humanas a secretar multiples subespecies de IFN-a. Este
resultado indica ademds que el oligonucledétido CpG podria
permitir la produccidén in vitro de interferones naturales
mediante el uso de un linaje celular permanente derivado de
las IPC.

Ejemplo 5. Identificacién de ODN CpG con actividad inducto-
ra de IFN-a e IFN-B.

El 24 mer de ODN CpG 2006 (SEQ ID NO:147) que contiene
tres motivos CpG “humanos” consecutivos (5’'GTCGTT3’) es
una de las secuencias CpG més potentes para activar células
B humanas. Hartmann G. et al. J. Immunol. 164:944-53
(2000) ; Hartmann G. et al. J. Immunol. 164:1617-24 (2000).
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En contraste con otros estimulos microbianos, tales como
LPS y poli (I:C), el ODN 2006 promueve fuertemente la su-
pervivencia y activacidén de los precursores pDC. Sin embar-
go, comparada con su fuerte capacidad para activar células
NK, la capacidad del ODN 2006 para inducir IFN tipo I en
pDC es relativamente pobre.

Con objeto de comprobar la hipdtesis de que otros ODN
CpG pueden activar células NK induciendo IFN tipo I en pDC,
se ensayd una bateria de ODN CpG con actividad conocida
hacia células NK con respecto a su capacidad para estimular
la produccidén de IFN-o en PBMC. La bateria incluyd los si-
guientes ODN CpG, en los que las letras minusculas signifi-
can uniones fosforotioato, las letras mayusculas significan

uniones fosfodiéster y m significa 7-deaza-guanosina:

tcgtecgttttgtegttttgtegtt ODN 2006 (SEQ ID NO:147)
ggGGTCAACGTTGAgggggG ODN 1585 (SEQ ID NO:1)

gmGGTCAACGTTGAgggmggG ODN 2197 (SEQ ID NO:148)
ggGGAGTTCGTTGAGgggG ODN 2198 (SEQ ID NO:149)

Todos los ODN se disolvieron en tampdén TE (Tris-HC1l 10
mM, AEDT 1 mM, pH 8) hasta una concentracién de 20 mg/mL.
Se almacenaron porciones alicuotas diluidas en PBS (0,4
mg/mL) a -20°C y se descongelaron antes del uso. Se utili-
zaron reactivos libres de pirdgenos para todas las dilucio-
nes. Los ODN se ensayaron con respecto a endotoxina median-
te el ensayo LAL (Bio Whittaker, Walkersville, MD; limite
inferior de deteccidén, 0,1 UE/mL).

Se incubaron PBMC recién aisladas con ODN CpG (3
pg/mL) durante 48 horas. El IFN-o se mididé en el sobrena-
dante mediante un ensayo ELISA que detecta 10 de las 13
isoformas del IFN-a. Entre todas las secuencias inicialmen-
te examinadas, el ODN CpG 1585 (SEQ ID NO:1) presentd la
actividad mas elevada para inducir IFN-a en las PBMC. E1

ODN 1585 es un ODN fantéastico (soporte estructural mixto
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fosforoticato-fosfodiéster) con poli G en ambos extremos vy
un CpG dinucledétido central en un palindromo 10 mer. Hart-
mann G. et al. J. Pharmacol. Exp. Ther. 285:920 (1988). El
ODN 1585 estimuld IFN-o en la escala de nanogramos (1,3 =
0,4 ng/mL; n=7) en comparaciédn con ODN 2006, gque no indujo
cantidades significativas de IFN-o en PBMC (0,021 £+ 0,015
ng/mL; n=8) (Figura 5). El control, ODN 2197 (sustituciones
7-deaza-guanosina en los extremos poli G, incapacitado para
formar tétradas G) y ODN 2198 (extremos CG y poli G pero no
palindromo) fueron esencialmente inactivos (Figura 5). So-
bre la base de la secuencia del ODN 1585, se disefi® enton-
ces una nueva bateria de ODN CpG. El1 ODN 2216 (ggGGGAC-
GATCGTCgggggG; SEQ ID NO:7), gque contiene extremos poli G y
tres dinucledtidos CG en un palindromo, es un ejemplo entre
las varias secuencias con actividad inductora pronunciada
de IFN-a en PBMC (23,7 * 5,2 ng/mL; n=7).

Los ODN CpG estimularon la produccidédn de IFN-o de ma-
nera dependiente de la concentracidén (Figura 6). Las acti-
vidades de ODN 2216 y ODN 1585 se ensayaron para concentra-
ciones de hasta 12 pg/mL, confirmdndose que la mayor poten-
cia de ODN 2216 no fue un efecto dependiente de la concen-
tracidén. Una concentracién de ODN 2216 tan pequefia como 0,4
pg/mL indujo cantidades considerables de IFN-o (0,7 ng/mL)
en PBMC, mientras que ODN 2006 y el control GC para ODN
2216 (ggGGGAGCATGCTCgggggG; ODN 2243; SEQ ID NO:150) no tu-
vieron efecto incluso ni a concentraciones mayores. La ac-
tividad méxima se alcanzd con 3 upg/mL. La produccidn de
IFN-a pudo ya detectarse después de 6 horas de incubacidn
(0,2 ng/mL) y alcanzd el madximo después de 48 horas.

La célula productora de interferdn natural en las PBMC
en las infecciones por virus es idéntica al precursor pDC
con una frecuencia de menos que 0,5%. Se enriquecieron PBMC

de 10 a 70 veces en precursores pDC por deplecidn de célu-
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las T, células NK y monocitos (2-18% de pDC CD123""; 3-10%
de DC mieloides CDllc" (mDC); 50-90% de células B; n=4).
Con objeto de aumentar la viabilidad de las pDC, se afiadid
IL-3 a todas las muestras. Este procedimiento resultd en un
aumento de 30 a 60 wveces en la produccidén de IFN-a (hasta
428,3 + 56,8 ng/mL con ODN 2216; n=4; Figura 7, panel supe-
rior, parte izquierda). Los ODN CpG mas activos en las PBMC
fueron también los mas activos en las muestras enriquecidas
en pDC. ODN 2006, ODN 2197 6 IL-3 en solitario indujeron
s6lo pequefias cantidades de IFN-o (medias: 0,8, 0,4 y 0,6
ng/mL respectivamente, n=4). Poli (I:C) (7 upg/mL), que mi-
metiza ARN de doble hélice y es conocido por inducir IFN-«
en macréfagos, incluso fue un estimulo mas débil de IFN-o
en células enriquecidas en pDC (0,3 ng/mL, no representado
en la figura). El mismo ODN CpG que indujo altas cantidades
de IFN-o también estimuld la produccidn de IFN-$ (hasta 2,8
+ 0,8 ng/mL, n=4, Figura 7, panel inferior, parte izquier-
da). Teniendo en cuanta que el IFN-f representa una unica
isoforma y que el IFN-o consiste en al menos 13 isoformas,
se producen cantidades considerables de IFN-f.

Con objeto de determinar si la absorcidén celular de
ODN CpG fue de importancia critica para la induccidn de
IFN-o e IFN-f por ODN CpG, se examinaron los efectos de la
lipofectina lipidica catiénica (Figura 7, paneles superior
e inferior, parte derecha). Lipidos catidnicos positivamen-
te cargados forman complejos con ODN negativamente cargados
que aumentan la absorcidén celular de ODN. La lipofectina
aumentd la produccidén de IFN-a e IFN-$ inducida por ODN CpG
(hasta 786 ng/mL de IFN-o, n=3; y hasta 9 ng/mL de IFN-,
n=3). El aumento se observd para todos los ODN CpG examina-
dos, si bien fue mads prominente para ODN 1585 (20 veces).
Ejemplo 6. El1 IFN-a inducido por ODN CpG es producido ex-

clusivamente por células precursoras dendriticas plasmaci-
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toides.

Con objeto de examinar qué tipo de célula en las PBMC
produce IFN-a en respuesta a ODN CpG, se desarrolld un pro-
tocolo que permitid la deteccidn de IFN-a intracelular en
una base celular simple por citometria de flujo. Las PBMC
se incubaron con ODN 2216 (SEQ ID NO:7) u ODN 2006 (SEQ ID
NO:147) en concentracién de 3 pg/mL. Después de cinco
horas, las células se recogieron y se efectud el desarrollo
de mancha intracelular del IFN-«.

Para el anédlisis de IFN-a intracelular, no se afadid
brefeldina A durante el periodo de incubacidn para bloquear
la secrecidén de proteina. Las PBMC se recogieron (aproxima-
damente 600.000 células/tubo), se incubaron con anti-CD123-
biotina (Pharmingen), se lavaron con PBS (400 g, 5 minutos,
4°C) y se tifleron con Streptavidin-APC (Pharmingen), cbéctel
anti-linaje FITC-conjugado (consistente en anti-CD3, -CD14,
-Cbhle6, -CD19, -CD20 y -CD56; Becton Dickinson) y anti-HLA
DR-PerCP (Becton Dickinson). A continuacidén, las células se
lavaron con PBS, se volvieron a poner en suspensidén en 100
pL de tampdn de fijacidn (Fix and Perm Kit, Caltag Labora-
tories, Burlingame, CA) y se incubaron a temperatura am-
biente durante 15 minutos. Las células se lavaron nuevamen-
te con 2 mL de PBS y seguidamente se volvieron a poner en
suspensién en 100 pL de tampdn de permeabilizacidn B (Fix
and Perm Kit). Se afiadieron 4 pg/mL de mAb anti-IFN-oa huma-
no de ratédn (MMHA-11, PBL Biomedical Laboratories). Se usd
IgGl de ratdn marcada con PE (MOPC-21, Pharmingen) como an-
ticuerpo de control. Después de 15 min de incubacidén a tem-
peratura ambiente y en la oscuridad, las células se lavaron
con 2 mL de PBS. Para la deteccién de IFN-o intracelular,
las células se volvieron a poner nuevamente en suspensién
en 100 pL de tampdn de permeabilizacidédn B (Fix and Perm

Kit) y se tifieron con cadena ligera de Ig x anti-ratdn de
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rata marcada con PE (R8-140, Pharmingen) como anticuerpo
secundario. Después de lavar con PBS, las células se anali-
zaron por citometria de flujo de cuatro colores en un Bec-
ton Dickinson FACS Calibur equipado con dos laseres (exci-
tacidén a 488 nm y 635 nm). Se corrigid el solapamiento es-
pectral mediante compensacidén apropiada y se ajustaron las
entradas usando anticuerpos de control de isotipo. Los ana-
lisis se efectuaron en células viables en una entrada mor-
folbébgica (FSC, SSC, >97% de células viables, como se con-
firmé por tincidn con ioduro de propidio). Los datos se
analizaron con el uso de software CELLQUEST (Becton Dickin-
son) o FLOWJO (versidédn 2.5.1, Tree Star, Inc., Standford,
CA) .

Resultados. Como se muestra en la Figura 8A, las célu-
las de linaje’ y linaje  (lin" y 1lin") se definieron por la
expresién del marcador de linaje y las caracteristicas de
dispersidén frontal. Después de estimulacidén con ODN 2216,
no se detectd IFN-a intracelular en células lin" que con-
tienen monocitos y macrdéfagos como células potenciales pro-
ductoras de IFN-a (Figura 8C). En las células 1lin, dque
contienen principalmente pDC y mDC, una poblacidén diferen-
ciada con expresidédn intermediaria HLA DR (MHC clase II) dio
mancha positiva para IFN-o (Figura 8D).

En la poblaciédn 1lin, mDC y pDC pueden distinguirse
por su fenotipo HLA DR/CD123 (Figura 8B). mDC son CD123"/~ %
HLA DR’ (entrada II); pDC son CD123"y HLA DR' (entrada
III). La poblacién CD123""/HLA DR™ estid formada por basdéfi-
los. La Figura 9A muestra la mancha intracelular para IFN-o
en células 1lin /HLA DR'. El IFN-o fue producido exclusiva-
mente por pDC en respuesta a ODN 2216, pero no en respuesta
a ODN 2006. Entre los pDC, 46% dieron mancha positiva para
IFN-a, correspondiente a una frecuencia de 0,25% de células

en las PBMC que produjeron IFN-a en este momento puntual de
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formaciédn de mancha. En otros tres experimentos, las fre-
cuencias de células productoras de IFN-o en respuesta a ODN
2216 fueron 0,08%, 0,05% y 0,22% de PBMC (16%, 8% y 63% de
pDC) .

En contraste con los resultados con pDC, en el caso
con mDC no se detectd sintesis de IFN-o después de estimu-
lacidén con ODN 2006 u ODN 2216.

Asi, las pDC fueron las unicas células contenidas en
las PBMC que produjeron IFN-oa en respuesta a ODN CpG. Es de
destacar que la mancha correspondiente a IFN-a intracelular
se desarrolld sin brefeldina A. Asi, la cantidad de IFN-«
detectada representd la produccidn real de IFN-o en el mo-
mento puntual de la recogida y no la cantidad acumulada de
IFN-oa durante varias horas. Cuando se afiadidé brefeldina A
durante la incubacidén para bloquear la secrecidn de protei-
na (protocolo estandar para mancha de citoquina intracelu-
lar), no pudieron detectarse células productoras de IFN-o.
Ejemplo 7. ODN CpG, tanto inductores de IFN-a como no in-
ductores de IFN-a, estimulan inicialmente la produccién de
TNF en células dendriticas plasmacitoides.

Se ha publicado que las pDC producen TNF-o en respues-
ta a IL-3, promoviendo asi su propia maduracidén de forma
autocrina. Hartmann G. et al. Antisense Nucleic Acid Drug
Dev. ©:291-9 (1996). Por tanto, se examindé la acumulacidn
intracelular de TNF-a en pDC en respuesta a diferentes ODN
CpG (Figura 9B). Se incubaron PBMC durante cinco horas con
ODN 2216 (SEQ ID NO:7) u ODN 2006 (SEQ ID NO:147) en con-
centracién de 3 pg/mL en ausencia de IL-3. Se afadié bre-
feldina A (1 pg/mL, Sigma) durante el periodo de estimula-
ciébn de cinco horas para bloquear la secrecidén de citoqui-
na. Las PBMC se recogieron (aproximadamente 600.000 célu-
las/tubo), se incubaron con anti-CD123-biotina, se lavaron

con PBS (400 g, 5 minutos, 4°C) y se tifieron con Streptavi-
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din-APC (Pharmingen), céctel anti-linaje conjugado con FITC
y anti-HLA DR-PerCP (Becton Dickinson). A continuacidn, las
células se lavaron con PBS, se volvieron a poner en suspen-
sién en 100 pL de tampdn de fijacidn (Fix and Perm Kit,
Caltag Laboratories, Burlingame, CA) y se incubaron a tem-
peratura ambiente durante 15 min. Las células se lavaron
nuevamente con 2 mL de PBS y seguidamente se volvieron a
poner en suspensidén en 100 pL de tampdn de permeabilizacidn
B (Fix and Perm Kit). Se afiadieron, como anticuerpo prima-
rio, 5 pg/mL de mAb anti-TNF-o humano de ratdédn marcado con
PE (MAbll, Pharmingen). Como anticuerpo de control se usd
IgGl de ratdén marcada con PE (MOPC-21, Pharmingen). Después
de 15 min de incubacidén a temperatura ambienta y en la os-
curidad, las células se lavaron con 2 mL de PBS y se anali-
zaron seguidamente por citometria de flujo de cuatro colo-
res como se ha descrito anteriormente.

Resultados. En contraste con el estudio referente a
IFN-ca, el porcentaje de pDC productoras de TNF-o en res-
puesta a ODN 2006 y ODN 2216 fue similar (59% frente a
56%). Otros dos experimentos presentaron resultados compa-
rables (26% frente a 22% y 8% frente a 6% de pDC TNF-a' con
ODN 2006 y ODN 2216, respectivamente). La produccidn de
TNEF-a por célula (MFI, intensidad media de fluorescencia)
fue considerablemente mds alta con ODN 2216 que con ODN
2006 (Figura 9B). No se detectd TNF-a en mDC. Las células
de linaje’ no produjeron cantidades significativas de TNF-«
en respuesta a ODN 2006 u ODN 2216.

Ejemplo 8. Expresién de moléculas coestimuladoras en pDC en
respuesta a ODN CpG inductores de IFN-a.

Se ha publicado en estudios previos que ODN 2006 esti-
mula la expresién de moléculas coestimuladoras en DC CD4°"
de sangre periférica. Zhong R.K. et al. J. Immunol.

163:1354 (1999). Con objeto de examinar la capacidad de di-
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ferentes ODN CpG par expresar CD80 y CD86 en pDC, se elimi-
naron monocitos, células T y células NK de PBMC, y las cé-
lulas restantes se estimularon con diferentes ODN CpG en
presencia de IL-3. Después de 48 horas, se examind la ex-
presién de CD80 y CD86 en pDC (CD123""/HLA DR') por citome-
tria de flujo de tres colores. Se excluyeron del analisis
las células B (CD1237/HLA DR') y mDC (CD123"/"/HLA DR'"). Co-
mo se muestra en la Figura 10, la expresidén de CD86 en pDC
aumentd por efecto de ODN 2006 (SEQ ID NO:147), asi como de
ODN 1585 (SEQ ID NO:1) y ODN 2216 (SEQ ID NO:7). El efecto
del ODN 1585 resultd anulado por sustitucidn de los extre-
mos poli G con 7-deaza-guanosina (ODN 2197; SEQ ID NO:148).
El ODN CpG 2198 no palindromo (SEQ ID NO:149) fue inactivo.
La expresién de CD80 y HLA DR fue similar a la de CD86. La
expresidén aumentada de CD80 y CD86 en respuesta a ODN 2006
débilmente inductor de IFN-oa fue detectable después de 6
horas. En contraste, ODN 1585 y ODN 2216 presentaron una
respuesta mas lenta, que comenzd después de 12 horas. Para
ambos ODN CpG fuertemente inductores de IFN-oa (ODN 1585,
ODN 2216) y para el ODN CpG débilmente inductor de IFN-«
(ODN 2006), el méaximo se alcanzd después de 48 horas. En
tiempos posteriores, la identificacidén de las pDC entre las
PBMC por citometria de flujo resultd impedida por reduccidn
de la expresidn de CD123 durante el cultivo celular.
Ejemplo 9. La estimulacién de la produccién de IFN-a e IFN-
B por ODN CpG es un efecto directo sobre las células den-
driticas plasmacitoides y se bloquea parcialmente por pe-
llets magnéticos anti-CD4.

Con objeto de examinar si ODN CpG inducen la produc-
cibébn de IFN-o directamente, se estudiaron pDC purificadas
en vez de PBMC enriquecidas en pDC. Se eliminaron monoci-
tos, células T, células NK y células B de PBMC. Se separa-
ron por FACS pDC CD123"" y HLA DR’ de la poblacién de célu-
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las remanente, para obtener pDC purificadas (97%) (Figura
11A) . Las pDC purificadas (160.000 células/mL) se incubaron
con o sin ODN 2216 (SEQ ID NO:7) en presencia de IL-3. Des-
pués de 48 horas, se midieron en el sobrenadante, mediante
ELISA, IFN-oa e IFN-B. Como se muestra en la Figura 11B, el
ODN 2216 estimuld la produccidén de altos niveles de IFN-o
(146 ng/mL; 1 pg por pDC individual) e IFN-B (1 ng/mL), en
comparacién con la IL-3 en solitario (<10 pg/mL).

Tanto en PBMC como en PBMC enriquecido en pDC, se pro-
dujeron 4,2 + 0,8 pg de IFN-o (0,8 a 1,4 U; n=4) por pDC
individual. La produccidén de IFN-o de pDC fue mucho mas ba-
ja cuando las pDC se enriquecieron usando mAb anti-CD4 mag-
néticamente marcado. Este hecho no fue debido a la pérdida
de células productoras de IFN-a en la fraccidén CD4, dado
que la fraccidén CD4™ no produjo IFN-a. La adicién de 1la
fraccién CD4”™ a DC CD4" no restablecié la respuesta IFN-q,
excluyéndose, por tanto, un efecto secundario de ODN CpG
via células accesorias en la fraccidén CD4 . Asi, la reticu-
lacidén de CD4 en la superficie de las pDC parecid ser la
responsable de la reduccidén de la actividad.

Ejemplo 10. ODN CpG inductores de IFN-a proporcionan una
activacién indirecta superior de células NK en comparacién
con ODN CpG no inductores de IFN-a.

Con objeto de examinar si los ODN CpG que inducen al-
tas cantidades de IFN-o muestran ademas una mas alta acti-
vacién de células NK, se incubaron PBMC con diferentes ODN
CpG. La activacién de células NK se midid en términos de
expresidén de CD69 (FACS) y mediante actividad litica de cé-
lulas NK in vitro. Para la determinacidén de la actividad
litica de células NK, se incubaron PBMC con diferentes ODN
en varias concentraciones. Después de 18 horas, se recogie-
ron las células y se usaron como células efectoras en un

ensayo estandar de 4 horas de liberacién de Cr’' contra cé-
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lulas blanco K562, como se ha descrito previamente. Hart-
mann G. et al. Gene Therapy 6:893 (1999). Los controles po-
sitivos incluyeron IL-2 recombinante (100 UI/mL) y los con-
troles negativos incluyeron el medio solo. Los resultados

se expresan como % de lisis especifica: lisis especifica

(

pontéanea) / (recuento de liberacidén méxima - recuento de

o\

) = ((recuento experimental - recuento de liberacidn es-

liberacidn espontéanea)) x 100%.

Resultados. Los ODN 2216 y ODN 1585 inductores de IFN-
o aumentaron el porcentaje de células NK CD-69-positivo
(marcador de activacidén inicial) en 24 horas (38 + 12% con

ODN 2216; n=5) en comparacidén con el control sin estimulo

(8 £ 2%; n=5). ODN 2006 presentd una respuesta menor (19% =+
6%) . En acuerdo con la expresidén aumentada de CD69, la 1li-

sis de células K562 mediatizada por células NK resultd no-
tablemente aumentada cuando se incubaron PBMC con ODN CpG.
Incluso a la baja concentracién de 0,6 pg/mL, el ODN 2216
(SEQ ID NO:7) fue todavia tan efectivo como IL-2 (100
UI/mL) para estimular la actividad litica de las células NK
(Figura 12). ODN 1585 (SEQ ID NO:1) vy ODN 2006 (SEQ 1ID
NO:147) fueron menos efectivos. Incluso en concentraciones
méds elevadas (6 upg/mL), el control CG para ODN 1585
(5" ggGGTCAAGCTTGAgggggG3’; ODN 2118; SEQ ID NO:151) fue
completamente inactivo en comparacidén con el medio solo
(Figura 12). Cuando las células NK purificadas se incubaron
con ODN CpG, la expresidén de CD69 y la lisis de las células
K562 no resultaron aumentadas, hechos que demuestran un
efecto indirecto de los ODN CpG sobre las células NK.
Ejemplo 11. Oligonucledétido CpG induce la produccién de al-
tas cantidades de IL-8 por células IPC.

La IL-8 es una quimioquina que atrae a otras células
inmunes. Células IPC desarrolladas en IL-3 no producen IL-

8, mientras que un oligonucledétido CpG estimula la produc-
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cidén por las IPC de grandes cantidades de IL-8 (media 23
ng/mL, Figura 13).

Se cultivaron IPC recién preparadas (véase Ejemplo 1,
concentracién final 2x10° - 5x10° células por mL) durante
dos dias en medio completo suplementado con 10 ng/mL de IL-
3. Se suplementd un grupo de cultivos paralelos con 10
pg/mL de poli IC, y otro grupo de cultivos paralelos se su-
plementdé con 6 upg/mL de ODN CpG 2006 (SEQ ID NO:147). Se
analizaron los sobrenadantes con respecto a IL-8, mediante
un ensayo ELISA especifico para IL-8 humana (R&D Systems,
Minneapolis, MN) llevado a cabo segun las instrucciones del
proveedor.

Resultados. En la Figura 13 se presentan los datos re-
presentativos de tres donantes diferentes. La secrecidn de
IL-8 por IPC fue fuertemente inducida por adicidén de oligo-
nucledétido CpG al medio completo que contenia IL-3. En con-
traste, la adicidén de poli IC al medio no tuvo ningun efec-
to. Este resultado demuestra que el oligonucledtido CpG in-
duce a las IPC a producir altas cantidades de IL-8.

Ejemplo 12. El1 IFN tipo I induce la activacién y prolifera-
cién de células T y3.

Las células T vyd (Vy9/Vd2) son células T antigeno-
especificas en una fase preactivada que responden a fos-
foantigenos no peptidicos comunes. La exposicidédn de células
T vd a estos antigenos estimula la produccidén de IFN-y en
ausencia de APC. Con objeto de examinar la activacidédn de
células T vO, se estimularon PBMC (2x10°/mL) de donantes
sanos durante tres dias con 6 pg/mL de ODN CpG (2006, 1585
6 2216) o con el medio solo en presencia o ausencia de pi-
rofosfato de isopentenilo 15 pM (IPP, fosfoantigeno especi-
fico para células Vy9/Vd2). Se afiadidé brefeldina A durante
las ultimas 4 horas. Después de tefiir la superficie para

TCR Vy9 y CD3, las células se fijaron, permeabilizaron vy
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tifieron con mAb contra IFN-y. En la citometria de flujo de
3 colores, las células T yd se confinaron mediante el uso
de su perfil FSC/SSC, expresidn de CD3 y TCR Vy9, y se ana-
lizaron con respecto a la expresidédn de IFN-y. Con objeto de
comparar los resultados de diferentes donantes, los datos
se estimaron primero como aumento de x-veces en comparacidn
con el medio de control o el control IPP y después se mul-
tiplicaron por la media del medio e IPP, respectivamente.
Se analizaron entre 14 y 20 donantes para cada ODN CpG. Los
datos se presentan como media + SEM (error tipico de la me-
dia); *(p<0,01) y **(p<0,001) indican valores de p calcula-
dos mediante el t-test de Student para muestras empareja-
das, comparandose el medio de control con ODN CpG e IPP so-
lo con IPP + ODN CpG.

Con objeto de examinar la proliferacidédn de células T
vd, se estimularon PBMC de donantes sanos con IPP (30 uM)
en presencia o ausencia de diferentes ODN CpG (2006, 1585 6
2216, cada unos de ellos en concentracidén de 6 pg/mL). La
expansidén de células positivas TCR yd se evalud mediante
citometria de flujo con un anticuerpo anti Vy9, mostrandose
como % de células positivas Vy9 TCR en PBMC viables. Para
cada ODN se analizaron entre 9 y 16 donantes. Los datos se
presentan como aumento de x-veces en comparacidén con IPP
solo (media + SEM); * indica p<0,05 (IPP frente a IPP + ODN
CpG) .

Resultados. En las PBMC, tanto las células T yd como
las células NK, pero no las células T off, respondieron a
ODN CpG con expresidén de CD69 aumentada, produccidén de IFN-
vy y TNF-o, contenido en perforina y actividad litica. Los
ODN CpG en combinacidén con IPP indujeron sinérgicamente la
produccidén de IFN-y (Figura 14) vy perforina en células T
vd. El efecto sinérgico fue mas pronunciado para ODN 2216 y

1585, es decir, ODN que son fuertes inductores de IFN tipo
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I, gue para ODN 2006. En células T yd purificadas o en cé-
lulas NK, los ODN CpG no mostraron actividad o incluso re-
dujeron la actividad estimulada por IPP.

Ademds, los ODN CpG aumentaron sinérgicamente la res-
puesta proliferativa de células T yd a IPP (Figura 15). La
Figura 15A muestra la cinética de la expansidén de las célu-
las T y® de un experimento representativo. La Figura 15B
muestra la expansidén de las células T yd 10 dias después de
estimulacién con IPP solo o en combinacién con diferentes
ODN CpG.

La adicién de IFN-o/R recombinante o IL-12 mimetizd
los efectos estimuladores de los ODN GpC en las PBMC. No se
pudo detectar IL12p70 funcional en los sobrenadantes de
PBMC estimuladas con ODN CpG. El potencial de los ODN CpG
para activar células T yd y células NK se correlaciond bien
con su capacidad para inducir IFN-o/f. El1 bloqueo de 1la
funcién del IFN-o/B por una combinacidédn de anticuerpo neu-
tralizante para proteina IFN-o/f y el correspondiente re-
ceptor inhibidé la activacidén de células T yd y células NK
inducidas por ODN CpG. Un anticuerpo neutralizante para IL-
12 o la adicidén de proteina unida a IL-18 redujo el IEN-vy
de base pero no el IFN-y estimulado por ODN CpG. TNF-o neu-
tralizante, IL-13 o IL-15 no mostraron efecto. En conclu-
sién, los resultados demostraron que (i) el IFN-o/B es un
potente activador de células T vd; (ii) ODN CpG activan cé-
lulas T y® y células NK via induccién de IFN-o/f; (iii) los
ODN CpG que son fuertes inductores de IFN tipo I son mas
potentes que los ODN que no son fuertes inductores de IFN
tipo I para activar células T yvd y células NK; (iv) los ODN
CpG coestimulan las respuestas de las células T antigeno-
especificas en las células T vd; y (v) La activacidn no es-
pecifica inducida por ODN CpG de las células T yd y de las

células NK proporciona inicialmente IFN-y que promueve res-—
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puestas Thl.
Ejemplo 13. Los ISNA inductores de IFN tipo I inhiben la
produccién de IL-12.

Se ha descrito que IFN-B reduce la produccidédn de IL-
12. Se estudid, por tanto, el efecto de los ISNA inductores
de IFN tipo I y no inductores de IFN tipo I de la manera
siguiente. Se estimularon PBMC (2x10°/mL) de individuos sa-
nos con 25 pg/mL de un anticuerpo anti-CD40 estimulante en
presencia de IL-4 (100 U/mL), GM-CSF (10 U/mL) e IFN-y (10
ng/mL) . Se afiadieron a cada medio 6 pg/mL de ODN 2006 (SEQ
ID NO:147), 6 pg/mL de ODN 1585 (SEQ ID NO:1) o una combi-
nacién de 5000 U/mL de IFN-o recombinante y 500 U/mL de
IFN-f. Después de 48 horas se midid IL12p70 en el sobrena-
dante mediante ensayo ELISA. Los datos se muestran como X-—
veces de produccidén de IL12p70 por anti-CD40 solo (media =
143 pg/mL) y representan la media (+ SEM) de tres donantes
diferentes.

Resultados. La Figura 16 muestra que ODN 1585 en com-
binacidén con anti-CD40 inhibidé la produccidén de IL12p70 en
comparacidén con el control anti-CD40, en una escala similar
a la inhibicidén por adicidén de IFN-o recombinante e IFN-f
recombinante. En contraste, ODN 2006 en combinacidén con an-
ti-CD40 impulsdé la produccidédn de IL12p70 mas alld que el
control positivo anti-CD40. Estos resultados demuestran que
en las PBMC los ISNA que inducen IFN tipo I pueden suprimir
la produccidén de IL12p70 y, contrariamente, los ISNA que no
inducen IFN tipo I pueden impulsar la produccidén de
IL12p70.

El andlisis de los niveles de ARNm mediante PCR cuan-
titativo en tiempo real reveld la induccidédn de un numero de
copias pequefio pero igual de ARNm IL-12p40 e IL-12p35 por
ISNA gue no inducen IFN tipo I. En contraste, los ISNA que

inducen IFN tipo I indujeron un numero mayor de copias de
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ARNm IL-12p35, si bien no se pudo detectar ARNm IL-12p40.
Los ISNA que no inducen IFN tipo I aumentaron (170%) y los
ISNA que que inducen IFN tipo I bloquearon (25%) la sinte-
sis de IL-12p70. La inhibicién de IL-12p70 se pudo mimeti-
zar por IFN-$ recombinante. Una combinacidén de anticuerpos
neutralizantes para proteina y receptor IFN-o/f revirtid la
inhibicidén de IL-12p70 mediatizada por ISNA inductores de
IFN tipo I. Estos resultados demuestran que los ODN CpG que
son fuertes inductores de IFN tipo I suprimen la produccidn
de IL-12p70 dependiente de CD40 mediante un mecanismo de
respuesta negativo mediatizado por IFN-o/f sobre la produc-
cidén de ARNm IL-12p40. Asi, la interaccidén de células T y
células presentadoras de antigenos via CD40L lleva a un en-
torno de citoguina dominado por IL-12 (ISNA que no inducen
IFN tipo I) o IFN-o/R (ISNA que inducen IFN tipo I). Aungue
ambos promueven respuestas Thl, los ISNA gque no inducen IFN
tipo I pueden ser superiores para preparar células T sim-
ples y los ISNA que inducen IFN tipo I pueden tener una ma-
yor actividad para soportar células T preactivadas y de me-
moria.

Ejemplo 14. Efecto de los ODN CpG sobre las respuestas pri-
maria y de recuerdo de los CTL péptido-especificos.

Se estimularon células T CD8+ (1x10°) de donantes sa-
nos HLA A2 positivo en 24 placas de pocillos, en presencia
o ausencia de ODN CpG 2006 (SEQ ID NO:147), 1585 (SEQ ID
NO:1) & 2216 (SEQ ID NO:7) en concentraciédn de 6 ug/mL,
bien con un péptido HLA A2-restringido derivado de la pro-
teina de matriz de influenza (GILGFVFTL), o bien con un
péptido derivado de 1la proteina melan A/mart-1 (ELAGI-
GILTV). Se usaron como APC células PBMC autdlogas (3x10°).
Después de 14 dias, las células se recogieron, lavaron y
reestimularon con péptidos de matriz influenza o melan-A

durante 6 horas. Durante las Ultimas 4 horas de afiadid bre-
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feldina A. Las células se tifieron para CD8 y CD3 y subse-
cuentemente se fijaron, permeabilizaron y tifleron con mAb
contra IFN-y. También después de 14 dias, se determind el
porcentaje de células T CD8" tetramero-positivas (HLA-A2/
péptido de melan-A y HLA-A2/péptido de matriz de influenza)
por citometria de flujo. Los tetrdmeros son tetrdmeros MHC-
péptido fluorocromo-marcados que estan diseflados para unir-
se especificamente a un receptor de células T péptido-
especifico, lo que hace posible identificar células T pép-
tido-especificas mediante citometria de flujo. Altman J.D.
et al. Science 274:94-96 (1996); patente de EE.UU. n°
5.635.363.

Resultados. Las células T CD8" (CTL) se analizaron con
respecto a la expresidn de IFN-y por citometria de flujo de
tres colores. Los resultados se presentan en las Figuras
17A y 17C como % de células positivas a IFN-y de todas las
células T CD8'. La especificidad de los péptidos se ensayd
mediante estimulacidédn con un péptido HLA A2 irrelevante de-
rivado del pol HIV, siendo <0,2% para todas las muestras.
Los datos, de 7 donantes, se presentan como media + SEM.
Estos resultados muestran que ODN 2006 aumentd las respues-
tas de los CTL, tanto primaria como de recuerdo, al péptido
melan A/mart-1 y al péptido influenza, respectivamente, en
contraste con ODN 1585 y ODN 2216, que indujeron menos re-
cuerdo y no tuvieron efecto o incluso inhibieron el desa-
rrollo de CTL primarios.

En las Figuras 17B y 17D se muestran, respectivamente,
los resultados de la cuantificacidén de CTL antigeno-
especificos usando tincidén MHC-tetrdmero para péptido in-
fluenza y péptido melan A/mart-1. Los datos, de 7 donantes,
se presentan como media +SEM; * indica valores de p<0,05
calculados mediante el t-test de Student para muestras em-

parejadas (medio comparado a estimulacidén con ODN CpG) .
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Ejemplo 15. Secrecién de IFN-a en “donantes de alta res-
puesta”

Se incubaron PBMC de 12 donantes diferentes con con-
centraciones variables de ODN seleccionados de un grupo que
incluye: ODN 2336 (SEQ ID NO:37), ODN 2334 (SEQ ID NO:36),
ODN 2295 (SEQ ID NO:20), ODN 2255 (SEQ ID NO:16), ODN 2247
(SEQ ID NO:11), ODN 2216 (SEQ ID NO:7) y ODN 2006 (SEQ ID
NO:147) . Los resultados de este estudio indicaron que 6 de
los donantes se pueden clasificar como “de alta respuesta”,
dado que las células de estos donantes de sangre secretaron
mas que 500 pg/mL (hasta 7000 pg/mL) de IFN-a después de la
incubacién con el ODN seleccionado. Se pudo efectuar una
diferenciacidén entre donantes de “alta” y “baja” respuesta,
debido a que las células de los otros 6 donantes restantes
s6lo secretaron cantidades de IFN-oa comprendidas entre 10 y
500 pg/mL. Una razdn para estos resultados diferentes puede
ser debida al uso de plasmas coagulados amarillentos que
tenian al menos 24 horas. Las pDC, que son el tipo princi-
pal de células secretoras de IFN-o, sobreviven sbélo aproxi-
madamente 3 dias en cultivos celulares, de manera que las
PBMC de plasmas coagulados con al menos 24 horas pueden
contener un numero muy bajo de células de este tipo.

En los experimentos anteriores, el IFN-a se midid me-
diante un conjunto de ensayo ELISA que reconoce todos 1los
subtipos de IFN-a. La mayoria de los otros conjuntos ELISA,
en contraste, sélo miden IFN-o2B. Consecuentemente, se com-—
pararon las cantidades de IFN-a2B frente a todos los subti-
pos de IFN-a en varios experimentos, con objeto de obtener
informacidén sobre posibles diferencias en la induccidén de
diferentes subtipos de IFN-a. Ademds, se compararon las
cantidades de IFN-o frente a las de IFN-y. Sobre la base de
los resultados de este estudio, puede afirmarse que existid

una correlacidén entre la induccidén de IFN-o2B y todos 1los
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subtipos de IFN-a. En contraste, sin embargo, no existid
una correlacidn clara entre IFN-o e IFN-vy.

Ejemplo 16. Induccién de la secrecién de IFN-a por ODN CpG
seleccionados.

Se enriquecieron PBMC humanas de un uUnico donante en
DC mediante la primera etapa del uso del conjunto de aisla-
miento de DC Miltenyi, que elimina monocitos, células NK y
células T, dejando células B, RBC y DC. Seguidamente, se
incubaron durante dos dias en presencia de IL-3 (10 ng/mL)
y diferentes ODN en concentracién de 6 pg/mL: ODN 1585 (SEQ
ID NO:1), ODN 2022 (SEQ ID NO:2), ODN 2118 (SEQ ID NO:151),
ODN 2184 (SEQ ID NO:3), ODN 2185 (SEQ ID NO:4), ODN 2192
(SEQ ID NO:5), ODN 2197 (SEQ ID NO:148), ODN 2198 (SEQ 1ID
NO:149), ODN 2204 (SEQ ID NO:6), ODN 2216 (SEQ ID NO:7) u
ODN 2217 (SEQ ID NO:8). En muestras paralelas, se afladid
IFN-y en concentracién de 1000 U/mL. Los sobrenadantes se
recogieron y analizaron mediante un ELISA especifico para
IFN-«.

Resultados. Los ODN indujeron IFN-o en grados varia-
bles, con algun aumento debido a la adicidén de IFN-y. Algu-
nos de los ODN indujeron IFN-o en un grado excepcional
(>50.000 pg/mL), incluso en ausencia de IFN-y afiadido.
Ejemplo 17. Dependencia de donante y secuencia de la res-
puesta de IFN-a a diferentes ODN.

Se incubaron PBMC de cuatro donantes diferentes duran-
te dos dias con una variedad de ODN en concentracién de 0,1

pg/mL. La bateria de ODN incluyd los siguientes:

ggGGTCAACGTTGAgggggG ODN 1585 SEQ ID NO:1
ggggtcgtcgttttgggggg ODN 2184 SEQ ID NO:3
tcgtecgttttgtegttttgggggg ODN 2185 SEQ ID NO:4
ggggtcgacgtcgagggggg ODN 2192 SEQ ID NO:5
gmGGTCAACGTTGAgggmggG ODN 2197 SEQ ID NO:148
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ggGGAGTTCGTTGAgggggG

ggggtcatcgatgagggggg
ggGGGACGATCGTCgggggG
gggggtcgtacgacgggggg
ggggacgtcgacgtgggggg
ggggtcgttcgaacgagggggg

ggggacgttcgaacgtgggggg
ggGGGAGCATGCTGgggggG

ggGGGACGATATCGTCgggggG
ggGGGACGACGTCGTCgggggG
ggGGGACGAGCTCGTCgggggG
ggGGGACGTACGTCgggggG
ggGGGACGATCGTTGggggG
ggGGAACGATCGTCgggggG
ggGGGGACGATCGTCgggggG
ggGGGACGATCGTCGgggggG
ggGGGTCATCGATGAgggggG
ggGGGTCAACGTTGAgggggG
ggGGTCGTCGACGAgggggG
ggGGTCGTTCGAACGAgggggG
ggGGACGTTCGAACGTgggggG
ggGGAACGACGTCGTTgggggG
ggGGAACGTACGTCgggggG
ggGGAACGTACGTACGTTgggggG
ggGGTCACCGGTGAgggggG
ggGGTCGACGTACGTCGAgggggG
ggGGACCGGTACCGGTgggggG
ggGTCGACGTCGAgggggG
ggGGTCGACGTCGagggg
ggGGAACGTTAACGTTgggggG
ggGGACGTCGACGTggggG
ggGGGTCGTTCGTTgggggG
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ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN
ODN

2198
2204
2216
2217
2229
2237
2238
2243
2245
2246
2247
2248
2252
2253
2254
2255
2260
2261
2293
2294
2295
2297
2298
2299
2300
2301
2302
2303
2304
2305
2306
2311
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SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
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ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

SEQ ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

149

152
153
154
155

10
11
12
13
14
15
16
17
156
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

NO:31
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ggGGGATGATTGTTgggggG ODN 2312 SEQ ID NO:157
ggGGGAZGATZGTTgggggG ODN 2313 SEQ ID NO:158
ggGGGAGCTAGCTTgggggG ODN 2314 SEQ ID NO:159
ggGACGATCGTCGgggggG ODN 2328 SEQ ID NO:32
ggGTCGTCGACGAggggggG ODN 2329 SEQ ID NO:33
ggTCGTCGACGAGgggggG ODN 2330 SEQ ID NO:34
ggGTCGTCGTCGTGgggggG ODN 2331 SEQ ID NO:160
ggGGACGATCGTCGgggggG ODN 2332 SEQ ID NO:35
ggGGACGTCGTCGTgggggG ODN 2333 SEQ ID NO:16l
ggGGTCGACGTCGACGTCGAGOggggG ODN 2334 SEQ ID NO:36
ggGGAACCGCGGTTgggggG ODN 2335 SEQ ID NO:162

(Z en ODN 2313 representa 5-metil citosina)

Los sobrenadantes se recogieron y ensayaron con res-
pecto a IFN-a mediante ELISA. En un grupo paralelo de expe-
rimentos se tomaron PBMC de los mismos cuatro donantes di-
ferentes y se incubaron durante dos dias con la misma bate-
ria de ODN en concentracidén de 1 pg/mL.

Resultados. Los resultados de las PBMC derivadas de
los cuatro donantes e incubadas con ODN en concentracidén de
0,1 pg/mL y con ODN en concentracién de 1 pg/mL presentaron
nuevamente variacidédn en funcidén de la dosis y el donante,
de manera que varios ODN indujeron IFN-a a niveles de al
menos 5000 pg/mL y algunos indujeron IFN-o a niveles que

sobrepasaron con mucho 5000 pg/mL.
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REIVINDICACIONES

1. Un &cido nucleico aislado que tiene una secuencia

seleccionada del grupo consistente en:

ggGGGACGATCGTCgggggG ODN 2216 SEQ ID NO:7

ggGGGACGATATCGTCgggggG ODN 2245 SEQ ID NO:9

ggGGGACGACGTCGTCgggggG ODN 2246 SEQ ID NO:10
ggGGGACGAGCTCGTCgggggG ODN 2247 SEQ ID NO:11
ggGGGACGTACGTCgggggG ODN 2248 SEQ ID NO:12
ggGGGACGATCGTTGggggG ODN 2252 SEQ ID NO:13
ggGGAACGATCGTCgggggG ODN 2253 SEQ ID NO:14
ggGGGGACGATCGTCgggggG ODN 2254 SEQ ID NO:15
ggGGGACGATCGTCGgggggG ODN 2255 SEQ ID NO:16
ggGGGTCATCGATGAgggggG ODN 2260 SEQ ID NO:17
ggGGTCGTCGACGAgggggG ODN 2293 SEQ ID NO:18
ggGGTCGTTCGAACGAgggggG ODN 2294 SEQ ID NO:19
ggGGACGTTCGAACGTgggggG ODN 2295 SEQ ID NO:20
ggGGAACGACGTCGTTgggggG ODN 2297 SEQ ID NO:21
ggGGAACGTACGTACGTTgggggG ODN 2299 SEQ ID NO:23
ggGGTCACCGGTGAgggggG ODN 2300 SEQ ID NO:24
ggGGTCGACGTACGTCGAgggggG ODN 2301 SEQ ID NO:25
ggGGACCGGTACCGGTgggggG ODN 2302 SEQ ID NO:26
ggGTCGACGTCGAgggggG ODN 2303 SEQ ID NO:27
ggGGACGTCGACGTggggG ODN 2306 SEQ ID NO:30
ggGACGATCGTCGgggggG ODN 2328 SEQ ID NO:32
ggGTCGTCGACGAggggggG ODN 2329 SEQ ID NO:33
ggGGACGATCGTCGgggggG ODN 2332 SEQ ID NO:35

ggGGTCGACGTCGACGTCGAGgggggG ODN 2334 SEQ ID NO:36, y

ggGGACGACGTCGTGgggggG ODN 2336 SEQ ID NO:37,
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en la que cada letra minUscula representa una unidén fosfo-
rotiocato y cada letra mayuscula indica una unidén fosfodiés-
ter.

2. Una composicidén farmacéutica que comprende un
adcido nucleico aislado que tiene una secuencia seleccionada

del grupo consistente en:

ggGGGACGATCGTCgggggG ODN 2216 SEQ ID NO:7

ggGGGACGATATCGTCgggggG ODN 2245 SEQ ID NO:9

ggGGGACGACGTCGTCgggggG ODN 2246 SEQ ID NO:10
ggGGGACGAGCTCGTCgggggG ODN 2247 SEQ ID NO:11
ggGGGACGTACGTCgggggG ODN 2248 SEQ ID NO:12
ggGGGACGATCGTTGggggG ODN 2252 SEQ ID NO:13
ggGGAACGATCGTCgggggG ODN 2253 SEQ ID NO:14
ggGGGGACGATCGTCgggggG ODN 2254 SEQ ID NO:15
ggGGGACGATCGTCGgggggG ODN 2255 SEQ ID NO:16
ggGGGTCATCGATGAgggggG ODN 2260 SEQ ID NO:17
ggGGTCGTCGACGAgggggG ODN 2293 SEQ ID NO:18
ggGGTCGTTCGAACGAgggggG ODN 2294 SEQ ID NO:19
ggGGACGTTCGAACGTgggggG ODN 2295 SEQ ID NO:20
ggGGAACGACGTCGTTgggggG ODN 2297 SEQ ID NO:21
ggGGAACGTACGTACGTTgggggG ODN 2299 SEQ ID NO:23
ggGGTCACCGGTGAgggggG ODN 2300 SEQ ID NO:24
ggGGTCGACGTACGTCGAgggggG ODN 2301 SEQ ID NO:25
ggGGACCGGTACCGGTgggggG ODN 2302 SEQ ID NO:26
ggGTCGACGTCGAgggggG ODN 2303 SEQ ID NO:27
ggGGACGTCGACGTggggG ODN 2306 SEQ ID NO:30
ggGACGATCGTCGgggggG ODN 2328 SEQ ID NO:32

ggGTCGTCGACGAggggggG ODN 2329 SEQ ID NO:33
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ggGGACGATCGTCGgggggG ODN 2332 SEQ ID NO:35
ggGGTCGACGTCGACGTCGAGgggggG ODN 2334 SEQ ID NO:36, y

ggGGACGACGTCGTGgggggG ODN 2336 SEQ ID NO:37,

en la que cada letra minUscula representa una unidén fosfo-
rotiocato y cada letra mayuscula indica una unidén fosfodiés-
ter; y

un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

3. Una composicidédn farmacéutica como la reivindicada
en la reivindicacidén 2, que comprende adicionalmente inter-
ferén alfa (IFN-o).

4, Un &cido nucleico aislado como el reivindicado en
la reivindicacidén 1, o una composicidén farmacéutica como
las reivindicadas en las reivindicaciones 2 & 3, para uso
en una aplicacidén terapéutica.

5. Un &cido nucleico aislado como el reivindicado en
la reivindicacidén 1, o una composicidén farmacéutica como
las reivindicadas en las reivindicaciones 2 & 3, para uso
en el tratamiento de una enfermedad proliferativa o de una
infeccidén viral que requieren tratamiento con IFN-«.

6. El uso de un acido nucleico aislado para la fa-
bricacibén de un medicamento para uso en el tratamiento de
una enfermedad proliferativa o de una infeccidén viral que
requieren tratamiento con interferdédn alfa (IFN-o), en el
que dicho acido nucleico tiene una secuencia seleccionada

del grupo consistente en:

ggGGGACGATCGTCgggggG ODN 2216 SEQ ID NO:7
ggGGGACGATATCGTCgggggG ODN 2245 SEQ ID NO:9
ggGGGACGACGTCGTCgggggG ODN 2246 SEQ ID NO:10
ggGGGACGAGCTCGTCgggggG ODN 2247 SEQ ID NO:11

ggGGGACGTACGTCgggggG ODN 2248 SEQ ID NO:12
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ggGGGACGATCGTTGggggG
ggGGAACGATCGTCgggggG
ggGGGGACGATCGTCgggggG
ggGGGACGATCGTCGgggggG
ggGGGTCATCGATGAgggggG
ggGGTCGTCGACGAgggggG
ggGGTCGTTCGAACGAgggggG
ggGGACGTTCGAACGTgggggG
ggGGAACGACGTCGTTgggggG
ggGGAACGTACGTACGTTgggggG
ggGGTCACCGGTGAgggggG
ggGGTCGACGTACGTCGAgggggG
ggGGACCGGTACCGGTgggggG
ggGTCGACGTCGAgggggG
ggGGACGTCGACGTggggG
ggGACGATCGTCGgggggG
ggGTCGTCGACGAggggggG

ggGGACGATCGTCGgggggG

ggGGTCGACGTCGACGTCGAGgggggG

ggGGACGACGTCGTGgggggG
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124

25
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:35

36, y
37,

en la que cada letra minUscula representa una unidén fosfo-

rotioato y cada letra mayuscula indica una unidén fosfodiés-

ter.

7. Un uso como el reivindicado en la reivindicacidn

6, en el que dicho &cido nucleico se debe coadministrar con

IFN-«.

8. Un uso como el reivindicado en la reivindicacidn

7, en el que el IFN-u se debe coadministrar:

(a) en una dosis por debajo de la dosis efectiva cli-

nicamente establecida para IFN-a en solitario;
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(b) en la dosis méxima tolerada de IFN-a en ausencia
del acido nucleico; o,

(c) en una dosis al menos 20, al menos 30, al menos 40
o al menos 50 por ciento por debajo de la dosis maxima to-
lerada de IFN-«.

9. Un uso como el reivindicado en las reivindicacio-
nes 6 &6 7, en el que se debe coadministrar al individuo
factor estimulador de colonias granulocito-monocito (GM-
CSF) .

10. Un uso como el reivindicado en las reivindicacio-
nes 6 6 7, en el que el tratamiento incluye activar células
productoras de interferdédn (IPC) de un individuo mediante un
método en el que se aislan las IPC del individuo, se culti-
van in vitro, se ponen en contacto in vitro con una canti-
dad efectiva de acido nucleico y se reintegran al indivi-
duo.

11. Un uso como el reivindicado en la reivindicacidn
10, en el que las IPC se ponen en contacto in vitro con un
factor de crecimiento, IL-3 y/o GM-CSF.

12. Un uso como el reivindicado en las reivindicacio-
nes 6 & 7, en el que el medicamento es una composicién far-
macéutica que comprende el acido nucleico y dicha composi-
cidén se debe coadministrar al individuo, con una composi-
cidébn farmacéutica que comprende IFN-o, en una cantidad que,
junto con el IFN-a coadministrado, constituye un tratamien-
to efectivo con IFN-o, en el que la eficacia del tratamien-
to con IFN-a es mayor que la eficacia de administrar la
misma cantidad de IFN-o en ausencia del &cido nucleico co-
administrado.

13. Un uso como el reivindicado en las reivindicacio-
nes 6 & 7, en el que el medicamento es una composicién far-
macéutica que comprende el acido nucleico y dicha composi-

cidén se debe coadministrar al individuo, con una composi-
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cidébn farmacéutica que comprende IFN-o, en una cantidad que,
junto con el IFN-a coadministrado, constituye un tratamien-
to efectivo con IFN-o, en el que la cantidad de IFN-o coad-
ministrada es menor que la gque se requeriria en ausencia de
coadministracidén del &cido nucleico.

14. Un uso como el reivindicado en la reivindicacidn
13, en el que la cantidad de IFN-a esta al menos 20, al me-
nos 30, al menos 40 o al menos 50 por ciento por debajo de
la cantidad de IFN-a requerida en ausencia de coadministra-
cidén del &cido nucleico.

15. Un uso como el reivindicado en las reivindicacio-
nes 6 & 7, en el que el medicamento es una composicién far-
macéutica que comprende el acido nucleico y dicha composi-
cidén se debe coadministrar al individuo, con una composi-
cidébn farmacéutica que comprende IFN-o, en una cantidad que,
junto con el IFN-a coadministrado, constituye un tratamien-
to efectivo con IFN-a, en el que los efectos colaterales
relacionados con el tratamiento con IFN-a se reducen en
comparacién con los efectos colaterales en el caso en que
el IFN-o se administra en ausencia de coadministracidén del
dcido nucleico.

16. Un uso como el reivindicado en cualquiera de las
reivindicaciones 12, 13 6 15, en el que la composicidén far-
macéutica se debe administrar localmente.

17. Un uso como el reivindicado en la reivindicacidn
15, en el que los efectos colaterales relacionados con el
tratamiento con IFN-a son sistémicos y/o se seleccionan del
grupo consistente en sindrome de tipo gripal, fiebre, dolor
de cabeza, escalofrios, mialgia, fatiga, anorexia, nauseas,
vémitos, diarrea y depresidn.

18. Un uso como el reivindicado en las reivindicacio-
nes 6 &6 7, en el que el tratamiento implica aumentar la

eficacia del tratamiento con IFN-o en un individuo que ne-
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cesita tal tratamiento y que comprende poner en contacto ex
vivo células IPC, aisladas de un donante, con una cantidad
de acido nucleico efectiva para inducir a las IPC a segre-
gar IFN-o, debiéndose administrar posteriormente dichas cé-
lulas al individuo tratado con una composicidén farmacéutica
que comprende IFN-co.

19. Un uso como el reivindicado en la reivindicacidn
18, en el que el donante es el individuo y/o las IPC aisla-
das se ponen en contacto adicionalmente con un antigeno.

20. Un uso como el reivindicado en la reivindicaciédn
18, en el que las células puestas en contacto se deben ad-
ministrar mediante inyeccidén local, preferiblemente via un
vaso sanguineo que riega el tejido blanco, més preferible-
mente en el que el vaso sanguineo se selecciona del grupo
consistente en arteria hepatica, vena portal, arteria ce-
liaca y arteria esplénica.

21. Un uso como el reivindicado en cualquiera de las
reivindicaciones 1-20, en el que dicha enfermedad prolife-
rativa se selecciona del grupo consistente en leucemia de
células pilosas, leucemia mieldgena crbnica, leucemia de
células T cutaneas, mieloma multiple, linfoma folicular,
melanoma maligno, carcinoma de células escamosas, sarcoma
de Kaposi relacionado con SIDA, carcinoma de células rena-
les, carcinoma de prdstata, carcinoma de células de vejiga,
displasia cervical y carcinoma de colon.

22. Un uso como el reivindicado en cualquiera de las
reivindicaciones 1-20, en el que dicha infeccidén wviral se
selecciona del grupo consistente en hepatitis B, hepatitis
C, condyloma acuminatum, virus de inmunodeficiencia humana,
herpes, citomegalovirus, virus de Epstein-Barr y virus de
papiloma.

23. Un uso como el reivindicado en la reivindicaciédn

10, en el que las IPC se deben cultivar en ausencia de IL-3
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y/0 en ausencia de GM-CSF.

24. Un uso como el reivindicado en las reivindicacio-
nes 6 6 7, en el que el tratamiento incluye estimular la
produccidén de una pluralidad de subtipos de IFN tipo I vy
que comprende poner en contacto IPC in vivo con una canti-
dad de acido nucleico efectiva para inducir secrecidén de al
menos dos interferones de tipo I.

25. Un uso como el reivindicado en la reivindicacidn
24, en el gque las IPC son células dendriticas precursoras
de tipo 2

26.

(pDC2) .
Un uso como el reivindicado en la reivindicacidn
24, en el que se induce a las IPC a secretar al menos tres,

al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos

siete o al menos ocho interferones de tipo I.

27. Un uso como el reivindicado en las reivindicacio-
nes 6 & 7, en el que el tratamiento incluye inhibir la pro-
duccidén de IL-12, en el que las células productoras de in-
terferdé4n se ponen en contacto con el &acido nucleico en una
cantidad efectiva para inducir secrecidén de interferdn tipo
I en presencia de células productoras de IL-12, en condi-
ciones en las que las células productoras de IL-12 normal-
mente producen IL-12.

28. interferdé4n natural

preparadas mediante puesta en
ladas de un donante con una

farmacéutica que comprende un

Células productoras de

(IPC)
contacto ex vivo de IPC ais-
cantidad de una composicidn

dcido nucleico que tiene una

secuencia seleccionada del grupo consistente en:

ggGGGACGATCGTCgggggG
ggGGGACGATATCGTCgggggG
ggGGGACGACGTCGTCgggggG

ggGGGACGAGCTCGTCgggggG

ODN 2216 SEQ ID NO:7
ODN 2245 SEQ ID NO:9
ODN 2246 SEQ ID NO:10
ODN 2247 SEQ ID NO:11
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ggGGGACGTACGTCgggggG ODN 2248 SEQ ID NO:12
ggGGGACGATCGTTGggggG ODN 2252 SEQ ID NO:13
ggGGAACGATCGTCgggggG ODN 2253 SEQ ID NO:14
ggGGGGACGATCGTCgggggG ODN 2254 SEQ ID NO:15
ggGGGACGATCGTCGgggggG ODN 2255 SEQ ID NO:16
ggGGGTCATCGATGAgggggG ODN 2260 SEQ ID NO:17
ggGGTCGTCGACGAgggggG ODN 2293 SEQ ID NO:18
ggGGTCGTTCGAACGAgggggG ODN 2294 SEQ ID NO:19
ggGGACGTTCGAACGTgggggG ODN 2295 SEQ ID NO:20
ggGGAACGACGTCGTTgggggG ODN 2297 SEQ ID NO:21
ggGGAACGTACGTACGTTgggggG ODN 2299 SEQ ID NO:23
ggGGTCACCGGTGAgggggG ODN 2300 SEQ ID NO:24
ggGGTCGACGTACGTCGAgggggG ODN 2301 SEQ ID NO:25
ggGGACCGGTACCGGTgggggG ODN 2302 SEQ ID NO:26
ggGTCGACGTCGAgggggG ODN 2303 SEQ ID NO:27
ggGGACGTCGACGTggggG ODN 2306 SEQ ID NO:30
ggGACGATCGTCGgggggG ODN 2328 SEQ ID NO:32
ggGTCGTCGACGAggggggG ODN 2329 SEQ ID NO:33
ggGGACGATCGTCGgggggG ODN 2332 SEQ ID NO:35
ggGGTCGACGTCGACGTGAGgggggG ODN 2334 SEQ ID NO:36, y
ggGGACGACGTCGTGgggggG ODN 2336 SEQ ID NO:37,

en la que cada letra minUscula representa una unidén fosfo-
rotioato y cada letra mayuscula indica una unidén fosfodiés-
ter, para administracidén en un método terapéutico para au-
mentar la eficacia del IFN-oa coadministrado en el trata-
miento de una enfermedad proliferativa o una infeccidn vi-

ral.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Coley Pharmaceutical Group, Inc.

<120> Métodos Relacionados con Interferédn Inducido por Acidos Nu-
cleicos Inmunoestimuladores

<130> C1039/704 4wO

<150> 60/156.147
<151> 1999-09-29

<160> 165
<170> FastSEQ para Windows Versién 3.0

<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(4)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<221> caracteristicas misc
<222> (15)...(19)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (20)...(20)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<400> 1
ggggtcaacg ttgagggggg 20

<210> 2

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(24)



ES 2265980 T5

2

<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<400> 2
tcgtcgtttt gtcgttttgt cgtt 24

<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(20)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<400> 3
ggggtcgtcg ttttgggggg 20

<210> 4

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(24)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<400> 4
tcgtcgtttt gtcgttttgg gggg 24

<210> 5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(20)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<400> 5
ggggtcgacg tcgagggggg 20

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(20)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<400> 6
ggggtcatcg atgagggggg 20

<210> 7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(14)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<221> caracteristicas misc
<222> (15)...(19)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (20)...(20)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<400> 7
gggggacgat cgtcgggggg 20

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(20)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<400> 8
gggggtcgta cgacgggggg 20

<210> 9



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2265980 T5

22
ADN
Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(16)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(17) ...(21)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(22) ...(22)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

9

gggggacgat atcgtcgggg gg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

10

22

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(16)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(17) ...(21)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(22) ...(22)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

10

gggggacgac gtcgtcgggg gg

<210>

11

22

22



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2265980 T5

22
ADN
Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(3)...(1o)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(17) ...(21)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(22) ...(22)

El soporte estructural

11

gggggacgac ctcgtcgggg gg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

12

20

ADN

Secuencia Artificial

tiene

tiene

tiene

tiene

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(3)...(14)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(15) ...(19)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(20) ... (20)

El soporte estructural

12

gggggacgta cgtcgggggg

<210>

13

tiene

tiene

tiene

tiene

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

22

20



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2265980 T5

20
ADN
Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(15)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(16) ...(19)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(20) ...(20)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

13

gggggacgat cgttgggggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

14

20

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc

(1) ...(2)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(15)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(16) ...(19)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(20)...(20)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

14

ggggaacgat cgtcgggggg

<210>

15

20

20
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<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(15)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (16)...(20)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (21)...(21)
<223> El1 soporte estructural tiene

<400> 15
ggggggacga tcgtcggggg g

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(15)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (16)...(20)
<223> El soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (21)...(21)
<223> El1 soporte estructural tiene

<400> 16
gggggacgat cgtcgggggg g

<210> 17

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

21

21



ES 2265980 T5

<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(15)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (16)...(20)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (21)...(21)
<223> El1 soporte estructural tiene

<400> 17
gggggtcatc gatgaggggg g

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(14)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (15)...(19)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (20)...(20)
<223> El1 soporte estructural tiene

<400> 18
ggggtcgtcg acgagggggg

<210> 19

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

21

20



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2265980 T5

22
ADN
Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(3)...(1o)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(17) ...(21)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(22) ...(22)

El soporte estructural

19

ggggtcgttc gaacgagggg gg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

20

22

ADN

Secuencia Artificial

tiene

tiene

tiene

tiene

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(3)...(1o)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(17) ...(21)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(22) ...(22)

El soporte estructural

20

ggggacgttc gaacgtgggg gg

<210>

21

tiene

tiene

tiene

tiene

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

22

22



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2265980 T5

22
ADN
Secuencia Artificial

10

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(3)...(1o)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(17) ...(21)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(22) ...(22)

El soporte estructural

21

ggggaacgac gtcgttgggg gg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

22

20

ADN

Secuencia Artificial

tiene

tiene

tiene

tiene

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(3)...(14)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(15) ...(19)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(20) ... (20)

El soporte estructural

22

ggggaacgta cgtcgggggg

<210>

23

tiene

tiene

tiene

tiene

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

22

20



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2265980 T5

24
ADN
Secuencia Artificial

11

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(3)...(18)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(19)...(23)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(24) ...(24)

El soporte estructural

23

ggggaacgta cgtacgttgg gggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

24

20

ADN

Secuencia Artificial

tiene

tiene

tiene

tiene

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(3)...(14)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(15) ...(19)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(20) ... (20)

El soporte estructural

24

ggggtcacccg gtgagggggg

<210>

25

tiene

tiene

tiene

tiene

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

24

20



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2265980 T5

24
ADN
Secuencia Artificial

12

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(3)...(18)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(19) ...(23)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(24) ...(24)

El soporte estructural

25

gggggtcgacg tacgtcgagg gg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

26

22

ADN

Secuencia Artificial

tiene

tiene

tiene

tiene

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(3)...(1o)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(17) ...(21)
El soporte estructural

caracteristicas misc
(22) ...(22)

El soporte estructural

26

ggggaccggt accggtgggg gg

<210>

27

tiene

tiene

tiene

tiene

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

24

22



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2265980 T5

13
19
ADN
Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(13)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(14)...(18)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(19)...(19)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

27

gggtcgacgt cgagggggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

28

18

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc

(1) ...(2)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(13)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(14)...(18)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

28

ggggtcgacg tcgagggg

<210>

29

<211> 22

<212>
<213>

ADN
Secuencia Artificial

19

18



<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

ES 2265980 T5

14

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)
El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(16)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(17) ...(21)
El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(22) ...(22)

El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

29

ggggaacgtt aacgttgggg gg 22

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

30

19

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)
El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(14)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(15) ...(18)
El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(19) ...(19)

El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

30

ggggacgtcg acgtggggg 19

<210>

31

<211> 20

<212>
<213>

ADN
Secuencia Artificial
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15

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1)...(2)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(14)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<221> caracteristicas misc
<222> (15)...(19)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (20)...(20)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<400> 31
gggggtcgtt cgttgggggg 20

<210> 32

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(13)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<221> caracteristicas misc
<222> (14)...(18)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (19)...(19)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<400> 32
gggacgatcg tcggggggg 19

<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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16

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(13)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<221> caracteristicas misc
<222> (14)...(19)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (20)...(20)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<400> 33
gggtcgtcga cgaggggggg 0

<210> 34

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(13)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<221> caracteristicas misc
<222> (14)...(18)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (19)...(19)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<400> 34
ggtcgtcgac gaggggggg 19

<210> 35

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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17

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(14)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<221> caracteristicas misc
<222> (15)...(19)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (20)...(20)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<400> 35
ggggacgatc gtcggggggg 20

<210> 36

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(21)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<221> caracteristicas misc
<222> (22)...(206)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (27)...(27)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<400> 36
ggggtcgacg tcgacgtcga ggggggg 27

<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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18

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(15)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<221> caracteristicas misc
<222> (16)...(20)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<221> caracteristicas misc
<222> (21)...(21)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<400> 37
ggggacgacg tcgtgggggg g 21

<210> 38

<211> 8

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 38
aacgttct 8

<210> 39

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 39
accatggacg aactgtttcc cctc 24

<210> 40

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 40
accatggacg acctgtttcc cctc 24
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<210> 41

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 41
accatggacg agctgtttcc cctc

<210> 42

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 42
accatggacg atctgtttcc cctc

<210> 43

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 43
accatggacg gtctgtttcc cctc

<210> 44

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 44
accatggacg tactgtttcc cctc

<210> 45

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 45

19

24

24

24

24
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accatggacg ttctgtttcc cctc

<210> 46

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 46
agctatgacg ttccaagg

<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 47
ataggaggtc caacgttctc

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 48
atcgactctc gaacgttctc

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 49
atcgactctc gagcgttctc

<210> 50

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

20

24

18

20

20

20
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21

<400> 50
atgacgttcc tgacgtt

<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 51
atggaaggtc caacgttctc

<210> 52
<211> 0
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 52
ATGGAAGGTCCAGCGTTCTC

<210> 53

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 53
atggactctc cagcgttctc

<210> 54

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 54
atggaggctc catcgttctc

<210> 55

<211> 7

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

17

20

20

20
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22

<400> 55
caacgtt

<210> 56

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 56
cacgttgagg ggcat

<210> 57

<211> 8

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 57
ccaacgtt

<210> 58

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 58
gagaacgatg gaccttccat

<210> 59

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 59
gagaacgctc cagcactgat

<210> 60

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

15

20

20
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<400> 60
gagaacgctc gaccttccat

<210> 61

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 61
gagaacgctc gaccttcgat

<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 62
gagaacgctg gaccttccat

<210> 63

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 63
gcatgacgtt gagct

<210> 64

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 64
gcgtgcgttg tcgttgtcegt t

<210> 65

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

23

20

20

20

15

21
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24

<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 65
gctagacgtt agcgt

<210> 66

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 66
gctagacgtt agtgt

<210> 67

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 67
gctagatgtt agcgt

<210> 68

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 68
ggggtcaacg ttgacgggg

<210> 69

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 69
ggggtcagtc gtgacgggg

<210> 70

<211> 6

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

15

15

15

19

19
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25

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> diferencia misc
<222> (5)...(5)
<223> y = t/u 6 ¢

<400> 70
gtcgyt

<210> 71

<211> 8

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 71
tcaacgtc

<210> 72

<211> 8

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 72
tcaacgtt

<210> 73

<211> 8

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 73
tcagcgcect

<210> 74

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 74
tcagcgtgcg cc

12
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26

<210> 75

<211> 8

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 75
tcatcgat

<210> 76

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 76
tccacgacgt tttcgacgtt

<210> 77

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 77
tccataacgt tcctgatgct

<210> 78

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 78
tccatagcgt tcctagcgtt

<210> 79

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 79
tccatcacgt gcctgatgct

20

20

20

20
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<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 80
tccatgacgg tcctgatgcect

<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 81
tccatgacgt ccctgatgcect

<210> 82

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 82
tccatgacgt gcctgatgct

<210> 83

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 83
tccatgacgt tcctgacgtt

<210> 84

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 84

27

20

20

20

20
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tccatgacgt tcctgatgct

<210> 85

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 85
tccatgccgg tcctgatgcet

<210> 86

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 86
tccatgcgtg cgtgcgtttt

<210> 87

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 87
tccatgcgtt gcgttgcgtt

<210> 88

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 88
tccatggcgg tcctgatgcet

<210> 89

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

28

20

20

20

20

20
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<400> 89
tccatgtcga tcctgatgcect

<210> 90

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 90
tccatgtcgce tcctgatgcet

<210> 91

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 91
tccatgtcgg tcctgacgca

<210> 92

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 92
tccatgtcgg tcctgatgcet

<210> 93

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 93
tccatgtcgg tcctgctgat

<210> 94

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

29

20

20

20

20

20
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<400> 94
tccatgtcgt ccctgatgcect

<210> 95

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 95
tccatgtcgt tcctgtcecgtt

<210> 96

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 96
tccatgtcgt ttttgtcgtt

<210> 97

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 97
tcctgacgtt cctgacgtt

<210> 98

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 98
tcctgtecgtt cctgtcecgtt

<210> 99

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

30

20

20

20

19

19
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<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 99
tcctgtecgtt ccttgtcecgtt

<210> 100

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 100
tcctgtecgtt ttttgtcgtt

<210> 101

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 101
tccttgtcecgt tcctgtcecgtt

<210> 102

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 102
tcgtcgctgt ctccecttet t

<210> 103

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 103
tcgtcgctgt ctgcceccttcet t

<210> 104

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

31

20

20

20

21

21



ES 2265980 T5

32

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 104
tcgtcgectgt tgtcgtttct t

<210> 105

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 105
tcgtcgtcgt cgtt

<210> 106

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 106
tcgtcgttgt cgttgtcgtt

<210> 107

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 107
tcgtcgttgt cgttttgtcg tt

<210> 108

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 108
tcgtcgtttt gtcgttttgt cgtt

<210> 109

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

21

14

20

22

24
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<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 109
tctcccagecg ggcgcecat

<210> 110

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 110
tctcccagecg tgcgceccat

<210> 111

<211> 8

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 111
tcttcgaa

<210> 112

<211> 8

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 112
tcttcgat

<210> 113

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 113
tgtcgttgtc gtt

<210> 114
<211> 19
<212> ADN

17

18

13



<213>

<220>
<223>

<400>
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Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

114

tgtcgttgtc gttgtcgtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115

25

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

115

tgtcgttgtc gttgtcgttg tcgtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

116

21

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

116

tgtcgtttgt cgtttgtcgt t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

117

7

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético
diferencia misc

(6) ...(6)

y = t/u 6 c

117

tgtcgyt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

118

20

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

118

19

25

21
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atggaaggtc caaggggctc

<210> 119

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 119
atggaaggtc cagggggctc

<210> 120

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 120
atggaaggtc cggggttctc

<210> 121

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 121
atggactctc cggggttctc

<210> 122

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 122
atggactctg gagggggctc

<210> 123

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

35

20

20

20

20

20



ES 2265980 T5

<400> 123
atggactctg gaggggtctc

<210> 124

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 124
atggactctg gggggttctc

<210> 125

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 125
atggaggctc catggggctc

<210> 126

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 126
gagaaggggc cagcactgat

<210> 127

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 127
gagaaggggg gaccttccat

<210> 128

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

36

20

20

20

20

20
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<400> 128
gagaaggggg gaccttggat

<210> 129

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 129
gcatgagggg gagct

<210> 130

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 130
gctagaggga gtgt

<210> 131

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 131
gctagagggg agggt

<210> 132

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 132
gctagatgtt agggg

<210> 133

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

37

20

15

14

15

15
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<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 133
gggggacgat cgtcgggggg

<210> 134

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 134
dgg99999999 9999999999

<210> 135

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 135
ggggtcaacg ttgagggggg

<210> 136

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 136
ggggtcgacg tcgagggggg

<210> 137

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 137
tccatcgggg gcctgatgcet

<210> 138

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

38

20

20

20

20

20



ES 2265980 T5

39

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 138
tccatgaggg gcctgatgct

<210> 139

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 139
tccatgcggg tggggatgct

<210> 140

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 140
tccatggggg tcctgatgcect

<210> 141

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 141
tccatggggt ccctgatgct

<210> 142

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 142
tccatggggt gcctgatgct

<210> 143

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

20

20

20

20

20
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<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 143
tccatggggt tcctgatgcect

<210> 144

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 144
tccatgtggg gcctgatgcect

<210> 145

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 145
tccatgtggg gcctgctgat

<210> 146

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 146
tccatgtggg tggggatgct

<210> 147

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas- misc
<222> (1) ...(24)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

<400> 147
tcgtcgtttt gtcgttttgt cgtt

20

20

20

20

24



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>
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148

21

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas—- misc
(1) ...(2)
El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas—- misc
(3)...(14)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(15) ...(20)
El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(21)...(21)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

diferencia misc
(2) ...(2)
m=a 6 c

diferencia misc
(18)...(18)

m=a 6 c

148

gmggtcaacg ttgagggmgg g 21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>

149

20

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)
El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(14)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(15) ... (19)



<223>
<221>
<222>
<223>

<400>
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El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(20)...(20)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

149

ggggagttcg ttgagggggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

150

20

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(14)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(15) ... (19)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(20)...(20)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

150

gggggagcat gctcgggggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>

151

20

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(14)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(15) ... (19)

20

20
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<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.
<221> caracteristicas misc
<222> (20)...(20)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.
<400> 151
ggggtcaagc ttgagggggg 20
<210> 152
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Oligonucledétido Sintético
<221> caracteristicas misc
<222> (1)...(20)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.
<400> 152
ggggacgtgc acgtgggggg 20
<210> 153
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Oligonucledétido Sintético
<221> caracteristicas misc
<222> (1)...(22)
<223> El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.
<400> 153
ggggtcgttc gaacgagggg gg 22
<210> 154
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221>
<222>
<223>

<400>

caracteristicas misc
(1) ...(22)
El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

154

ggggacgttc gaacgtgggg gg 22
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<210> 155

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledtido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(14)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (15)...(19)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (20)...(20)
<223> El1 soporte estructural tiene

<400> 155
gggggagcat gctggggggg

<210> 156

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(15)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (16)...(20)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (21)...(21)
<223> El1 soporte estructural tiene

<400> 156
gggggtcaac gttgaggggg g

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

20

21
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<210> 157

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(14)
<223> El soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (15)...(19)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (20)...(20)
<223> El1 soporte estructural tiene

<400> 157
gggggatgat tgttgggggg

<210> 158

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<221> caracteristicas misc
<222> (1) ...(2)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (3)...(14)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (15)...(19)
<223> El1 soporte estructural tiene

<221> caracteristicas misc
<222> (20)...(20)
<223> El soporte estructural tiene

<221> base modificada
<222> (7)) ...(7)
<223> n = 5-metilcitidina

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

uniones

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

fosforotioato.

fosfodiéster.

20



<221>
<222>
<223>

<400>
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base modificada
(10)...(10)
n = 5-metilcitidina
158

gggggangan tgttgggggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

159

20

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(14)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(15) ... (19)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(20) ...(20)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

159

gggggagcta gcttgggggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

160

20

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(14)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(15) ... (19)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

20

20



<221>
<222>
<223>

<400>
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caracteristicas misc
(20) ...(20)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

160

gggtcgtcgt cgtggggggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

1ol

20

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(14)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(15) ... (19)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(20) ...(20)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

le6l

ggggacgtcg tcgtgggggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

162

20

ADN

Secuencia Artificial

Oligonucledétido Sintético

caracteristicas misc
(1) ...(2)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

caracteristicas misc
(3)...(14)
El soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

caracteristicas misc
(15) ... (19)

El soporte estructural tiene uniones fosforotioato.

20

20
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<221> caracteristicas misc
<222> (20)...(20)
<223> El1 soporte estructural tiene uniones fosfodiéster.

<400> 162
ggggaaccgc ggttgggggg 20

<210> 163

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 163
accgatgacg tcgccggtga cggcaccacg acggccaccg tgctg 45

<210> 164

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 164
accgatgacg tcgccggtga cggcaccacg 30

<210> 165

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Oligonucledétido Sintético

<400> 165
9999999999 ggaacgttgg 9gggggggggg 30
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