EP 1 934 345 B9

(19)

(12)

Patent Office

e (11) EP 1934 345 B9
KORRIGIERTE EUROPAISCHE PATENTSCHRIFT

Européisches
Patentamt
0’ European

(15) Korrekturinformation: (51) IntCl.:
Korrigierte Fassung Nr. 1 (W1 B1) C12N 15/09 (2006.01) C12N 15/00 (2006.07)
Korrekturen, siehe
Beschreibung  Abschnitt(e) 120 (86) Internationale Anmeldenummer:
PCT/EP2006/009448
(48) Corrigendum ausgegeben am:
18.07.2012 Patentblatt 2012/29 (87) Internationale Verdffentlichungsnummer:
WO 2007/036366 (05.04.2007 Gazette 2007/14)
(45) Veroffentlichungstag und Bekanntmachung des
Hinweises auf die Patenterteilung:
21.03.2012 Patentblatt 2012/12
(21) Anmeldenummer: 06805937.7
(22) Anmeldetag: 28.09.2006
(54) MODIFIKATIONEN VON RNA, DIE ZU EINER ERHOHTEN TRANSKRIPTSTABILITAT UND
TRANSLATIONSEFFIZIENZ FUHREN
MODIFICATION OF RNA, PRODUCING AN INCREASED TRANSCRIPT STABILITY AND
TRANSLATION EFFICIENCY
MODIFICATIONS D’ARN, QUI PERMETTENT UNE STABILITE DE TRANSCRIPTION ET UNE
EFFICACITE DE TRANSLATION AMELIOREES
(84) Benannte Vertragsstaaten: * KREITER, Sebastian
AT BEBG CH CY CZDE DKEE ES FI FR GB GR 55131 Mainz (DE)
HUIEISITLILT LU LV MC NL PL PT RO SE SI
SKTR (74) Vertreter: Schnappauf, Georg et al
Benannte Erstreckungsstaaten: Dr. Volker Vossius
AL BA HR MK RS Patent- und Rechtsanwaltskanzlei
Geibelstrasse 6
(30) Prioritat: 28.09.2005 DE 102005046490 81679 Miinchen (DE)
(43) Veroffentlichungstag der Anmeldung: (56) Entgegenhaltungen:
25.06.2008 Patentblatt 2008/26 * TANGUAY RL ET AL: "Translational efficiency is
regulated by the length of the 3’ untranslated
(60) Teilanmeldung: region” MOLECULAR AND CELLULAR
10014762.8 BIOLOGY, AMERICAN SOCIETY FOR
10014763.6 / 2 357 230 MICROBIOLOGY, WASHINGTON, US, Bd. 16, Nr.
1, 1996, Seiten 146-156, XP002370890 ISSN:
(73) Patentinhaber: BioNTech AG 0270-7306
55131 Mainz (DE) * GUHANIYOGI J ET AL: "Regulation of mMRNA
stability in mammalian cells” GENE, ELSEVIER,
(72) Erfinder: AMSTERDAM, NL, Bd. 265, Nr. 1-2, 7. Marz 2001
* SAHIN, Ugur (2001-03-07), Seiten 11-23, XP004230718 ISSN:
55116 Mainz (DE) 0378-1119
*« HOLTKAMP, Silke
45470 Miihlheim (DE)
« TURECI, Ozlem
55116 Mainz (DE)

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen
Patents im Europaischen Patentblatt kann jedermann nach MaRgabe der Ausfiihrungsordnung beim Europaischen
Patentamt gegen dieses Patent Einspruch einlegen. Der Einspruch gilt erst als eingelegt, wenn die Einspruchsgebuhr
entrichtet worden ist. (Art. 99(1) Europaisches Patentiibereinkommen).

Printed by Jouve, 75001 PARIS (FR) (Forts. nachste Seite)



EP 1934 345 B9

GALLIE D R: "A tale of two termini: - A functional
interaction between the termini of an mRNA is a
prerequisite for efficient translation initiation"
GENE, ELSEVIER, AMSTERDAM, NL, Bd. 216, Nr.
1, August 1998 (1998-08), Seiten 1-11,
XP004149275 ISSN: 0378-1119

LI X ET AL: "GENERATION OF DESTABILIZED
GREEN FLUORESCENT PROTEIN AS A
TRANSCRIPTION REPORTER" JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN SOCIETY
OF BIOLOCHEMICAL BIOLOGISTS,
BIRMINGHAM,, US, Bd. 273, Nr. 52, 25. Dezember
1998 (1998-12-25), Seiten 34970-34975,
XP000984126 ISSN: 0021-9258

YU JIAET AL: "Structural and functional analysis
of an mRNP complex that mediates the high
stability of human beta-globin mRNA"
MOLECULAR AND CELLULARBIOLOGY, Bd. 21,
Nr. 17, September 2001 (2001-09), Seiten
5879-5888, XP002418544 ISSN: 0270-7306
PESOLE G ET AL: "Structural and functional
features of eukaryotic mRNA untranslated
regions” GENE: AN INTERNATIONAL JOURNAL
ON GENES AND GENOMES, ELSEVIER,
AMSTERDAM, NL, Bd. 276, Nr. 1-2, 3. Oktober
2001 (2001-10-03), Seiten 73-81, XP004308679
ISSN: 0378-1119

HOLTKAMP SILKE ET AL: "Modification of
antigen-encoding RNA increases stability,
translational efficacy, and T-cell stimulatory
capacity of dendritic cells.” BLOOD 15 DEC 2006,
Bd. 108, Nr. 13, 15. Dezember 2006 (2006-12-15),
Seiten 4009-4017, XP002418545 ISSN: 0006-4971
BOCZKOWSKID ET AL: "INDUCTION OF TUMOR
IMMUNITY AND CYTOTOXIC T LYMPHOCYTE
RESPONSES USING DENDRITIC CELLS
TRANSFECTED WITH MESSENGER RNA
AMPLIFIED FROM TUMOR CELLS" CANCER
RESEARCH, AMERICAN ASSOCIATION FOR
CANCER RESEARCH, BALTIMORE, MD, US, Bd.
60, 15. Februar 2000 (2000-02-15), Seiten
1028-1034, XP001048606 ISSN: 0008-5472

STRONG TV ET AL: "INCORPORATION OF
BETA-GLOBIN UNTRANSLATED REGIONS INTO
A SINDBIS VIRUS VECTOR FOR
AUGMENTATION OF HETEROLOGOUS MRNA
EXPRESSION" GENE THERAPY, MACMILLAN
PRESS LTD., BASINGSTOKE, GB, Bd. 4, Nr. 6,
Juni 1997 (1997-06), Seiten 624-627,
XP009012148 ISSN: 0969-7128

PREISS TET AL: "Dual function of the messenger
RNA cap structure in poly(A)-tail-promoted
translation in yeast"” NATURE, NATURE
PUBLISHING GROUP, LONDON, GB, Bd. 392, Nr.
6675, 2. April 1998 (1998-04-02), Seiten 516-520,
XP002240279 ISSN: 0028-0836

CARRALOT J-P ET AL: "Polarization of immunity
induced by direct injection of naked sequence-
stabilized mRNA vaccines" CMLS CELLULAR
AND MOLECULAR LIFE SCIENCES,
BIRKHAUSER VERLAG, HEIDELBERG, DE, Bd.
61, Nr. 18, September 2004 (2004-09), Seiten
2418-2424, XP002355208 ISSN: 1420-682X
CONRY RMET AL: "CHARACTERIZATION OF A
MESSENGERRNAPOLYNUCLEOTIDE VACCINE
VECTOR" CANCER RESEARCH, AMERICAN
ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH,
BALTIMORE, MD, US, Bd. 55, Nr. 7, 1. April 1995
(1995-04-01), Seiten 1397-1400, XP000576177
ISSN: 0008-5472

TEUFEL R ET AL: "Human peripheral blood
mononuclear cells transfected with messenger
RNA stimulate antigen-specific cytotoxic T-
lymphocytes in vitro” CMLS CELLULAR AND
MOLECULAR LIFE SCIENCES, BIRKHAUSER
VERLAG, HEIDELBERG, DE, Bd. 62, Nr. 15,
August 2005 (2005-08), Seiten 1755-1762,
XP002392461 ISSN: 1420-682X

MIGNONE F ET AL: "Untranslated regions of
mRNAs" GENOME BIOLOGY 2002 UNITED
KINGDOM, Bd. 3, Nr. 3, 2002, Seiten
0004.1-0004.10, XP002428984 ISSN: 1465-6906




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 1 934 345 B9
Beschreibung

[0001] Konventionelle Impfstoffe, einschliellich der attenuierten oder inaktivierten Pathogene, sind in vielen Bereichen
wirksam, vermitteln aber dennoch gegen einige infektidse Pathogene und Tumore keine wirksam schiitzende Immunitat.
Es sind Impfstoffe erforderlich, die wirksam, vielseitig, schnell und giinstig in der Herstellung und einfach zu lagern sind.
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die direkte intramuskulare Injektion von Plasmid-DNA zu langanhaltender Ex-
pression der kodierten Gene auf der Zelloberflache fuhrt (Wolff et al., 1990), wurden auf DNA basierte Impfstoffe als
neue, vielversprechende Immunisierungsstrategie angesehen. Dies war ein bedeutender Ansporn, um auf Nukleinsauren
basierte Impfstoffe zu entwickeln. Zunachst wurden auf DNA basierte Impfstoffe gegen infektiése Pathogene erprobt
(Cox et al., 1993; Davis et al., 1993; Ulmer et al., 1993; Wang et al., 1993), bald aber auch in der Gentherapie gegen
Tumore weiter erforscht, um eine spezifische Antitumor-Immunitat zu induzieren (Conry et al., 1994; Conry et al., 19953;
Spooner et al., 1995; Wang et al., 1995). Diese Strategie der Tumorimmunisierung hat eine Reihe von entscheidenden
Vorteilen. Auf Nukleinsaure basierte Impfstoffe sind einfach in der Herstellung und relativ kostengiinstig. Sie kénnen
aullerdem aus einer geringen Zellzahl amplifiziert werden.

DNA ist stabiler als RNA, birgt aber einige potentielle Sicherheitsrisiken wie die Induktion von anti-DNA-Antikdrpern
(Gilkeson et al., 1995) und die Integration des Transgens ins Wirtsgenom. Dies kann zur Inaktivierung zellulérer Gene,
einer unkontrollierbaren Langzeit-Expression des Transgens oder Onkogenese flihren und ist daher flir tumorassoziierte
Antigene mit onkogenem Potential wie z.B. erb-B2 (Bargmann et al., 1986) und p53 (Greenblatt et al., 1994) im Allge-
meinen nicht anwendbar. Um diese potentiellen Gefahren zu umgehen, bietet der Gebrauch von RNA eine attraktive
Alternative.

Zu den Vorteilen der Verwendung von RNA als einer Art reversiblen Gentherapie zahlt die voriibergehende Expression
und der nicht transformierende Charakter. Die RNA muss nicht in den Kern gelangen, um transgen exprimiert zu werden
und kann auflerdem nicht ins Wirtsgenom integrieren, wodurch das Risiko einer Onkogenese eliminiert ist. Wie mit DNA
(Condon et al., 1996; Tang et al., 1992) kénnen auch durch die Injektion von RNA sowohl die zelluldre als auch die
humorale Immunantwort in vivo induziert werden (Hoerr et al., 2000; Ying et al., 1999).

[0002] Fur die Immuntherapie mit in vitro transkribierter RNA (IVT-RNA) werden zwei unterschiedliche Strategien
verfolgt, die beide in verschiedenen Tiermodellen erfolgreich getestet werden konnten. Entweder wird die RNA Uber
unterschiedliche Immunisierungsrouten direkt injiziert (Hoerr et al., 2000) oder Dendritische Zellen (DCs) werden durch
Lipofektion oder Elektroporation mit in vitro transkribierter RNA transfiziert und dann appliziert (Heiser et al., 2000). In
kurzlich erschienenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Immunisierung mit RNA-transfizierten DCs antigenspe-
zifische cytotoxische T-Lymphozyten (CTL) in vitro und in vivo induziert (Su et al., 2003; Heiser et al., 2002). Fir die
optimale Induktion der T-Zell-vermittelten Immunantworten ist unter anderem die Dosis, d.h. die Dichte der Antigen-
Prasentation auf den DCs von zentraler Bedeutung.

Mit dem Ziel, eine verlangerte Expression von transferierter IVT-RNA und damit eine erhdhte Antigenprasentation auf
DCs zu erreichen, wurde versucht, IVT-RNA durch verschiedene Modifikationen zu stabilisieren. Eine Grundvorausset-
zung fir die Translation ist das Vorhandensein einer 3’-Poly(A)-Sequenz, wobei die Translationseffizienz mit der Poly
(A)-Lange korreliert (Preiss and Hentze, 1998). Durch das 5-Cap und die 3’-Poly(A)-Sequenz wird die Translation in
vivo synergistisch aktiviert (Gallie, 1991). Nicht-translatierte Regionen (UTR) von Globin-Genen sind weitere bekannte
Elemente, die zur Stabilisierung von RNA und zu einer Erhéhung der Translationseffizienz beitragen kénnen (Malone
et al., 1989).

Aus der Literatur sind einige IVT-Vektoren bekannt, die standardisiert als Matrize fir die in vitro-Transkription genutzt
werden und gentechnisch so modifiziert worden sind, dass stabilisierte RNA-Transkripte resultieren. Aktuell in der Lite-
ratur beschriebene Protokolle (Conry etal., 1995b; Teufel etal., 2005; Strong etal., 1997; Carralot et al., 2004; Boczkowski
et al., 2000) basieren auf einem Plasmid-Vektor mit folgender Struktur: ein 5’-gelegener RNA-Polymerase-Promoter,
der die Transkription von RNA ermdglicht, gefolgt vom einem interessierenden Gen ("gene of interest"), das entweder
3’ und/oder 5 von nicht-translatierten Regionen (UTR) flankiert wird und 3’ eine Polyadenylkassette mit 50-70 A-Nu-
kleotiden. Vor der in vitro Transkription wird das zirkulére Plasmid durch Restriktionsenzyme vom Typ Il (Erkennungs-
sequenz entspricht der Schnittstelle) hinter der Polyadenylkassette linearisiert. Die Polyadenylkassette entspricht damit
der spateren Poly(A)-Sequenz im Transkript. Als Folge dieses Vorgehens bleiben einige Nukleotide als Teil der Enzym-
schnittstelle nach der Linearisierung zuriick und verldngern bzw. verdecken die Poly(A)-Sequenz am 3’ Ende. Unklar
ist, ob dieser unphysiologische Uberhang einen Einfluss auf die Menge des Proteins hat, welches intrazellul&r von einem
solchen Konstrukt gebildet wird.

[0003] Somit scheint RNA besonders gut fur klinische Anwendungen geeignet zu sein. Der Gebrauch von RNA in der
Gentherapie wird aber vor allem durch die kurze Halbwertszeit von RNA insbesondere im Zytoplasma stark einge-
schrénkt, was eine geringe Proteinexpression zur Folge hat.

[0004] Eswardie Aufgabe der vorliegenden Erfindung, RNA mit erhdhter Stabilitdt und Translationseffizienz und Mittel
fur eine Gewinnung derartiger RNA bereitzustellen. Durch Verwendung dieser RNA bei gentherapeutischen Ansatzen
sollen gesteigerte Expressionsraten erzielbar sein.
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[0005] Diese Aufgabe wird erfindungsgemaf durch den Gegenstand der Patentanspriiche geldst

[0006] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Stabilisierung von RNA, insbesondere mRNA, und eine Steigerung der
Translation von mRNA. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung drei Modifikationen von RNA, insbesondere in
vitro transkribierter RNA, die zu einer erhdhten Transkriptstabilitdt und Translationseffizienz flihren.

[0007] Erfindungsgemafl wurde festgestellt, dass RNA mit einer offen endenden Poly(A)-Sequenz effizienter trans-
latiert wird als RNA mit einer verdeckt endenden Poly(A)-Sequenz. Ferner wurde festgestellt, das eine lange Poly
(A)-Sequenz, insbesondere von etwa 120 bp, zu einer optimalen Transkriptstabilitdt und Translationseffizienz von RNA
fuhrt. Auch konnte erfindungsgemaRn gezeigt werden, dass eine doppelte 3’-nicht translatierte Region (UTR), insbeson-
dere des humanen Beta-Globin-Gens, in einem RNA-Molekil zu einer Verbesserung der Translationseffizienz fihrt, die
Uber den Summationseffekt, der mit zwei einzelnen UTR zu erwarten ist, deutlich hinaus geht. Erfindungsgemal stellte
sich heraus, dass eine Kombination der vorstehend beschriebenen Modifikationen einen synergistischen Einfluss auf
die Stabilisierung der RNA und die Erhéhung der Translation hat.

[0008] Unter Verwendungvon quantitativer RT-PCR und e GFP-Varianten, um Transkriptmengen und Proteinausbeute
zu messen, konnte erfindungsgemal gezeigt werden, dass die erfindungsgemaRen RNA-Modifikationen unabhangig
die RNA-Stabilitdt und Translationseffizienz bei Transfektion von dendritischen Zellen (DC) verstarken. Somit konnte
die Dichte von Antigen-spezifisches Peptid/MHC-Komplexen auf den transfizierten Zellen, sowie ihre Fahigkeit, Antigen-
spezifische CD4*-, sowie CD8*-T-Zellen zu stimulieren und expandieren, erhoht werden. Die Erfindung betrifft daher
eine Strategie zur Optimierung von RNA-transfizierten DC-Vakzinen durch Verwendung von RNA, die durch die erfin-
dungsgemaf beschriebenen RNA-Modifikationen modifiziert wurde.

[0009] Vorzugsweise wird erfindungsgemaR eine Modifizierung und dadurch Stabilisierung und/oder Steigerung der
Translationseffizienz von RNA dadurch erreicht, dass Expressionsvektoren gentechnisch modifiziert werden, die vor-
zugsweise als Matrize flr die in vitro-Transkription von RNA dienen.

[0010] Solche Vektoren sollen insbesondere die Transkription von RNA mit einer Poly(A)-Sequenz erlauben, wobei
die Poly(A)-Sequenz vorzugsweise in der RNA ein offenes Ende aufweist, d.h. keine von A-Nukleotiden verschiedene
Nukleotide die Poly(A)-Sequenz an ihrem 3’-Ende flankieren. Eine offen endende Poly(A)-Sequenz in der RNA kann
dadurch erreicht werden, dass in einen Expressionsvektor, welcher die Transkription von RNA unter der Kontrolle eines
5’ gelegenen RNA-Polymerase-Promotors erlaubt und eine Polyadenylkassette (Poly(A)-Sequenz) enthalt, eine Re-
striktionsschnittstelle vom Typ 1IS eingebracht wird, wobei die Erkennungssequenz 3’ von der Poly(A)-Sequenz liegt,
wahrend die Schnittstelle stromaufwarts und damit innerhalb der Poly(A)-Sequenz liegt. Durch Restriktionsspaltung an
der Restriktionsschnittstelle vom Typ IIS wird bei einem Plasmid eine Linearisierung des Plasmids innerhalb der Poly
(A)-Sequenz moglich (Abb. 2). Das linearisierte Plasmid kann dann als Matrize fur eine in vitro-Transkription verwendet
werden, wobei das resultierende Transkript mit einer unverdeckten Poly(A)-Sequenz endet.

[0011] Weiterhin kann eine Modifizierung und dadurch Stabilisierung und/oder Steigerung der Translationseffizienz
von RNA dadurch erreicht werden, dass Expressionsvektoren gentechnisch derart modifiziert werden, dass sie die
Transkription von RNA mit zwei oder mehreren 3’-nicht translatierten Regionen an ihrem 3’-Ende und vorzugsweise
zwischen der flr ein Peptid oder Protein kodierenden Sequenz (offenes Leseraster) und der Poly(A)-Sequenz erlauben.
[0012] Ineinem Aspekt betrifft die Erfindung ein Nukleinsauremolekdl, umfassend in 5’ —3’-Richtung der Transkription:
(a) einen Promotor, (b) eine transkribierbare Nukleinsduresequenz oder eine Nukleinsduresequenz fiir ein Einbringen
einer transkribierbaren Nukleinséduresequenz, (c-1) eine erste Nukleinsduresequenz, (c-2) eine zweite Nukleinsadurese-
quenz, und gegebenenfalls (c-3) mindestens eine weitere Nukleinsduresequenz,

wobei die Nukleinsauresequenzen (c-1), (c-2) und gegebenenfalls (c-3) ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus:

() einer Nukleinsduresequenz, die der 3’-nicht-translatierten Region eines Globin-Gens entspricht, und
() einer Nukleinsauresequenz, die zu der Nukleinsduresequenz unter (l) mindestens 90% Identitat aufweist,

wobei die Nukleinsduresequenzen (c-1), (c-2) und gegebenenfalls (c-3) unabhangig voneinander von einem Gen ab-
geleitet sind, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus alpha2-Globin-Gen, alpha1-Globin-Gen, und beta-Globin-
Gen, und

wobei die Nukleinsduresequenzen (b), (c-1), (c-2) und gegebenenfalls (c-3) unter Kontrolle des Promotors (a) in ein
gemeinsames Transkript transkribierbar sind und in dem gemeinsamen Transkript die von den Nukleinsduresequenzen
(c-1), (c-2) und gegebenenfalls (c-3) transkribierten Nukleinsduresequenzen wirksam sind, die Translationseffizienz
und/oder die Stabilitét der von der transkribierbaren Nukleinsduresequenz (b) transkribierten Nukleinsduresequenz zu
erhohen.

[0013] Die Nukleinsduresequenzen (c-1), (c-2) und gegebenenfalls (c-3) kénnen gleich oder verschieden sein.
[0014] In einer Ausfiihrungsform umfasst das Nukleinsduremolekdl ferner (d) eine Nukleinsduresequenz, die bei einer
Transkription unter Kontrolle des Promotors (a) fiir eine Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden
A-Nukleotiden in dem Transkript kodiert.

[0015] Die Nukleinsauresequenzen (b), (c-1), (c-2), gegebenenfalls (c-3), und (d) sind unter Kontrolle des Promotors
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(a) vorzugsweise in ein gemeinsames Transkript transkribierbar und in dem gemeinsamen Transkript sind die von den
Nukleinsauresequenzen (c-1) und/oder (c-2) und/oder gegebenfalls (c-3) und/oder (d) transkribierten Nukleinsdurese-
quenzen vorzugsweise wirksam, die Translationseffizienz und/oder die Stabilitat der von der transkribierbaren Nuklein-
sauresequenz (b) transkribierten Nukleinsauresequenz zu erhdéhen.

[0016] In bestimmten Ausfiihrungsformen kodiert die Nukleinsauresequenz (d) bei einer Transkription unter Kontrolle
des Promotors (a) fiir eine Nukleotidsequenz von mindestens 40, vorzugsweise mindestens 80, vorzugsweise minde-
stens 100 und insbesondere etwa 120 aufeinander folgenden A-Nukleotiden in dem Transkript. Vorzugsweise kodiert
die Nukleinsauresequenz (d) bei einer Transkription unter Kontrolle des Promotors (a) fir eine Nukleotidsequenz von
bis zu 500, vorzugsweise bis zu 400, vorzugsweise bis zu 300, vorzugsweise bis zu 200 und insbesondere bis zu 150
aufeinander folgenden A-Nukleotiden in dem Transkript.

[0017] In einer Ausfihrungsform ist das Nukleinsduremolekil dadurch gekennzeichnet, dass es innerhalb der Nukle-
insauresequenz (d) vorzugsweise enzymatisch oder anderweitig biochemisch derart spaltbar ist, dass durch die Spaltung
ein Nukleinsduremolekiil entsteht, das in 5—3’-Richtung der Transkription den Promotor (a), die Nukleinsduresequenz
(b), die Nukleinsauresequenzen (c-1), (c-2) und gegegenenfalls (c-3), und zumindest einen Teil der Nukleinsauresequenz
(d) umfasst, wobei der zumindest eine Teil der Nukleinsauresequenz (d) bei einer Transkription unter Kontrolle des
Promotors (a) fiir eine Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden in dem Transkript
kodiert und das Transkript als 3’-terminales Nukleotid ein A-Nukleotid aus der Nukleotidsequenz von mindestens 20
aufeinander folgenden A-Nukleotiden aufweist.

[0018] Vorzugsweise weist das Nukleinsduremolekul nach der Spaltung am Ende des Stranges, der als Matrize flr
die Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden dient, ein T-Nukleotid auf, das Teil der
Nukleotidsequenz ist, die als Matrize fiir die Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden
in dem Transkript dient.

[0019] Inbestimmten Ausfihrungsformen kodiert der zumindest Teil der Nukleinsduresequenz (d) bei einer Transkrip-
tion unter Kontrolle des Promotors (a) fir eine Nukleotidsequenz von mindestens 40, vorzugsweise mindestens 80,
vorzugsweise mindestens 100 und insbesondere etwa 120 aufeinander folgenden A-Nukleotiden in dem Transkript.
Vorzugsweise kodiert die Nukleinsduresequenz (d) bei einer Transkription unter Kontrolle des Promotors (a) flr eine
Nukleotidsequenz von bis zu 500, vorzugsweise bis zu 400, vorzugsweise bis zu 300, vorzugsweise bis zu 200 und
insbesondere bis zu 150 aufeinander folgenden A-Nukleotiden in dem Transkript.

[0020] Das erfindungsgemafie Nukleinsduremolekdil liegt vor der Spaltung vorzugsweise als kreisférmig geschlosse-
nes Molekul und nach der Spaltung als lineares Molekiil vor.

[0021] Vorzugsweise erfolgt die Spaltung mit Hilfe einer Restriktionsschnittstelle, wobei die Restriktionsschnittstelle
vorzugsweise eine Restriktionsschnittstelle fiir eine Restriktions-Endonuklease des Typs IIS ist.

[0022] Die Erkennungssequenz flr die Restriktions-Endonuklease des Typs IIS liegt in einer Ausfiihrungsform strom-
abwarts und 5-26 Basenpaare, vorzugsweise 24-26 Basenpaare entfernt vom 3’-Ende der Nukleinsduresequenz (d).
[0023] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das beta-Globin-Gen humanes beta-Globin-Gen.

[0024] Ineinerbevorzugten Ausfihrungsform entsprechendie Nukleinsduresequenzen (c-1), (c-2) und gegebenenfalls
(c-3) unabhéngig voneinander der Nukleinsauresequenz gemal SEQ ID NO: 1 des Sequenzprotokolls oder einer davon
abgeleiteten Nukleinsauresequenz.

[0025] In einem erfindungsgemalen Nukleinsauremolekil umfasst die transkribierbare Nukleinsduresequenz vor-
zugsweise eine fur ein Peptid oder Protein kodierende Nukleinsduresequenz und die Nukleinsduresequenz fur ein
Einbringen einer transkribierbaren Nukleinsduresequenz ist vorzugsweise eine multiple Klonierungsstelle.

[0026] Ferner kann ein erfindungsgeméafies Nukleinsduremolekiil ein oder mehrere Mitglieder umfassen, ausgewahlt
aus der Gruppe bestehend aus: (i) einem Reportergen; (ii) einem selektierbaren Marker; und (iii) einem Replikationsur-
sprung.

[0027] Einerfindungsgemafes Nukleinsduremolekiil liegtin einer Ausfiihrungsformin einer kreisférmig geschlossenen
Konformation vor und ist vorzugsweise insbesondere nach einer Linerarisierung fir die in vitro-Transkription von RNA,
insbesondere mMRNA, geeignet.

[0028] Inweiteren Aspekten betrifft die Erfindung ein Nukleinsduremolekdil, das durch Linearisierung eines vorstehend
beschriebenen Nukleinsduremolekdls, vorzugsweise durch Spaltung innerhalb der Nukleinsduresequenz, die flr eine
Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden kodiert, erhaltlich ist, und RNA, die durch
Transkription, vorzugsweise in vitro-Transkription, mit vorstehend beschriebenen Nukleinsduremolekilen unter Kontrolle
des Promotors (a) erhaltlich ist, wobei in der RNA Transkripte der Nukleinsduresequenzen (b), (c-1), (c-2) und gegebe-
nenfalls (c-3) in einem gemeinsamen Transkript vorliegen.

[0029] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur in vitro-Transkription eines ausgewahlten
RNA-Molekiils, um dessen Stabilitdt und/oder Translationseffizienz zu erhéhen, umfassend: (i) Koppeln einer ersten
Nukleinsauresequenz (b-1) an dem 3’-Ende einer Nukleinsauresequenz (a), die in das RNA-Molekdl transkribierbar ist,
(ii) Koppeln einer zweiten Nukleinsduresequenz (b-2) an dem 3’-Ende der ersten Nukleinsduresequenz (b-1), und ge-
gebenenfalls (iii) Koppeln mindestens einer weiteren Nukleinsduresequenz (b-3) an dem 3’-Ende der zweiten Nuklein-
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sauresequenz (b-2),
wobei die Nukleinsauresequenzen (b-1), (b-2) und gegebenenfalls (b-3) ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus:

() einer Nukleinsaduresequenz, die der 3’-nicht-translatierten Region eines Globin-Gens entspricht und
(I1) einer Nukleinsaduresequenz, die zu der Nukleinsduresequenz unter (I) mindestens 90% Identitat aufweist,

wobei die Nukleinsduresequenzen (b-1), (b-2) und gegebenenfalls (b-3) unabhangig voneinander von einem Gen ab-
geleitet sind, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus alpha2-Globin-Gen, alpha1-Globin-Gen, und beta-Globin-
Gen, und

(iv) in vitro-Transkription der erhaltenen Nukleinsaure,

wobei die Nukleinsduresequenzen (a), (b-1), (b-2) und gegebenenfalls (b-3) in ein gemeinsames Transkript transkri-
bierbar sind und in dem gemeinsamen Transkript die von den Nukleinsduresequenzen (b-1), (b-2) und gegebenenfalls
(b-3) transkribierten Nukleinsauresequenzen wirksam sind, die Translationseffizienz und/oder die Stabilitat der von der
transkribierbaren Nukleinsauresequenz (a) transkribierten Nukleinsduresequenz zu erhéhen.

[0030] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Translation eines ausgewahlten mRNA-
Molekiils, um dessen Expression zu erhéhen, umfassend: (i) Koppeln einer ersten Nukleinsduresequenz (b-1) an dem
3’-Ende einer Nukleinsauresequenz (a), die in das mRNA-Molekdil transkribierbar ist, (ii) Koppeln einer zweiten Nukle-
insduresequenz (b-2) an dem 3’-Ende der ersten Nukleinsduresequenz (b-1), und gegebenenfalls (iii) Koppeln minde-
stens einer weiteren Nukleinsduresequenz (b-3) an dem 3’-Ende der zweiten Nukleinsduresequenz (b-2),

wobei die Nukleinsauresequenzen (b-1), (b-2) und gegebenenfalls (b-3) ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus:

() einer Nukleinsaduresequenz, die der 3’-nicht-translatierten Region eines Globin-Gens entspricht, oder
(I1) einer Nukleinsaduresequenz, die zu der Nukleinsduresequenz unter (I) mindestens 90% ldentitat aufweist,

wobei die Nukleinsduresequenzen (b-1), (b-2) und gegebenenfalls (b-3) unabhangig voneinander von einem Gen ab-
geleitet sind, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus alpha2-Globin-Gen, alpha1-Globin-Gen, und beta-Globin-
Gen, und

(iv) Translatieren der mRNA, die durch Transkription der erhaltenen Nukleinsdure erhaltlich ist,

wobei die Nukleinsaduresequenzen (a), (b-1), (b-2) und gegebenenfalls (b-3) in ein gemeinsames Transkript transkri-
bierbar sind und in dem gemeinsamen Transkript die von den Nukleinsduresequenzen (b-1), (b-2) und gegebenenfalls
(b-3) transkribierten Nukleinsauresequenzen wirksam sind, die Translationseffizienz und/oder die Stabilitat der von der
transkribierbaren Nukleinsduresequenz (a) transkribierten Nukleinsauresequenz zu erhéhen. Vorzugsweise erfolgt die
Transkription in vitro.

[0031] Erfindungsgemal betrifft der Begriff "Koppeln einer Nukleinsduresequenz an dem 3’-Ende einer Nukleins&u-
resequenz" eine kovalente Verbindung der zwei Nukleinsduresequenzen, so dass die erste Nukleinsduresequenz strom-
abwarts zu der zweiten Nukleinsduresequenz liegt und von dieser durch zuséatzliche Nukleinsduresequenzen getrennt
sein kann.

[0032] In einer weiteren Ausfilhrungsform umfassen die erfindungsgemafRen Verfahren ferner ein Koppeln einer Nu-
kleinsauresequenz (c), die bei einer Transkription fiir eine Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden
A-Nukleotiden kodiert, an dem 3’-Ende der Nukleinsauresequenz (b-2) oder gegebenenfalls der Nukleinsdursequenz
(b-3).

[0033] Die Nukleinsduresequenzen (a), (b-1), (b-2) und gegebenenfalls (b-3), und (c) sind vorzugsweise in ein ge-
meinsames Transkript transkribierbar und in dem gemeinsamen Transkript sind die von den Nukleinsduresequenzen
(b-1) und/oder (b-2) und/oder gegebenenfalls (b-3) und/oder (c) transkribierten Nukleinsauresequenzen vorzugsweise
wirksam, die Translationseffizienz und/oder die Stabilitét der von der Nukleinsduresequenz (a) transkribierten Nuklein-
sauresequenz zu erhéhen.

[0034] In bestimmten Ausfihrungsformen kodiert die Nukleinsduresequenz (c) bei einer Transkription fir eine Nu-
kleotidsequenz von mindestens 40, vorzugsweise mindestens 80, vorzugsweise mindestens 100 und insbesondere
etwa 120 aufeinander folgenden A-Nukleotiden in dem Transkript. Vorzugsweise kodiert die Nukleinsauresequenz (c)
bei einer Transkription fiir eine Nukleotidsequenz von bis zu 500, vorzugsweise bis zu 400, vorzugsweise bis zu 300,
vorzugsweise bis zu 200 und insbesondere bis zu 150 aufeinander folgenden A-Nukleotiden in dem Transkript.
[0035] In bestimmten Ausfihrungsformen umfassen die erfindungsgemafien Verfahren ferner vor einer Transkription
der erhaltenen Nukleinsaure eine Spaltung innerhalb der Nukleinsduresequenz (c), so dass bei einer Transkription der
so erhaltenen Nukleinsaure ein Transkripte erzeugt wird, das die von den Nukleinsduresequenzen (a), (b-1), (b-2) und
gegebenenfalls (b-3) transkribierten Nukleinsduresequenzen und an seinem 3’-Ende eine Nukleotidsequenz von min-
destens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden aufweist, wobei das Transkript als 3’-terminales Nukleotid ein A-
Nukleotid aus der Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden aufweist.

[0036] In bestimmten Ausflihrungsformen weist das Transkript an seinem 3’-Ende eine Nukleotidsequenz von min-
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destens 40, vorzugsweise mindestens 80, vorzugsweise mindestens 100 und insbesondere etwa 120 aufeinander fol-
genden A-Nukleotiden auf. Vorzugsweise weist das Transkript an seinem 3’-Ende eine Nukleotidsequenz von bis zu
500, vorzugsweise bis zu 400, vorzugsweise bis zu 300, vorzugsweise bis zu 200 und insbesondere bis zu 150 aufein-
ander folgenden A-Nukleotiden auf.

[0037] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das beta-Globin-Gen humanes beta-Globin-Gen.

[0038] In einer bevorzugten Ausfiihrungform entsprechen die Nukleinsduresequenzen (b-1), (b-2) und gegebenenfalls
(b-3) unabhangig voneinander der Nukleinsduresequenz gemaft SEQ ID NO: 1 des Sequenzprotokolls oder einer davon
abgeleiteten Nukleinsauresequenz.

[0039] Die Spaltung erfolgt in den erfindungsgemafRen Verfahren gemaR aller Aspekte vorzugsweise mit Hilfe einer
Restriktionsschnittstelle, die vorzugsweise eine Restriktionsschnittstelle fir eine Restriktions-Endonuklease des Typs
1S ist.

[0040] In einer Ausfiihrungsform liegt die Erkennungssequenz fir die Restriktions-Endonuklease des Typs IIS strom-
abwarts und 5-26 Basenpaare, vorzugsweise 24-26 Basenpaare, entfernt vom 3’-Ende der Nukleinsauresequenz, die
bei einer Transkription fiir eine Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden kodiert.
[0041] Die Erfindung betrifft auch RNA, die durch die erfindungsgemafRen Verfahren zur in vitro-Transkription eines
ausgewahlten RNA-Molekils erhaltlich ist, wobei in der RNA Transkripte der Nukleinsduresequenzen (a), (b-1), (b-2)
und gegebenenfalls (b-3) in einem gemeinsamen Transkript vorliegen. Vorzugsweise ist die RNA-Praparation, die durch
die erfindungsgemafen Verfahren zur in vitro-Transkription eines ausgewahlten RNA-Molekils von einem erfindungs-
gemalien Nukleinsduremolekiil als Matrize erhaltlich ist, bezlglich der Léange der Poly(A)-Sequenz der RNA homogen
oder im wesentlichen homogen, d.h. in mehr als 90%, vorzugsweise mehr als 95%, vozugsweise mehr als 98% oder
99% der in der Préparation vorhandenen RNA-Molekile unterscheidet sich die Lange der Poly(A)-Sequenz um nicht
mehr als 10, vorzugsweise nicht mehr als 5, 4, 3, 2 oder 1 A-Nukleotide.

[0042] Die Erfindung kann beispielsweise zur Erh6hung der Expression rekombinanter Proteine bei einer zellularen
Transkription und Expression genutzt werden. Insbesondere kénnen bei einer Produktion von rekombinanten Proteinen
die erfindungsgeman beschriebenen Modifikationen sowie eine Kombination davon in Expressionsvektoren eingebracht
werden und dazu genutzt werden, die Transkription von rekombinanten Nukleinsduren und Expression von rekombi-
nanten Proteinenin zellbasierten Systemen zu erhéhen. Hierzu zahlt z.B. die Herstellung von rekombinanten Antikérpern,
Hormonen, Zytokinen, Enzymen u.a. Dies erlaubt unter anderem die Senkung von Produktionskosten.

[0043] Ferner kdnnen die erfindungsgemal beschriebenen Modifikationen sowie eine Kombination davon fir gen-
therapeutische Anwendungen genutzt werden. Die Modifikationen kénnen in Gentherapievektoren eingebracht werden
und somit fiir eine Erhéhung der Expression eines Transgens genutzt werden. Hierflr kdnnen jegliche auf Nukleinsduren
(DNA/RNA) basierende Vektorsysteme (z.B. Plasmide, Adenoviren, Poxvirusvektoren, Influenzavirusvektoren, Alpha-
virusvektoren u.a.) verwendet werden. Die Transfektion von Zellen mit diesen Vektoren kannin vitro, z.B. in Lymphozyten
oder Dendritische Zellen, oder auch in vivo durch direkte Applikation erfolgen.

[0044] Ferner kann durch die erfindungsgemal beschriebenen Modifikationen sowie eine Kombination davon die
Stabilitdt und/oder Expressionseffizienz von Ribonukleinsduren und somit die Menge der von diesen Ribonukleinsguren
kodierten Peptide oder Proteine gesteigert werden. Kodierende Ribonukleinsduren kdnnen beispielsweise zur transien-
ten Expression von Genen eingesetzt werden, wobei mdgliche Anwendungsgebiete auf RNA basierende Impfstoffe, die
in vitro in Zellen transfiziert bzw. direkt in vivo appliziert werden, eine transiente Expression von funktionellen rekombi-
nanten Proteinen in vitro, z.B. um Differenzierungsvergange in Zellen zu initiieren oder Funktionen von Proteinen zu
untersuchen, und eine transiente Expression von funktionellen rekombinanten Proteinen wie Erythropoietin, Hormone,
Gerinnungshemmer etc., in vivo, insbesondere als Pharmazeutika, sind.

[0045] RNA, insbesondere in vitro transkribierte RNA, die durch die erfindungsgeman beschriebenen Modifikationen
modifiziert ist, kann insbesondere zur Transfektion von Antigen-prasentierenden Zellen und somit als Werkzeug fir ein
Zufuhr des zu prasentierenden Antigens und zur Beladung von Antigen-prasentierenden Zellen verwendet werden,
wobei das zu prasentierende Antigen dem von der RNA exprimierten Peptid oder Protein entspricht oder davon insbe-
sondere durch intrazellulére Prozessierung wie Spaltung abgeleitet ist, d.h. das zu prasentierende Antigen ist beispiels-
weise eine Fragment des von der RNA exprimierten Peptids oder Proteins. Solche Antigen-prasentierenden Zellen
kénnen zur Stimulierung von T-Zellen, insbesondere CD4*- und/oder CD8*-T-Zellen, verwendet werden.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0046] ErfindungsgemaR kdnnen Standardverfahren fiir eine Herstellung von rekombinanten Nukleinsauren, Kultivie-
rung von Zellen und Einbringen von Nukleinsduren, insbesondere RNA, in Zellen, insbesondere Elektroporation und
Lipofektion, verwendet werden. Enzymatische Reaktionen erfolgen gemaf Herstellerangaben oder in an sich bekannter
Weise.

[0047] Ein Nukleinsauremolekil oder eine Nukleinsduresequenz betrifft erfindungsgeman eine Nukleinsaure, die vor-
zugsweise Desoxyribonukleinsdure (DNA) oder Ribonukleinsaure (RNA) ist. Nukleinsduren umfassen erfindungsgemafn
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genomische DNA, cDNA, mRNA, rekombinant hergestellte und chemisch synthetisierte Molekile. Eine Nukleinsaure
kann erfindungsgemaf als einzelstrangiges oder doppelstrangiges und lineares oder kovalent kreisformig geschlossenes
Molekil vorliegen.

[0048] "mRNA" bedeutet "messenger-RNA" und betrifft ein "Transkript", das unter Verwendung von DNA als Matrize
produziert wird und selbst fiir ein Peptid oder Protein kodiert. Eine mRNA umfasst typischerweise eine 5’-nicht-transla-
tierte Region, eine Protein-kodierende Region und eine 3’-nicht-translatierte Region. mRNA hat eine begrenzte Halb-
wertszeit in Zellen und in vitro. Erfindungsgemafl kann mRNA durch in vitro-Transkription von einer DNA-Matrize her-
gestellt werden. Zusatzlich zu den erfindungsgemafien Modifikationen kann sie durch weitere stabilisierende Modifika-
tionen und Capping modifiziert sein.

[0049] Weiterhin umfasst der Begriff "Nukleinsaure" auch eine chemische Derivatisierung einer Nukleinsaure an einer
Nukleotidbase, am Zucker oder am Phosphat und Nukleinséduren, die nicht in der Natur vorkommende Nukleotide und
Nukleotidanaloga enthalten. Erfindungsgeman betrifft eine "Nukleinsduresequenz, die von einer Nukleinsduresequenz
abgeleitet ist" eine Nukleinsaure, in der im Vergleich zu der Nukleinsaure, von der sie abgeleitet ist, einzelne oder multiple
Nukleotidsubstitutionen, -deletionen und/oder -additionen vorliegen und die zu der Nukleinsdure, von der sie abgeleitet
ist, vorzugsweise komplementar ist, d.h. zwischen den Nukleinsduren ist ein gewisser Grad an Homologie vorhanden
und die Nukleinsduren weisen in der Abfolge ihrer Nukleotide signifikante direkte oder komplementare Ubereinstimmun-
gen auf. Eine von einer Nukleinsdure abgeleitete Nukleinsdure weist erfindungsgemaf eine funktionelle Eigenschaft
der Nukleinsdure auf, von der sie abgeleitet ist. Solche funktionellen Eigenschaften umfasseninsbesondere die Fahigkeit,
bei einer funktionellen Verbindung mit einer Nukleinsaure, die in RNA transkribierbar ist (transkribierbare Nukleins&u-
resequenz), die Stabilitdt und/oder die Translationseffizienz der von dieser Nukleinsaure gebildeten RNA in dem Gesamt-
RNA-Molekil zu erhéhen.

[0050] "Funktionelle Verbindung" oder "funktionell verbunden" betrifft erfindungsgeman eine Verbindung in einer funk-
tionellen Beziehung. Eine Nukleinsaure ist "funktionell verbunden", wenn sie in eine funktionelle Beziehung mit einer
anderen Nukleinsauresequenz gesetzt wird. Zum Beispiel ist ein Promotor mit einer kodierenden Sequenz funktionell
verbunden, falls er die Transkription der kodierenden Sequenz beeinflusst. Funktionell verbundene Nukleinsduren sind
typischerweise benachbart zueinander, gegebenenfalls getrennt durch weitere Nukleinsduresequenzen, und werden in
bestimmten Ausfuihrungsformen in ein einzelnes RNA-Molekul (gemeinsames Transkript) durch RNA-Polymerase tran-
skribiert.

[0051] Die erfindungsgemaf beschriebenen Nukleinsduren sind vorzugsweise isoliert. Der Begriff "isolierte Nuklein-
saure" bedeutet erfindungsgemaf, dass die Nukleinsaure (i) in vitro amplifiziert wurde, zum Beispiel durch Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), (ii) rekombinant durch Klonierung produziert wurde, (iii) gereinigt wurde, zum Beispiel durch
Spaltung und gelelektrophoretische Auftrennung, oder (iv) synthetisiert wurde, zum Beispiel durch chemische Synthese.
Eine isolierte Nukleinsaure ist eine Nukleinsaure, die fiir eine Manipulierung durch rekombinante DNA-Techniken zur
Verflgung steht.

[0052] Eine Nukleinsaureistdann zueineranderen Nukleinsdure "komplementar", wenn die beiden Sequenzen mitein-
ander hybridisieren und ein stabiles Duplex eingehen kénnen, wobei die Hybridisierung vorzugsweise unter Bedingungen
erfolgt, die eine spezifische Hybridisierung zwischen Polynukleotiden erlauben (stringente Bedingungen). Stringente
Bedingungen sind beispielsweise in Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al., Hrsg., 2. Auflage, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989 oder Current Protocols in Molecular Biology, F.M.
Ausubel et al., Hrsg., John Wiley & Sons, Inc., New York beschrieben und betreffen beispielsweise die Hybridisierung
bei 65°C in Hybridisierungspuffer (3,5 x SSC, 0,02% Ficoll, 0,02% Polyvinylpyrrolidon, 0,02% Rinderserumalbumin,
2,5mM NaH,PO, (pH7), 0,5% SDS, 2mM EDTA). SSC ist 0,15 M Natriumchlorid/ 0,15 M Natriumcitrat, pH 7. Nach der
Hybridisierung wird die Membran, auf die die DNA (bertragen wurde beispielsweise in 2 x SSC bei Raumtemperatur
und sodann in 0,1 - 0,5 x SSC/ 0,1 x SDS bei Temperaturen bis 68°C gewaschen.

[0053] Komplementare Nukleinsauren weisen erfindungsgeman mindestens 60%, mindestens 70%, mindestens 80%,
mindestens 90% und vorzugsweise mindestens 95%, mindestens 98% oder mindestens 99% Identitat der Nukleotide auf.
[0054] DerBegriff"% Identitat" soll einen Prozentwert an Nukleotiden bezeichnen, die zwischen zwei zu vergleichenden
Sequenzen bei einem optimalen Alignment identisch sind, wobei dieser Prozentwert rein statistisch ist, die Unterschiede
zwischen den zwei Sequenzen zuféllig und liber die gesamte Sequenzlange verteilt sein kdnnen und die zu vergleichende
Sequenz Additionen oder Deletionen im Vergleich zu der Referenzsequenz umfassen kann, um ein optimales Alignment
zwischen zwei Sequenzen zu erreichen. Sequenzvergleiche zwischen zwei Sequenzen werden im Allgemeinen durch
Vergleich dieser Sequenzen nach einem optimalen Alignment in Bezug auf ein Segment oder "Vergleichsfenster" du-
rchgefiihrt, um lokale Bereiche einer Sequenzilibereinstimmung zu identifizieren. Das optimale Alignment fir einen
Vergleich kann manuell oder mit Hilfe des lokalen Homologiealgorithmus von Smith and Waterman, 1981, Ads App.
Math. 2, 482, mit Hilfe des lokalen Homologiealgorithmus von Neddleman and Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48,443, und
mit Hilfe des Ahnlichkeitssuchalgorithmus von Pearson and Lipman, 1988, Proc. Natl Acad. Sci. USA 85, 2444, oder
mit Hilfe von Computerprogrammen, die diese Algorithmen verwenden, (GAP, BESTFIT, FASTA, BLAST P, BLAST N
and TFASTA in Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis.)
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durchgefiihrt werden.

[0055] Die prozentuale Identitat wird durch Bestimmung der Anzahl an identischen Positionen, in denen die zu ver-
gleichenden Sequenzen Ubereinstimmen, Teilung dieser Anzahl durch die verglichenen Positionen und Multiplikation
dieses Ergebnisses mit 100 erhalten.

[0056] Beispielsweise kann das Programm BLAST "BLAST 2 sequences", das von der Website http:
/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi erhéltlich ist, verwendet werden.

[0057] "3’-Ende einer Nukleinsaure" betrifft erfindungsgeman dasjenige Ende, an dem sich eine freie Hydroxy-Gruppe
befindet. In schematischer Darstellung von doppelstrangigen Nukleinsduren, insbesondere DNA, befindet sich das 3’-
Ende immer rechts. "5’-Ende einer Nukleinsdure" betrifft erfindungsgeman dasjenige Ende, an dem sich eine freie
Phosphat-Gruppe befindet. In schematischer Darstellung von doppelstrangigen Nukleinsauren, insbesondere DNA,
befindet sich das 5-Ende immer links.

5-Ende  5--P-NNNNNNN-OH-3'  3’-Ende
3’-HO-NNNNNNN-P--5’

[0058] In bestimmten Ausfihrungsformen liegt eine Nukleinsdure erfindungsgemaf funktionell in Verbindung mit Ex-
pressionskontrollsequenzen vor, die in Bezug zu der Nukleinsdure homolog oder heterolog sein kdnnen.

[0059] Eine transkribierbare Nukleinsdure, insbesondere eine fiir ein Peptid oder Protein kodierende Nukleinsaure,
und eine Expressionskontrollsequenz sind dann "funktionell" miteinander verbunden, falls sie derart kovalent miteinander
verkn(pft sind, dass die Transkription oder Expression der transkribierbaren und insbesondere kodierenden Nukleinsaure
unter der Kontrolle oder unter dem Einfluss der Expressionskontrollsequenz steht. Falls die Nukleinsaure in ein funk-
tionelles Peptid oder Protein translatiert werden soll, fiihrt bei einer funktionellen Verbindung einer Expressionskontroll-
sequenz mit der kodierenden Sequenz eine Induktion der Expressionskontrollsequenz zu einer Transkription der kodie-
renden Sequenz, ohne dass es zu einer Leserasterverschiebung in der kodierenden Sequenz oder zu einem Unvermégen
der kodierenden Sequenz kommt, in das gewlinschte Peptid oder Protein translatiert zu werden.

[0060] Der Begriff "Expressionskontrollsequenz" umfasst erfindungsgemaf Promotoren, ribosombindende Sequen-
zen und andere Kontrollelemente, welche die Transkription eines Gens oder die Translation der abgeleiteten RNA
steuern. In bestimmten erfindungsgemafRen Ausfuhrungsformen sind die Expressionskontrollsequenzen regulierbar.
Die genaue Struktur von Expressionskontrollsequenzen kann speziesabhangig oder zelltypusabhangig variieren, um-
fasst jedoch im allgemeinen 5’-nicht-transkribierte und 5’- und 3’-nicht-translatierte Sequenzen, die an der Initiation der
Transkription bzw. Translation beteiligt sind wie TATA-Box, Capping-Sequenz, CAAT-Sequenz und ahnliches. Insbe-
sondere umfassen 5-nicht-transkribierte-Expressionskontrollsequenzen eine Promotorregion, die eine Promotorse-
quenz fir eine transkriptionelle Kontrolle des funktionell verbundenen Gens einschlie3t. Expressionskontrollsequenzen
kénnen auch Enhancer-Sequenzen oder stromaufwarts gelegene Aktivatorsequenzen umfassen.

[0061] Die hier dargestellten Nukleinsduren, insbesondere transkribierbaren und kodierenden Nukleinsauren, kénnen
mit beliebigen Expressionskontrollsequenzen, insbesondere Promotoren, kombiniert werden, die zu den Nukleinsauren
homolog oder heterolog sein kdnnen, wobei der Begriff "homolog" bezeichnet, dass eine Nukleinsaure auch nattirlicher-
weise mit der Expressionskontrollsequenz funktionell verbunden ist und der Begriff "heterolog" bezeichnet, dass eine
Nukleinsaure nicht natiirlicherweise mit der Expressionskontrollsequenz funktionell verbunden ist.

[0062] Der Begriff "Promotor" oder "Promotorregion” betrifft eine DNA-Sequenz, die stromaufwarts (5’) zu der kodie-
renden Sequenz eines Gens liegt und die Expression der kodierenden Sequenz durch Bereitstellen einer Erkennungs-
und Bindungsstelle fiir RNA-Polymerase steuert. Die Promotorregion kann weitere Erkennungs- oder Bindungsstellen
fir weitere Faktoren beinhalten, die an der Regulation der Transkription des Gens beteiligt sind. Ein Promotor kann die
Transkription eines prokaryontischen oder eukaryontischen Gens steuern. Ein Promotor kann "induzierbar" sein und
die Transkription in Reaktion auf ein Induktionsmittel initiieren oder er kann "konstitutiv" sein, falls die Transkription nicht
durch ein Induktionsmittel gesteuert wird. Eininduzierbarer Promotor wird nicht exprimiert oder nurin einem sehr geringen
Mal exprimiert, wenn ein Induktionsmittel fehlt. In Gegenwart des Induktionsmittels wird das Gen "angeschalten" oder
das Transkriptionsniveau erhéht. Dies wird herkémmlicherweise durch die Bindung eines spezifischen Transkriptions-
faktors vermittelt.

[0063] Erfindungsgeman bevorzugte Promotoren sind beispielsweise Promotoren fiir SP6-, T3- oder T7-Polymerase.
[0064] Der Begriff "Expression" wird erfindungsgemaf in seiner allgemeinsten Bedeutung verwendet und umfasst die
Produktion von RNA oder von RNA und Protein. Er umfasst auch eine teilweise Expression von Nukleinsduren. Des
weiteren kann die Expression transient oder stabil erfolgen.. In Bezug auf RNA betrifft der Begriff "Expression" oder
"Translation" insbesondere die Produktion von Peptiden oder Proteinen.

[0065] Der Begriff "Nukleinsauren, die in ein gemeinsames Transkript transkribierbar sind" bedeutet, dass die Nukle-
insduren derart funktionell miteinander verbunden sind, dass, gegebenenfalls nach Linearisierung wie Spaltung durch
Restriktionsenzym des Nukleinsduremolekiils, das die Nukleinsduren umfasst, insbesondere eines kreisférmig geschlos-
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senen Nukleinsduremolekiils, eine Transkription unter Kontrolle eines Promotors in einem RNA-Molekdl resultiert, das
die Transkripte der Nukleinsauren in kovalenter Bindung zueinander, gegebenenfalls durch dazwischenliegende Se-
quenzen getrennt, umfasst.

[0066] Der Begriff "Transkription" umfasst erfindungsgemaf "in vitro-Transkription", wobei der Begriff "in vitro-Tran-
skription" ein Verfahren betrifft, bei dem RNA, insbesondere mRNA, zellfrei, d.h. vorzugsweise unter Verwendung ent-
sprechend aufbereiteter Zellextrakte, in vitro synthetisiert wird. Vorzugsweise werden fur die Herstellung von Transkripten
Klonierungsvektoren eingesetzt, die im Allgemeinen als Transkriptionsvektoren bezeichnet werden und erfindungsge-
maf von dem Begriff "Vektor" umfasst sind.

[0067] Der Begriff "von einer Nukleinsduresequenz transkribierte Nukleinsauresequenz" betrifft RNA, gegebenenfalls
als Teil eines Gesamt-RNA-Molekills, die ein Transkriptionsprodukt der ersten Nukleinsauresequenz ist.

[0068] Der Begriff "Nukleinsduresequenz, die wirksam ist, die Translationseffizienz und/oder die Stabilitat einer Nu-
kleinsauresequenz zu erhéhen" bedeutet, dass die erste Nukleinsaure in der Lage ist, in einem gemeinsamen Transkript
mit der zweiten Nukleinsdure die Translationseffizienz und/oder die Stabilitdt der zweiten Nukleinsdure derart zu modi-
fizieren, dass diese im Vergleich zu der Translationseffizienz und/oder der Stabilitat der zweiten Nukleinsdure ohne die
erste Nukleinsaure gesteigert ist. Der Begriff "Translationseffizienz" betrifft in diesem Zusammenhang die in einem
bestimmten Zeitraum von einem RNA-Molekiil bereitgestellte Menge an Translationsprodukt und der Begriff "Stabilitat"
betrifft die Halbwertszeit eines RNA-Molekiils.

[0069] Die 3-nicht-translatierte Region betrifft eine Region, die am 3’-Ende eines Gens stromabwarts zu dem Termi-
nations-Codon einer Protein-kodierenden Region liegt, transkribiert wird, jedoch nicht in eine Aminosauresequenz trans-
latiert wird.

[0070] Erfindungsgemal wird eine erste Polynukleotid-Region als zu einer zweiten Polynukleotid-Region stromab-
warts gelegen betrachtet, wenn das 5-Ende der ersten Polynukleotid-Region der zu dem 3’-Ende der zweiten Polynu-
kleotid-Region nachstgelegene Teil der ersten Polynukleotid-Region ist.

[0071] Die 3’-nicht-translatierte Region erstreckt sich typischerweise von dem Terminations-Codon fir ein Translati-
onsprodukt bis zu der Poly(A)-Sequenz, die herkdmmlicherweise nach dem Transkriptionsprozess angefiigt wird. Die
3’-nicht-translatierten Regionen von Sauger-mRNA weisen typischerweise einen Homologiebereich auf, der als die
AAUAAA-Hexanukleotidsequenz bekannt ist. Diese Sequenz ist vermutlich das Poly(A)-Anfligungssignal. Haufig liegt
es 10 bis 30 Basen vor der Poly(A)-Anfligungsstelle.

[0072] 3’-nicht-translatierte Regionen kdnnen eine oder mehrere invertierte Wiederholungen enthalten, die sich in
Stamm-Schleife-Strukturen falten kénnen, die als Barriere fiir Exoribonukleasen fungieren oder mit Proteinen interagie-
ren, von denen bekannt ist, dass sie die RNA-Stabilitdt erhéhen (z.B. RNA-bindende Proteine).

[0073] 5’- und/oder 3’-nicht-translatierte Regionen kénnen erfindungsgemaf mit einer transkribierbaren und insbe-
sondere kodierenden Nukleinsdure funktionell verbunden sein, so dass diese Regionen derart mit der Nukleinsdure in
Beziehung steht, dass sie die Stabilitdt und/oder Translationseffizienz der von der transkribierbaren Nukleinsaure tran-
skribierten RNA erhoéht.

[0074] Die 3-nicht-translatierten Regionen von Immunglobulin-mRNAs sind relativ kurz (weniger als etwa 300 Nu-
kleotide), wahrend die 3’-nicht-translatierten Regionen anderer Gene relativ lang sind. Zum Beispiel ist die 3’-nicht-
translatierte Region von tPA etwa 800 Nukleotide lang, die von Faktor VIII ist etwa 1800 Nukleotide lang und die von
Erythropoietin ist etwa 560 Nukleotide lang.

[0075] Erfindungsgemal kann ermittelt werden, ob eine 3’-nicht-translatierte Region oder eine davon abgeleitete
Nukleinsauresequenz die Stabilitdt und/oder Translationseffizienz von RNA erhéht, indem die 3'-nicht-translatierte Re-
gion oder die davon abgeleitete Nukleinsduresequenz in die 3’-nicht-translatierte Region eines Gens eingebaut wird
und gemessen wird, ob dieser Einbau die Menge des synthetisierten Proteins erhoht.

[0076] Vorstehendes gilt sinngemaf fir den Fall, dass erfindungsgemaRn eine Nukleinsdure 2 oder mehrere 3’-nicht-
translatierte Regionen umfasst, die vorzugsweise sequentiell mit oder ohne einen dazwischen liegenden Linker, vor-
zugsweise in einer "Kopf-an-Schwanz-Beziehung" (d.h. die 3’-nicht-translatierten Regionen weisen die gleiche Orien-
tierung, vorzugsweise die in einer Nukleinsaure natirlich auftretende Orientierung auf) gekoppelt vorliegen.

[0077] Der Begriff "Gen" betrifft erfindungsgemaf eine bestimmte Nukleinsduresequenz, die fir die Produktion eines
oder mehrerer zellulérer Produkte und/oder flr das Erreichen einer oder mehrerer interzelluldrer oder intrazellularer
Funktionen verantwortlich ist. Insbesondere betrifft der Begriff einen DNA-Abschnitt, welcher eine Nukleinsaure umfasst,
die fir ein spezifisches Protein oder ein funktionelles bzw. strukturelles RNA-Molekiil kodiert.

[0078] Die Begriffe "Polyadenylkassette" oder "Poly(A)-Sequenz" betreffen eine Sequenz von Adenyl-Resten, die
typischerweise am 3’-Ende eines RNA-Molekils liegt. Erfindungsgemal ist vorgesehen, dass eine solche Sequenz
durch eine DNA-Matrize anhand von sich wiederholenden Thymidyl-Resten in dem zu dem kodierenden Strang kom-
plementdren Strang bei einer Transkription von RNA angefligt wird, wohingegen normalerweise sie nicht in der DNA
kodiert ist, sondern durch eine matrizenunabhangige RNA-Polymerase nach der Transkription im Zellkern an das freie
3’-Ende der RNA angeheftet.wird. Erfindungsgemal ist eine Nukleotidsequenz von mindestens 20, vorzugsweise min-
destens 40, vorzugsweise mindestens 80, vorzugsweise mindestens 100 und vorzugsweise bis zu 500, vorzugsweise
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bis zu 400, vorzugsweise bis zu 300, vorzugsweise bis zu 200 und insbesondere bis zu 150 aufeinander folgenden A-
Nukleotiden, und insbesondere etwa 120 aufeinander folgenden A-Nukleotiden als eine derartige Poly(A)-Sequenz zu
verstehen, wobei der Begriff "A-Nukleotide" Adenyl-Reste bezeichnet.

[0079] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist ein Nukleinsduremolekil erfindungsgemaR ein Vektor. Der Begriff
"Vektor" wird dabei in seiner allgemeinsten Bedeutung verwendet und umfasst jegliche intermediaren Vehikel fiir eine
Nukleinsaure, die es z.B. ermdglichen, die Nukleinsaure in prokaryotische und/oder in eukaryotische Wirtszellen einzu-
bringen und gegebenenfalls in ein Genom zu integrieren. Solche Vektoren werden vorzugsweise in der Zelle repliziert
und/oder exprimiert. Vektoren umfassen Plasmide, Phagemide oder Virusgenome. Der Begriff "Plasmid", wie hierin
verwendet, betrifft allgemein ein Konstrukt von extrachromosomalem genetischen Material, gewdhnlich ein zirkulares
DNA-Duplex, das unabhangig von chromosomaler DNA replizieren kann.

[0080] Der Begriff "Wirtszelle" betrifft erfindungsgemaf jede Zelle, die mit einer exogenen Nukleinsaure transformier-
bar oder transfizierbar ist. Der Begriff "Wirtszelle" umfasst erfindungsgemaf prokaryontische (z.B. E. coli) oder euka-
ryontische Zellen (z.B. Hefezellen und Insektenzellen). Besonders bevorzugt sind Saugerzellen wie Zellen aus Mensch,
Maus, Hamster, Schwein, Ziege, Primaten. Die Zellen kdnnen aus einer Vielzahl von Gewebetypen abgeleitet sein und
umfassen primare Zellen und Zelllinien. Spezifische Beispiele umfassen Keratinozyten, periphere Blutleukozyten,
Stammzellen des Knochenmarks und embryonale Stammzellen. In weiteren Ausfiihrungsformen ist die Wirtszelle eine
Antigen-prasentierende Zelle, insbesondere eine dendritische Zelle, ein Monozyt oder ein Makrophage. Eine Nuklein-
saure kann in der Wirtszelle in einer einzigen oder in mehreren Kopien vorliegen und wird in einer Ausfiihrungsform in
der Wirtszelle exprimiert.

[0081] Erfindungsgeman kann ein durch eine Nukleinsaure kodiertes Peptid oder Protein ein Peptid oder Protein sein,
das im Cytoplasma, im Zellkern, in der Membran, in Organellen lokalisiert ist oder sekretiert wird. Sie beinhalten Struk-
turproteine, regulatorische Proteine, Hormone, Neurotransmitter, Wachstums-regulierende Faktoren, Differenzierungs-
faktoren, Genexpressions-regulierende Faktoren, DNA-assoziierte Proteine, Enzyme, Serumproteine, Rezeptoren, Arz-
neimittel, Immunmodulatoren, Onkogene, Toxine, Tumorantigene oder Antigene. Diese Peptide oder Proteine kénnen
eine natlrlich auftretende Sequenz oder eine mutierte Sequenz aufweisen, um ihre biologische Aktivitat zu verstarken,
inhibieren, regulieren oder zu beseitigen.

[0082] Der Begriff "Peptid" betrifft Substanzen, die zwei oder mehr, vorzugsweise 3 oder mehr, vorzugsweise 4 oder
mehr, vorzugsweise 6 oder mehr, vorzugsweise 8 oder mehr, vorzugsweise 10 oder mehr, vorzugsweise 13 oder mehr,
vorzugsweise 16 oder mehr, vorzugsweise 20 oder mehr and bis zu vorzugsweise 50, vorzugsweise 100 oder vorzugs-
weise 150 aufeinander folgende Aminosauren umfassen, die durch Peptidbindungen miteinander verbunden sind. Der
Begriff "Protein" betrifft grolRe Peptide, vorzugsweise Peptide mit mindestens 151 Aminosauren, jedoch werden die
Begriffe "Peptid" und "Protein" hierin im Allgemeinen als Synonyme verwendet. Die Begriffe "Peptid" und "Protein"
umfassen erfindungsgemaf Substanzen, die nicht nur Aminosaure-Bestandteile, sondern auch nicht-Aminosaure-Be-
standteile wie Zucker und Phosphatstrukturen enthalten und umfassen auch Substanzen die Bindungen wie Ester-,
Thioether- oder Disulfidbindungen enthalten.

[0083] Erfindungsgemal vorgesehen ist eine Verabreichung von Nukleinsduren, insbesondere RNA, an einen Pati-
enten. In einer Ausflihrungsform erfolgt die Verabreichung von Nukleinsduren durch ex vivo-Verfahren, d.h. durch Ent-
fernung von Zellen aus einem Patienten, genetische Veranderung der Zellen, und Wiedereinbringung der veranderten
Zellen in den Patienten. Transfektions- und Transduktionsverfahren sind dem Fachmann bekannt. Erfindungsgeman
vorgesehen ist auch eine Verabreichung von Nukleinsduren in vivo.

[0084] Der Begriff "Transfektion" betrifft erfindungsgeman das Einbringen einer oder mehrerer Nukleinsduren in einen
Organismus oder in eine Wirtszelle. Verschiedene Verfahren kdnnen eingesetzt werden, um erfindungsgemaf Nukle-
insduren in Zellen in vitro oder in vivo einzubringen. Solche Verfahren umfassen die Transfektion von Nukleinsidure-
CaPO,-Préazipitaten, die Transfektion von Nukleinsauren, die mit DEAE assoziiert sind, die Transfektion oder Infektion
mit Viren, die die interessierenden Nukleinsduren tragen, die Liposomen-vermittelte Transfektion und ahnliches. In
bestimmten Ausfiihrungsformen ist eine Steuerung der Nukleinsaure an bestimmte Zellen bevorzugt. In solchen Aus-
fuhrungsformen kann ein Trager, der fir die Verabreichung einer Nukleinsdure an eine Zelle (z.B. ein Retrovirus oder
ein Liposom) eingesetzt wird, ein gebundenes Zielsteuerungsmolekil aufweisen. Zum Beispiel kann ein Molekil wie
ein Antikorper, der fiir ein Oberflachenmembran-Protein auf der Zielzelle spezifisch ist, oder ein Ligand fiir einen Rezeptor
auf der Zielzelle in den Nukleinsduretrager eingebaut oder daran gebunden werden. Falls eine Verabreichung einer
Nukleinsaure durch Liposomen erwiinscht ist, kdnnen Proteine, die an ein Oberflaichenmembran-Protein binden, das
mit der Endozytose assoziiert ist, in die Liposomenformulierung eingebaut werden, um eine Zielsteuerung und/oder
Aufnahme zu ermdglichen. Solche Proteine umfassen Kapsid-Proteine oder Fragmente davon, die fiir einen bestimmten
Zelltyp spezifisch sind, Antikdrper gegen Proteine, die internalisiert werden, Proteine, die eine intrazellulare Stelle an-
steuern, und ahnliches.

[0085] "Reporter" betrifft ein Molekdl, typischerweise ein Peptid oder Protein, das durch ein Reporter-Gen kodiert wird
und in einem Reportertest gemessen wird. Herkdmmliche Systeme verwenden im Allgemeinen einen enzymatischen
Reporter und messen die Aktivitat des Reporters.
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[0086] Der Begriff "multiple Klonierungsstelle" betrifft eine Nukleinsdureregion, die Restriktionsenzymstellen enthalt,
von denen irgendeine fir eine Spaltung beispielsweise eines Vektors und die Insertion einer Nukleinsdure verwendet
werden kann.

[0087] Zwei Elemente wie Nukleotide oder Aminosauren sind erfindungsgemaf aufeinander folgend, falls sie ohne
eine Unterbrechung unmittelbar zueinander benachbart sind. Beispielsweise betrifft eine Sequenz von x aufeinander
folgenden Nukleotiden N die Sequenz (N),.

[0088] "Restriktions-Endonuklease" oder "Restriktionsenzym" bezeichnet eine Klasse von Enzymen, die in beiden
Strangen eines DNA-Molekils innerhalb spezifischer Basensequenzen Phosphodiester-Bindungen spalten. Sie erken-
nen auf einem doppelstrangigen DNA-Molekil spezifische Bindungsstellen, die als Erkennungsssequenzen bezeichnet
werden. Die Stellen, an denen die Phosphodiester-Bindungen in der DNA durch die Enzyme gespalten werden, werden
als Spaltstellen bezeichnet. Bei Typ 1IS-Enzymen, liegt die Schnittstelle in einem definierten Abstand von der DNA-
Bindungsstelle entfernt. Der Begriff "Restriktions-Endonuklease" umfasst erfindungsgemaf beispielsweise die Enzyme
Sapl, Ecil, Bpil, Aarl, Alol, Bael, BbvCl, Ppil und Psrl, BsrD1, Btsl, Earl, Bmrl, Bsal, BsmBI, Faul, Bbsl, BciVI, BfuAl,
BspMI, BseRl, Ecil, BtgZIl, BpuEl, Bsgl, Mmel, CspCl, Bael, BsaMI, Mva1269I, Pctl, Bse3DI, BseMI, Bst6l, Eam1104l,
Ksp632l, Bfil, Bso31l, BspTNI, Eco31l, Esp3l, Bful, Acc36l, Aarl, Eco571, Eco57MI, Gsul, Alol, Hin4l, Ppil, und Psrl.
[0089] "Halbwertszeit" betrifft die Zeitspanne, die fiir eine Beseitigung der Halfte der Aktivitdt, Menge oder Anzahl an
Molekilen bendtigt wird.

[0090] Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Abbildungen und Beispiele ausfihrlich beschrieben,
die ausschlieBlich der Erlduterung dienen und nicht begrenzend zu verstehen sind. Dem Fachmann sind aufgrund der
Beschreibung und der Beispiele weitere Ausfiihrungsformen zuganglich, die ebenfalls erfindungsgemal umfasst sind.

Abbildungen:
Abb. 1: Erfindungsgeman fiir die weitere Klonierung verwendete Basisvektoren

[0091] Die Vektoren erlauben eine Transkription von RNA unter der Kontrolle eines 5’-gelegenen RNA-Polymerase-
Promoters und enthalten eine Polyadenylkassette.

Abb. 2: Linearisierung von Vektoren mit Restriktionsenzymen vom Typ Il (z.B Spel) im Vergleich mit Restrik-
tionsenzymen vom Typ IIS (z.B. Sapl)

[0092] Durch die Einflhrung einer Restriktionsschnittstelle vom Typ IS, deren Erkennungssequenz 3’ von der Poly
(A)-Sequenz liegt, wahrend die Schnittstelle 24-26bp stromaufwarts und damit innerhalb der Poly(A)-Sequenz liegt, ist
eine Linearisierung eines Plasmids innerhalb der Poly(A)-Sequenz moglich.

Abb. 3: Vektoren, die erfindungsgemaR als Matrize fiir die in vitro Transkription hergestellt wurden

[0093] Um die Auswirkungen der erfindungsgemaen RNA-Modifikationen auf Expressionshéhe und -dauer zu un-
tersuchen, wurde eine Reihe von Vektoren hergestellt, die anschlieend als Matrize flr die in vitro-Transkription dienten.
a. Vektoren mit verdeckter versus unverdeckter Poly(A)-Sequenz; b. Vektoren mit unterschiedlich langer Poly(A)-Se-
quenz; c. Vektoren mit 3’-nicht translatierter Region aus humanem Beta-Globin; d. SIINFEKL- und pp65-Vektoren; Cap
- 5’-Capping; eGFP - GFP-Reportergen; 3'Bg - 3'-nicht translatierte Region von B-Globin; A(x) - x bezeichnet die Anzahle
der A-Nukleotide in der Poly(A)-Sequenz.

Abb. 4: Bestimmung des Reifungsstatus von unreifen versus reifen Dendritischen Zellen Giber die angegebenen
Oberflaichenmarker

[0094] Die Wirkung der erfindungsgemaflen RNA-Modifikationen wurde in humanen Dendritischen Zellen (DC) ge-
stestet, wobei bei einem immunogenen Reiz ein Reifungsprozess der DCs ausgeldst wird. Die DCs wurden mit anti-
CD80-, anti-CD83-, anti-CD86- und anti-HLA-DR-Antikérpern, die spezifische DC-Reifungsmarker erkennen, gefarbt
und durchfluzytometrisch analysiert.

Abb. 5: Einfluss von freier versus verdeckter Poly(A)-Sequenz auf die Translationseffizienz und Transkriptsta-
bilitat

[0095] a. Einfluss von freier versus verdeckter Poly(A)-Sequenz auf die Translationseffizienz von e GFP-RNA in K562-
und Dendritischen Zellen durch die Ermittelung der mittleren Fluoreszenzintensitat [MFI] im FACS-Kalibur; b. Einfluss
von freier versus verdeckter Poly(A)-Sequenz auf die Transkriptstabilitdt von eGFP-RNA in unreifen Dendritischen Zellen
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nach 48h. Sowohl in der Tumorzellline als auch in unreifen DCs wird RNA mit offen endender Poly(A)-Sequenz effizienter
und Uber einen langeren Zeitraum translatiert als RNA mit verdeckt endender Poly (A)-Sequenz. Bei gleicher Lange der
Poly(A)-Sequenz ist die Translationseffizienz bei einer unverdeckt endenden Poly(A)-Sequenz in DCs um das 1,5-fache
gesteigert. Eine offen endende Poly(A)-Sequenz fihrt auRerdem zu einer héheren Stabilitdt der RNA.

Abb. 6: Einfluss der Lange der Poly(A)-Sequenz auf die Translationseffizienz und Transkriptstabilitat

[0096] a. Einfluss der Lange der Poly(A)-Sequenz auf die Translationseffizienz von eGFP-RNA in K562_ und Dendri-
tischen Zellen; b. Einfluss der Lange der Poly(A)-Sequenz auf die Translationseffizienz von d2eGFP-RNA in K562- und
Dendritischen Zellen; c. Einfluss der Lange der Poly(A)-Sequenz auf die Transkriptstabilitdt von eGFP-RNA in K562-
Zellen 48h nach der Elektroporation. Eine Verlangerung der Poly(A)-Sequenz auf bis zu 120 A-Nukleotide fihrt zu einer
Steigerung der Stabilitat und Translation des Transkripts. Eine dariiber hinausgehende Verldngerung hat keinen positiven
Effekt. Durch die Verlangerung der Poly(A)-Sequenz von 51 auf 120 A-Nukleotide wird eine 1,5- bis 2-fache Zunahme
der Translationseffizienz erreicht. Dieser Effekt spiegelt sich auch in der Stabilitdt der RNA.

Abb. 7: Einfluss einer 3’-nicht translatierten Region von humanem Beta-Globin (BgUTR) auf die Translations-
effizienz in unreifen und reifen DCs

[0097] Ein Einflgen einer 3'-nicht translatierten Region von humanem Beta-Globin flihrt zu einer ansteigenden Ex-
pression des RNA-Transkripts. Eine doppelte 3’-nicht translatierten Region von humanem Beta-Globin fiihrt nach 24h
zu einer Verbesserung der Expressionshéhe, die Uber den Summationseffekt von zwei einzelnen 3'-nicht translatierten
Region von humanem Beta-Globin deutlich hinausgeht.

Abb. 8: Wirkung der erfindungsgeméaBen Modifikationen in Kombination auf die Translationseffizienz in unrei-
fen und reifen DCs

[0098] Durch die Kombination der erfindungsgemal beschriebenen Modifikationen eines RNA-Transkripts kann die
Translationseffizienz von eGFP in unreifen und reifen DCs um mehr als das flinffache gesteigert werden.

Abb. 9: Wirkung der erfindungsgemaBen Modifikationen in Kombination auf die Prisentation von Peptiden
durch MHC-Molekiile auf EL4-Zellen

[0099] Eine Verwendung der erfindungsgemaf modifizierten RNA-Konstrukte fiihrt durch die gesteigerte Translati-
onseffizienz zu einer verstarkten Prasentation von Peptid-MHC-Komplexen auf der Zelloberflache. eGFP wurde in den
beschriebenen IVT-Vektoren durch das OVA257-264-Epitop (SIINFEKL) ersetzt und als Zielzellen fiir die Transfektion
EL4-Zellen (murin, T-Zell Lymphom) eingesetzt.

Abb. 10: Erh6hung von Antigen-spezifischen Peptid/ MHC-Komplexen durch Verwendung erfindungsgeman
stabilisierter IVT-RNA-Konstrukte

[0100] Zellen wurden mit Sec-SIINFEKL-A67-ACUAG-RNA oder Sec-SIINFEKL-2BgUTR-A120-RNA elektroporiert
(EL4-Zellen: 10 pMol, 50 pMol; C57B1/J6-unreife BMDC in dreifachen Anséatzen: 150 pMol). Eine Elektroporation mit
lediglich Puffer wurde als Kontrolle verwendet. Zellen wurden beziiglich SIINFEKL/KP-Komplexen mit 25D1.16-Antikor-
per gefarbt. Konzentrationen von SIINFEKL-Peptid wurden aus den mittleren Fluoreszenzwerten von lebenden Zellen
unter Verwendung einer Peptidtitration als Standardkurve berechnet. Daten fiir BMDC sind als Mittelwerte von drei
Experimenten = SEM gezeigt.

Abb. 11: Wirkung von erfindungsgemaR stabilisierten IVT-RNA-Konstrukten auf die T-Zell-Stimulation in vivo
und in vitro

[0101]

(A) Verbesserte in vivo-T-Zell-Expansion durch Verwendung von stabilisierten IVT-RNA-Konstrukten. 1x10°-TCR-
transgene CD8* OT-I-Zellen wurden adoptivin C57B1/J6-Mause transferiert. BMDC von C57B1/J6-Mausen wurden
mit 50 pMol RNA (Sec-SIINFEKL-A67-ACUAG-, Sec-SIINFEKL-2BgUTR-A120- oder Kontroll-RNA) transfiziert, 16h
mit poly(l:C) (50 wg/ml) gereift und i.p. einen Tag nach T-Zell-Transfer injiziert (n=3). Peripheres Blut wurde am Tag
4 entnommen und bezlglich SIINFEKL-Tetramer-positiver CD8*-T-Zellen gefarbt. Dot-Blots zeigen CD8*-T-Zellen
und die angegebenen Zahlen stellen den Prozentsatz an Tetramer-positiven CD8*-T-Zellen dar.
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(B) Verbesserte in vitro-Expansion von humanen T-Zellen mit stabilisierten IVT-RNA-Konstrukten. CD8* und CD4*
Lymphozyten aus HCMV-seropositiven gesunden Spendern wurden mit autologen DC co-kultiviert, die mit Sec-
pp65-A67-ACUAG-RNA, Sec-pp65-2BgUTR-A120-RNA, oder Kontroll-RNA (Daten nicht gezeigt) transfiziert oder
mit pp65-Peptidpool (1,75 p.g/ml) als Positivkontrolle gepulst worden waren. Nach Expansion fur 7 Tage wurde jede
Effektorzellpopulation (4x104/Well) in einem IFN-y-ELISpot mit autologen DC (3x104/Well), die entweder mit pp65-
Peptidpool oder einem irrelevanten Peptidpool beladen worden waren (1,75 ng/ml), getestet. Die graphische Dar-
stellung gibt die mittlere Anzahl an Spots von dreifachen Messungen = SEM wieder.

Beispiele:
Beispiel 1: Herstellung von Vektoren und in vitro-Transkription von RNA

[0102] Um die Auswirkungen der erfindungsgeméafen RNA-Modifikationen auf Expressionshéhe und -dauer zu un-
tersuchen, wurde eine Reihe von IVT-Vektoren hergestellt, die als Matrize fur die in vitro-Transkription dienten (Abb. 3).
[0103] In die Vektoren wurden die Reportergene fir eGFP bzw. d2eGFP, zwei Molekule mit unterschiedlicher Halb-
wertszeit (HWZ), eingebracht, wodurch es moglich ist, den Einfluss der erfindungsgemafien RNA-Modifikationen zu
analysieren. Die Fluoreszenz fallt mit einer durchschnittlichen HWZ von 17,3 h bei eGFP und 2 h bei d2eGFP ab. Mit
Hilfe dieser Konstrukte wurde in vitro-transkribierte e GFP-RNA bzw. d2eGFP-RNA hergestellt.

Beispiel 2: Transfektion von Zellen mit der erfindungsgemaR modifizierten in vitro-transkribierten RNA und
Wirkung auf die Translation und Stabilitdt der RNA

[0104] In vitro-transkribierte eGFP-RNA bzw. d2e GFP-RNA wurde dazu verwendet, K562-Zellen (human, Leukamie)
mittels Elektroporation zu transfizieren. Die Transfektionseffizienz betrugt in K562 Zellen >90%.

[0105] Sodann wurde die Wirkung der beschriebenen RNA-Modifikationen in humanen Dendritischen Zellen (DC)
gestestet, die die wichtigsten Modulatoren des Immunsystems darstellen. Dieser Ansatz ist von immunologischer Re-
levanz, da mit RNA transfizierte DCs fiir eine Vakzinierung in Betracht zu ziehen sind. Unreife DCs sind in der Haut und
in peripheren Organen lokalisiert. Sie liegen hier in einem unreifen Zustand vor, der durch gut untersuchte Oberflachen-
marker charakterisiertist und sich funktionell durch eine starke Endozytoseaktivitat auszeichnet. Bei einem immunogenen
Reiz, wie z.B. einer Infektion mit Pathogenen, wird ein Reifungsprozess der DCs ausgeldst. Gleichzeitig wird ihre Wan-
derungin die regionalen Lymphknoten initiiert, wo sie die wirksamsten Induktoren von T-Zell- und B-Zell-Immunantworten
sind. Auch der reife Zustand der DCs ist durch die Expression von detailliert untersuchten Oberflachenmarkem und
Zytokinen sowie durch eine charakteristische Morphologie der DCs gekennzeichnet. Es gibt etablierte Zellkultursysteme
zur Differenzierung von unreifen humanen DCs aus Blutmonozyten. Diese kénnen durch verschiedene Stimuli zur
Reifung gebracht werden.

[0106] In prim&ren Dendritischen Zellen lag die Transfektionseffizienz bei 70-80%. Die DCs wurden mit anti-CD80-,
anti-CD83-, anti-CD86- und anti-HLA-DR-Antikérpem, die spezifische DC-Reifungsmarker erkennen, gefarbt und durch-
fluRzytometrisch analysiert (Abb. 4).

[0107] Die Bestimmung der Expressionshéhe und Dauer erfolgte mit Hilfe des FACS-Kalibur Gber die Ermittelung der
Fluoreszenzintensitat des eGFP. Die Ermittelung der RNA-Menge in den Zellen erfolgte mit Hilfe einer quantitativen
RT-PCR.

a. Wirkung einer offen endenden Poly(A)-Sequenz auf die Translation und Stabilitit von RNA

[0108] Es konnte gezeigt werden, dass sowohl in der Tumorzellline K562 als auch in unreifen DCs (iDC) RNA mit
offen endender Poly(A)-Sequenz effizienter und Uber einen l&ngeren Zeitraum translatiert wird als RNA mit verdeckt
endender Poly(A)-Sequenz (Abb. 5a). Bei gleicher Lange der Poly(A)-Sequenz ist die Translationseffizienz mit einer
unverdeckt endenden Poly(A)-Sequenz in unreifen DCs um das 1,5-fache gesteigert. Die Modifikation flhrt auRerdem
zu einer héheren Stabilitdt der RNA (Abb. 5b). 48h nach der Elektroporation ist in unreifen DCs, die mit RNA mit einer
unverdeckten poly(A)-Sequenz transifiziert worden waren, die 4- bis 5-fache Menge an RNA nachweisbar.

b. Wirkung der Liange der Poly(A)-Sequenz auf die Translation und Stabilitdt von RNA

[0109] Durch Analyse von RNA mit Langen der Poly(A)-Sequenz von 16bp, 42bp, 51 bp, 67bp, 120bp, 200bp, 300bp
und 600bp zeigte sich, dass die Verlangerung der Poly(A)-Sequenz auf bis zu 120 A-Nukleotide zu einer Steigerung
der Transkriptstabilitdt und Translation fiihrt und das eine dariiber hinausgehende Verlangerung keinen positiven Effekt
hat. Dieser Effekt zeigt sich sowohl in K562-Zellen als auch in unreifen DCs (iDC) (Abb. 6a und 6b). Durch die Verlan-
gerung der Poly(A)-Sequenz von 51 auf 120 A-Nukleotide wird eine 1,5- bis 2-fache Zunahme der Translationseffizienz
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erreicht. Dieser Effekt spiegelt sich auch in der RNA-Stabilitat (Abb. 6c).
c. Wirkung des Auftretens einer 3’-nicht translatierten Region auf die Translation und Stabilitdt von RNA

[0110] In einer Zeitkinetik konnte mit K562-Zellen und unreifen DCs bestatigt werden, dass das Einfiigen einer 3'-
nicht translatierten Region (UTR) aus humanem Beta-Globin zu einer ansteigenden Expression eines RNA-Transkript
fuhrt. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine doppelte 3'-nicht translatierten Region (UTR) aus humanem
Beta-Globin nach 24h zu einer Verbesserung der Expressionshéhe fihrt, die Gber den Summationseffekt von zwei
einzelnen UTRs deutlich hinausgeht (Abb. 7).

d. Wirkung einer Kombination der vorstehend beschriebenen Modifikationen auf die Translation und Stabilitat
von RNA

[0111] Erfindungsgemal konnte gezeigt werden, dass durch eine Kombination der vorstehend beschriebenen Modi-
fikationen in einem RNA-Transkript die Translationseffizienz von eGFP in unreifen als auch reifen DCs um mehr als das
funffache gesteigert wird (Abb. 8).

Beispiel 3: Prasentation eines durch in vitro-transkribierte RNA mit erhohter Stabilitit und Translationseffizienz
exprimierten Peptids durch MHC-Molekiile

[0112] Es konnte erfindungsgemaf gezeigt werden, dass die Verwendung von erfindungsgemaf modifizierten RNA-
Konstrukten zu einer erhéhten Peptid-MHC-Prasentation auf der Zelloberflache fihrt. Hierflr wurde die fir das eGFP
kodierende Nukleinsduresequenz in den beschriebenen IVT-Vektoren durch eine fir das OVA257-264-Epitop (SIINFE-
KL) kodierende Nukleinsduresequenz ersetzt und die Konstrukte miteinander verglichen. Als Zielzellen fir die Trans-
fektion wurden EL4-Zellen (murin, T-Zell Lymphom) eingesetzt.

[0113] Umdurch MHC-Molekiile prasentierte SIINFEKL-Peptide zu quantifizieren, wurden die Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Elektroporation mit einem anti-H2-KP-OVA257-264-Antikorper gefarbt und die Fluoreszenzinten-
sitat eines sekundaren Antikérpers mit Hilfe des FACS-Kalibur bestimmt (Abb. 9).

[0114] Des weiteren wurde das SIINFEKL-Peptid in den Vektor, der alle Optimierungen widerspiegelte (pST1-Sec-
SIIFEKL-2BgUTR-A120-Sap1), und in einen Vektor mit Standardmerkmalen (pST1-Sec-SIINFEKL-A67-Spe1) kloniert.
IVT-RNA, die von beiden Vektoren abgeleitet war, wurde in EL4-Zellen und BMDC elektroporiert. Signifikant hohere
Zahlen an OVA-Peptid/KP-Komplexen auf der Zelloberflache wurden festgestellt, die Gber einen langeren zeitlichen
Verlauf nach Elektroporation der erfindungsgemaf modifizierten RNA, Sec-SIINFEKL-2 BgUTR-A120, aufrechterhalten
wurden (Abb. 10).

Beispiel 4: Wirkung einer.Transfektion von Zellen mit in vitro-transkribierter RNA, die fiir eine zu prasentie-
rendes Peptid kodiert, auf die Expansion von Antigen-spezifischen T-Zellen

[0115] Um die Wirkung auf die stimulatorische Kapazitat zu bewerten, wurde auf den OT-I-TCR zurlickgegriffen, der
intensiv in dem C57BL/J6 (B6)-Hintergrund verwendet worden war, um MHC Klasse |-Prasentation des SIINFEKL-
Peptids nachzuweisen. OT-1 CD8*-T-Zellen, die beziiglich des T-Zellrezeptors (TCR) transgen sind und das KP-spezi-
fische Peptid SIINFEKL aus Hihner-OVA (OVA57.064) €rkennen, wurden freundlicherweise von H. Schild (Institut fir
Immunologie, Universitat Mainz) bereitgestellt.

[0116] Am Tag 0 wurden Tiere adoptiv mit OT-I-CD8*-T-Zellen transferiert. Hierzu wurden Splenozyten aus TCR tg
OT-I-Mausen hergestellt und in die Schwanzvene von C57BL/J6-Empfangermausen eingebracht. Die Zellzahl wurde
auf 1x105 TCR tg CD8*-T-Zellen eingestellt. Am néchsten Tag wurden 1x108 BMDC von C57BL/J6-Méusen, die mit 50
pMol SIINFEKL-kodierenden RNA-Konstruktvarianten elektroporiert und 16 Stunden mittels Poly(I:C) gereift worden
waren, i.p. an Mause verabreicht. Am Tag 4 wurden OT-I-CD8*-T-Zellen in peripherem Blut mit Hilfe der Tetramer-
Technologie gemessen. Hierzu wurden retroorbitale Blutproben entnommen und mit Anti-CD8 (Caltag Laboratories,
Burlingame, USA) und SIINFEKL-Tetramer (H-2Kb/SIINFEKL 257-264; Beckman Coulter, Fullerton, USA) gefarbt.
[0117] Es stellte sich heraus, dass eine in vivo-Expansion von Antigen-spezifischen TCR-transgenen CD8*-T-Zellen
bei Verwendung von Sec-SIINFEKL-2BgUTR-A120-RNA fiir eine Antigenzufuhr signifikant besser im Vergleich zu Sec-
SIINFEKL-A67-ACUAG-RNA war (Abb. 11A).

[0118] Um zu bewerten, ob stabilisierte IVT-RNA-Konstrukte fiir eine Antigenzufuhr auch eine Antigen-spezifische
Stimulierung von humanen T-Zellen verbessern, wurde auf HCMV-pp65 zurtickgegriffen, das immunodominante Antigen
von humanem Cytomegalovirus, das haufig fiir die Validierung einer autologen Stimulation von polyepitopischen T-Zell-
Reaktionen verwendet wird. CD4*- und CD8*-T-Zellen, die aus HCMV-seropositiven gesunden Spendern durch positive
magnetische Zellsortierung mittels Antikdrper-beschichteten Microbeads (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutsch-

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 1 934 345 B9

land) aufgereinigt worden waren, wurden mit 2x105 autologen DC co-kultiviert, die mit den entsprechenden IVT-RNA-
Varianten, die fir pp65 kodieren, elektroporiert worden waren. Eine Expansion von T-Zellen, gemessen am Tag 7 in
einem IFN-y-ELISpot unter Verwendung von autologen DC, die mit einem Pool von berlappenden Peptiden, die die
gesamte pp65-Proteinsequenz abdecken, oder einem Kontrollprotein gepulst worden waren, zeigte die Uberlegenheit
von Sec-pp65-2BgUTR-A 120, wobei die Effekte bezliglich einer Expansion von CD4*-T-Zellen am ausgepragtesten
waren (Abb. 11B).
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Patentanspriiche

Nukleinsauremolekil, umfassend in 5’—3’-Richtung der Transkription:

(a) einen Promotor,

(b) eine transkribierbare Nukleinsduresequenz oder eine Nukleinsauresequenz fiir ein Einbringen einer tran-
skribierbaren Nukleinsauresequenz,

(c-1) eine erste Nukleinsauresequenz,

(c-2) eine zweite Nukleinsduresequenz, und gegebenenfalls

(c-3) mindestens eine weitere Nukleinsduresequenz,

wobei die Nukleinsduresequenzen (c-1), (c-2) und gegebenenfalls (c-3) ausgewahlt sind aus der Gruppe be-
stehend aus:

(I) einer Nukleinsduresequenz, die der 3’-nicht-translatierten Region eines Globin-Gens entspricht, und
(I1) einer Nukleinsduresequenz, die zu der Nukleinsduresequenz unter () mindestens 90% |dentitat aufweist,

wobei die Nukleinsduresequenzen (c-1), (c-2) und gegebenenfalls (c-3) unabhangig voneinander von einem Gen
abgeleitet sind, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus alpha2-Globin-Gen, alphal-Globin-Gen, und beta-Glo-
bin-Gen, und

wobei die Nukleinsduresequenzen (b), (c-1), (c-2) und gegebenenfalls (c-3) unter Kontrolle des Promotors (a) in
ein gemeinsames Transkript transkribierbar sind und in dem gemeinsamen Transkript die von den Nukleinsgure-
sequenzen (c-1), (c-2) und gegebenenfalls (c-3) transkribierten Nukleinsauresequenzen wirksam sind,

die Translationseffizienz und/oder die Stabilitat der von der transkribierbaren Nukleinsduresequenz (b) transkribier-
ten Nukleinsduresequenz zu erhéhen.

Nukleinsauremolekiil nach Anspruch 1, wobei die Nukleinsduresequenzen (c-1), (c-2) und gegebenenfalls (c-3)
gleich oder verschieden sein kénnen.

Nukleinsauremolekil nach Anspruch 1 oder 2, das ferner (d) eine Nukleinsduresequenz umfasst, die bei einer
Transkription unter Kontrolle des Promotors (a) fir eine Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden
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A-Nukleotiden in dem Transkript kodiert.

Nukleinsauremolekil nach Anspruch 3, wobei die Nukleinsauresequenzen (b), (c-1), (c-2), gegebenenfalls (c-3),
und (d) unter Kontrolle des Promotors (a) in ein gemeinsames Transkript transkribierbar sind und in dem gemein-
samen Transkript die von den Nukleinsduresequenzen (c-1), (c-2), gegebenenfalls (c-3) und (d) transkribierten
Nukleinsauresequenzen wirksam sind, die Translationseffizienz und/oder die Stabilitat der von der transkribierbaren
Nukleinsauresequenz (b) transkribierten Nukleinsduresequenz zu erhéhen.

Nukleinsauremolekil nach Anspruch 3 oder 4, wobei die Nukleinsduresequenz (d) bei einer Transkription unter
Kontrolle des Promotors (a) fiir eine Nukleotidsequenz von mindestens 40 aufeinander folgenden A-Nukleotiden in
dem Transkript kodiert.

Nukleinsauremolekiil nach Anspruch 5, wobei die Nukleinsduresequenz (d) bei einer Transkription unter Kontrolle
des Promotors (a) fiir eine Nukleotidsequenz von mindestens 80 aufeinander folgenden A-Nukleotiden in dem
Transkript kodiert.

Nukleinsauremolekiil nach Anspruch 6, wobei die Nukleinsduresequenz (d) bei einer Transkription unter Kontrolle
des Promotors (a) fiir eine Nukleotidsequenz von mindestens 100 aufeinander folgenden A-Nukleotiden in dem
Transkript kodiert.

Nukleinsauremolekdl nach Anspruch 7, wobei die Nukleinsauresequenz (d) bei einer Transkription unter Kontrolle
des Promotors (a) fur eine Nukleotidsequenz von etwa 120 aufeinander folgenden A-Nukleotiden in dem Transkript
kodiert.

Nukleinsauremolekil nach einem der Anspriiche 3 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass es innerhalb der Nukle-
insauresequenz (d) vorzugsweise enzymatisch oder anderweitig biochemisch derart spaltbar ist, dass durch die
Spaltung ein Nukleinsduremolekil entsteht, das in 5'—3'-Richtung der Transkription den Promotor (a), die Nukle-
insduresequenz (b), die Nukleinsauresequenzen (c-1), (c-2), gegebenenfalls (c-3), und zumindest einen Teil der
Nukleinsauresequenz (d) umfasst, wobei der zumindest eine Teil der Nukleinsduresequenz (d) bei einer Transkrip-
tion unter Kontrolle des Promotors (a) fir eine Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden A-
Nukleotiden in dem Transkript kodiert und das Transkript als 3’-terminales Nukleotid ein A-Nukleotid aus der Nu-
kleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden aufweist.

Nukleinsauremolekdl nach Anspruch 9, wobei das Nukleinsduremolekul nach der Spaltung am Ende des Stranges,
der als Matrize fiir die Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden dient, ein T-
Nukleotid aufweist, das Teil der Nukleotidsequenz ist, die als Matrize fiir die Nukleotidsequenz von mindestens 20
aufeinander folgenden A-Nukleotiden in dem Transkript dient.

Nukleinsauremolekdil nach Anspruch 9 oder 10, wobei der zumindest eine Teil der Nukleinsduresequenz (d) bei
einer Transkription unter Kontrolle des Promotors (a) fiir eine Nukleotidsequenz von mindestens 40 aufeinander
folgenden A-Nukleotiden in dem Transkript kodiert.

Nukleinsauremolekil nach Anspruch 11, wobei der zumindest eine Teil der Nukleinsduresequenz (d) bei einer
Transkription unter Kontrolle des Promotors (a) flir eine Nukleotidsequenz von mindestens 80 aufeinander folgenden
A-Nukleotiden in dem Transkript kodiert.

Nukleinsauremolekil nach Anspruch 12, wobei der zumindest eine Teil der Nukleinsduresequenz (d) bei einer
Transkription unter Kontrolle des Promotors (a) fir eine Nukleotidsequenz von mindestens 100 aufeinander folgen-
den A-Nukleotiden in dem Transkript kodiert.

Nukleinsauremolekil nach Anspruch 13, wobei der zumindest eine Teil der Nukleinsduresequenz (d) bei einer
Transkription unter Kontrolle des Promotors (a) fiir eine Nukleotidsequenz von etwa 120 aufeinander folgenden A-

Nukleotiden in dem Transkript kodiert.

Nukleinsauremolekil nach einem der Anspriiche 9 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass es vor der Spaltung
als kreisférmig geschlossenes Molekil und nach der Spaltung als lineares Molekiil vorliegt.

Nukleinsduremolekil nach einem der Anspriiche 9 bis 15, wobei die Spaltung mit Hilfe einer Restriktionsschnittstelle
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erfolgt.

Nukleinsauremolekil nach Anspruch 16, wobei die Restriktionsschnittstelle eine Restriktionsschnittstelle fur eine
Restriktions-Endonuklease des Typs IIS ist.

Nukleinsauremolekiil nach Anspruch 17, wobei die Erkennungssequenz fiir die Restriktions-Endonuklease des Typs
IIS stromabwarts und 5-26 Basenpaare entfernt vom 3’-Ende der Nukleinsduresequenz (d) liegt.

Nukleinsauremolekil nach Anspruch 18, wobei die Erkennungssequenz fiir die Restriktions-Endonuklease des Typs
IIS stromabwarts und 24-26 Basenpaare entfernt vom 3’-Ende der Nukleinsduresequenz (d) liegt.

Nukleinsauremolekil nach einem der Anspriiche 1 bis 19, wobei das beta-Globin-Gen humanes beta-Globin-Geniist.

Nukleinsauremolekil nach einem der Anspriiche 1 bis 20, wobei die transkribierbare Nukleinsduresequenz eine fir
ein Peptid oder Protein kodierende Nukleinsduresequenz umfasst und die Nukleinsduresequenz fur ein Einbringen
einer transkribierbaren Nukleinsauresequenz eine multiple Klonierunesstelle ist.

Nukleinsauremolekil nach einem der Anspriiche 1 bis 21, ferner umfassend ein oder mehrere Mitglieder ausgewahlt
aus der Gruppe bestehend aus: (i) einem Reportergen; (ii) einem selektierbaren Marker; und (iii) einem Replikati-
onsursprung.

Nukleinsauremolekil nach einem der Anspriiche 1 bis 22, wobei das Nukleinsduremolekil in einer kreisférmig
geschlossenen Konformation vorliegt.

Nukleinsauremolekil nach einem der Anspriiche 1 bis 23, das insbesondere nach einer Linearisierung fir die in
vitro-Transkription von RNA, insbesondere mRNA, geeignet ist.

Nukleinsauremolekdll, das durch Linearisierung des Nukleinsduremolekils nach einem der Anspriiche 1 bis 24
erhaltlich ist.

RNA, die durch Transkription, vorzugsweise in vitro-Transkription, mit einem Nukleinsduremolekil nach einem der
Anspriiche 1 bis 25 unter Kontrolle des Promotors (a) erhaltlich ist, wobei in der RNA Transkripte der Nukleins&u-
resequenzen (b), (c-1), (c-2) und gegebenenfalls (c-3) in einem gemeinsamen Transkript vorliegen.

Verfahren zur in vitro-Transkription eines ausgewéahlten RNA-Molekiils, um dessen Stabilitdt und/oder Translati-
onseffizienz zu erhéhen, umfassend:

(i) Koppeln einer ersten Nukleinsduresequenz (b-1) an dem 3’-Ende einer Nukleinsduresequenz (a), die in das
RNA-Molekil transkribierbar ist,

(ii) Koppeln einer zweiten Nukleinsduresequenz (b-2) an dem 3’-Ende der ersten Nukleinsduresequenz (b-1),
und gegebenenfalls

(iii) Koppeln mindestens einer weiteren Nukleinsduresequenz (b-3) an dem 3’-Ende der zweiten Nukleinsdure-
sequenz (b-2),

wobei die Nukleinsduresequenzen (b-1), (b-2) und gegebenenfalls (b-3) ausgewahlt sind aus der Gruppe be-
stehend aus:

(I) einer Nukleinsauresequenz, die der 3’-nicht-translatierten Region eines Globin-Gens entspricht und
(I1) einer Nukleinsauresequenz, die zu der Nukleinsduresequenz unter (1) mindestens 90% |dentitat aufweist,

wobei die Nukleinsduresequenzen (b-1), (b-2) und gegebenenfalls (b-3) unabhangig voneinander von einem
Gen abgeleitet sind, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus alpha2-Globin-Gen, alphal-Globin-Gen, und
beta-Globin-Gen, und

(iv) in vitro-Transkription der erhaltenen Nukleins&ure,

wobei die Nukleinsduresequenzen (a), (b-1), (b-2) und gegebenenfalls (b-3) in ein gemeinsames Transkript tran-
skribierbar sind und in dem gemeinsamen Transkript die von den Nukleinsduresequenzen (b-1), (b-2) und gegebe-
nenfalls (b-3) transkribierten Nukleinséduresequenzen wirksam sind, die Translationseffizienz und/oder die Stabilitat
der von der transkribierbaren Nukleinsduresequenz (a) transkribierten Nukleinsduresequenz zu erhéhen.
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Verfahren zur Translation eines ausgewahlten mRNA-Molekils, um dessen Expression zu erhdhen, umfassend:

(i) Koppeln einer ersten Nukleinsauresequenz (b-1) an dem 3'-Ende einer Nukleinsauresequenz (a), die in das
mRNA-Molekul transkribierbar ist,

(i) Koppeln einer zweiten Nukleinsauresequenz (b-2) an dem 3’-Ende der ersten Nukleinsduresequenz (b-1),
und gegebenenfalls

(iii) Koppeln mindestens einer weiteren Nukleinsduresequenz (b-3) an dem 3’-Ende der zweiten Nukleinsdure-
sequenz (b-2),

wobei die Nukleinsaduresequenzen (b-1), (b-2) und gegebenenfalls (b-3) ausgewahlt sind aus der Gruppe be-
stehend aus:

() einer Nukleinsauresequenz, die der 3’-nicht-translatierten Region eines Globin-Gens entspricht, oder
(I1) einer Nukleinsauresequenz, die zu der Nukleinsduresequenz unter (1) mindestens 90% Identitat aufweist,

wobei die Nukleinsduresequenzen (b-1), (b-2) und gegebenenfalls (b-3) unabhangig voneinander von einem
Gen abgeleitet sind, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus alpha2-Globin-Gen, alphal-Globin-Gen, und
beta-Globin-Gen, und

(iv) Translatieren der RNA, die durch Transkription der erhaltenen Nukleinséure erhaltlich ist,

wobei die Nukleinsduresequenzen (a), (b-1), (b-2) und gegebenenfalls (b-3) in ein gemeinsames Transkript tran-
skribierbar sind und in dem gemeinsamen Transkript die von den Nukleinsduresequenzen (b-1), (b-2) und gegebe-
nenfalls (b-3) transkribierten Nukleinsduresequenzen wirksam sind, die Translationseffizienz und/oder die Stabilitat
der von der transkribierbaren Nukleinsduresequenz (a) transkribierten Nukleinsduresequenz zu erhéhen.

Verfahren nach Anspruch 28, wobei die Transkription in vitro erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 27 bis 29, das ferner ein Koppeln einer Nukleinsduresequenz (c), die bei
einer Transkription fir eine Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden kodiert, an
dem 3’-Ende der Nukleinsduresequenz (b-2) oder gegebenenfalls der Nukleinsduresequenz (b-3) umfasst.

Verfahren nach Anspruch 30, wobei die Nukleinsauresequenzen (a), (b-1), (b-2), gegebenenfalls (b-3), und (c) in
ein gemeinsames Transkript transkribierbar sind und in dem gemeinsamen Transkript die von den Nukleinsaure-
sequenzen (b-1), (b-2), gegebenenfalls (b-3) und (c) transkribierten Nukleinsduresequenzen wirksam sind, die
Translationseffizienz und/oder die Stabilitdt der von der Nukleinsduresequenz (a) transkribierten Nukleinsgurese-
quenz zu erhéhen.

Verfahren nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, dass es ferner vor einer Transkription der erhal-
tenen Nukleinsdure eine Spaltung innerhalb der Nukleinsduresequenz (c) umfasst, so dass bei einer Transkription
der so erhaltenen Nukleinsaure ein Transkript erzeugt wird, das die von den Nukleinsduresequenzen (a), (b-1), (b-
2) und gegebenenfalls (b-3) transkribierten Nukleinsduresequenzen und an seinem 3’-Ende eine Nukleotidsequenz
von mindestens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden aufweist, wobei das Transkript als 3’-terminales Nukleotid
ein A-Nukleotid aus der Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden aufweist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 27 bis 32, wobei das beta-Globin-Gen humanes beta-Globin-Gen ist.
Verfahren nach Anspruch 32, wobei die Spaltung mit Hilfe einer Restriktionsschnittstelle erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 34, wobei die Restriktionsschnittstelle eine Restriktionsschnittstelle fir eine Restriktions-
Endonuklease des Typs IIS ist.

Verfahren nach Anspruch 35, wobei die Erkennungssequenz fiir die Restriktions-Endonuklease des Typs IS strom-
abwaérts und 5-26 Basenpaare entfernt vom 3’-Ende der Nukleinsduresequenz, die bei einer Transkription fir eine
Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden kodiert, liegt.

Verfahren nach Anspruch 36, wobei die Erkennungssequenz fiir die Restriktions-Endonuklease des Typs IS strom-

abwarts und 24-26 Basenpaare entfernt vom 3’-Ende der Nukleinsduresequenz, die bei einer Transkription flr eine
Nukleotidsequenz von mindestens 20 aufeinander folgenden A-Nukleotiden kodiert, liegt.
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RNA, die durch ein Verfahren zurin vitro-Transkription eines ausgewahlten RNA-Molekiils nach einem der Anspriiche
27 und 30-37 erhaltlich ist, wobei in der RNA Transkripte der Nukleinsduresequenzen (a), (b- 1), (b-2) und gege-
benenfalls (b-3) in einem gemeinsamen Transkript vorliegen.

Verwendung der RNA nach Anspruch 26 oder 38 zur Transfektion einer Wirtszelle.

Verwendung nach Anspruch 39, wobei die Wirtszelle eine Antigen-prasentierende Zelle, insbesondere eine den-
dritische Zelle, ein Monozyt oder ein Makrophage, ist.

Claims

1.

A nucleic acid molecule comprising in the 5° — 3’ direction of transcription:

(a) a promoter,

(b) a transcribable nucleic acid sequence or a nucleic acid sequence for introducing a transcribable nucleic acid
sequence,

(c-1) afirst nucleic acid sequence,

(c-2) a second nucleic acid sequence and, where appropriate,

(c-3) at least one further nucleic acid sequence, wherein the nucleic acid sequences (c-1), (c-2) and, where
appropriate, (c-3) are selected from the group consisting of:

(I) a nucleic acid sequence which corresponds to the 3’-untranslated region of a globin gene and

(1) a nucleic acid sequence which is at least 90% identical to the nucleic acid sequence under (I), wherein
the nucleic acid sequences (c-1), (c-2) and, where appropriate, (c-3) are independently of one another
derived from a gene selected from the group consisting of alpha2-globin gene, alphal-globin gene and beta-
globin gene and

wherein the nucleic acid sequences (b), (c-1), (c-2) and, where appropriate, (c-3) under the control of the promoter
(a) can be transcribed to give a common transcript in which the nucleic acid sequences transcribed from the nucleic
acid sequences (c-1), (c-2) and, where appropriate, (c-3) are active so as to increase the translation efficiency and/or
the stability of the nucleic acid sequence transcribed from the transcribable nucleic acid sequence (b).

The nucleic acid molecule as claimed in claim 1, wherein the nucleic acid sequences (c-1), (c-2) and, where appro-
priate, (c-3) can be identical or different.

The nucleic acid molecule as claimed in claim 1 or 2, which further comprises (d) a nucleic acid sequence which,
when transcribed under the control of the promoter (a), codes for a nucleotide sequence of at least 20 consecutive
A nucleotides in the transcript.

The nucleic acid molecule as claimed in claim 3, wherein the nucleic acid sequences (b), (c-1), (c-2), where appro-
priate (c-3), and (d) under the control of the promoter (a) can be transcribed to give a common transcript in which
the nucleic acid sequences transcribed from the nucleic acid sequences (c-1), (¢c-2), where appropriate, (c-3) and
(d) are active so as to increase the translation efficiency and/or the stability of the nucleic acid sequence transcribed
from the transcribable nucleic acid sequence (b).

The nucleic acid molecule as claimed in claim 3 or 4, wherein the nucleic acid sequence (d), when transcribed under
the control of the promoter (a), codes for a nucleotide sequence of at least 40 consecutive A nucleotides in the
transcript.

The nucleic acid molecule as claimed in claim 5, wherein the nucleic acid sequence (d), when transcribed under
the control of the promoter (a), codes for a nucleotide sequence of at least 80 consecutive A nucleotides in the
transcript.

The nucleic acid molecule as claimed in claim 6, wherein the nucleic acid sequence (d), when transcribed under

the control of the promoter (a), codes for a nucleotide sequence of at least 100 consecutive A nucleotides in the
transcript.
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The nucleic acid molecule as claimed in claim 7, wherein the nucleic acid sequence (d), when transcribed under
the control of the promoter (a), codes for a nucleotide sequence of about 120 consecutive A nucleotides in the
transcript.

The nucleic acid molecule as claimed in any of claims 3 to 8, characterized in that it can be cleaved, preferably
enzymatically or in another biochemical way, within the nucleic acid sequence (d) in such a way that said cleavage
results in a nucleic acid molecule which comprises, in the 5 — 3’ direction of transcription, the promoter (a), the
nucleic acid sequence (b), the nucleic acid sequences (c-1), (c-2), where appropriate, (c-3) and at least a part of
the nucleic acid sequence (d), wherein the at least a part of the nucleic acid sequence (d), when transcribed under
the control of the promoter (a), codes for a nucleotide sequence of at least 20 consecutive A nucleotides in the
transcript and wherein in the transcript the 3’-terminal nucleotide is an A nucleotide of said nucleotide sequence of
at least 20 consecutive A nucleotides.

The nucleic acid molecule as claimed in claim 9, wherein, after cleavage, said nucleic acid molecule, at the end of
the strand that serves as template for the nucleotide sequence of at least 20 consecutive A nucleotides, has a T
nucleotide which is part of the nucleotide sequence which serves as template for said nucleotide sequence of at
least 20 consecutive A nucleotides in the transcript.

The nucleic acid molecule as claimed in claim 9 or 10, wherein the at least a part of the nucleic acid sequence (d),
when transcribed under the control of the promoter (a), codes for a nucleotide sequence of at least 40 consecutive
A nucleotides in the transcript.

The nucleic acid molecule as claimed in claim 11, wherein the at least a part of the nucleic acid sequence (d), when
transcribed under the control of the promoter (a), codes for a nucleotide sequence of at least 80 consecutive A
nucleotides in the transcript.

The nucleic acid molecule as claimed in claim 12, wherein the at least a part of the nucleic acid sequence (d), when
transcribed under the control of the promoter (a), codes for a nucleotide sequence of at least 100 consecutive A
nucleotides in the transcript.

The nucleic acid molecule as claimed in claim 13, wherein the at least a part of the nucleic acid sequence (d), when
transcribed under the control of the promoter (a), codes for a nucleotide sequence of about 120 consecutive A
nucleotides in the transcript.

The nucleic acid molecule as claimed in any of claims 9 to 14, characterized in that it is a closed circular molecule
prior to cleavage and a linear molecule after cleavage.

The nucleic acid molecule as claimed in any of claims 9 to 15, wherein cleavage is carried out with the aid of a
restriction cleavage site.

The nucleic acid molecule as claimed in claim 16, wherein the restriction cleavage site is a restriction cleavage site
for a type IIS restriction endonuclease.

The nucleic acid molecule as claimed in claim 17, wherein the recognition sequence for the type IS restriction
endonuclease is located 5-26 base pairs downstream of the 3’ end of the nucleic acid sequence (d).

The nucleic acid molecule as claimed in claim 18, wherein the recognition sequence for the type IIS restriction
endonuclease is located 24-26 base pairs downstream of the 3’ end of the nucleic acid sequence (d).

The nucleic acid molecule as claimed in any of claims 1 to 19, wherein the beta-globin gene is human beta-globin gene.
The nucleic acid molecule as claimed in any of claims 1 to 20, wherein the transcribable nucleic acid sequence
comprises a nucleic acid sequence coding for a peptide or protein and the nucleic acid sequence for introducing a

transcribable nucleic acid sequence is a multiple cloning site.

The nucleic acid molecule as claimed in any of claims 1 to 21, further comprising one or more members selected
from the group consisting of: (i) a reporter gene; (ii) a selectable marker; and (iii) an origin of replication.
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The nucleic acid molecule as claimed in any of claims 1 to 22, wherein the nucleic acid molecule is in a closed
circular conformation.

The nucleic acid molecule as claimed in any of claims 1 to 23, which is suitable, in particular after linearization, for
in vitro transcription of RNA, in particular mRNA.

A nucleic acid molecule which is obtainable by linearization of the nucleic acid molecule as claimed in any of claims
1to 24.

An RNA which is obtainable by transcription, preferably in vitro transcription, with a nucleic acid molecule as claimed
in any of claims 1 to 25 under the control of the promoter (a), wherein in the RNA transcripts of the nucleic acid
sequences (b), (c-1), (c-2) and, where appropriate, (c-3) are present in a common transcript.

A method of transcribing in vitro a selected RNA molecule in order to increase its stability and/or translation efficiency,
comprising:

(i) coupling afirst nucleic acid sequence (b-1) atthe 3’ end of a nucleic acid sequence (a) which can be transcribed
to give said RNA molecule,

(i) coupling a second nucleic acid sequence (b-2) at the 3’ end of said first nucleic acid sequence (b-1), and,
where appropriate,

(iii) coupling at least one further nucleic acid sequence (b-3) at the 3’ end of said second nucleic acid sequence
(b-2),

wherein the nucleic acid sequences (b-1), (b-2) and, where appropriate, (b-3) are selected from the group
consisting of:

(I) a nucleic acid sequence which corresponds to the 3’-untranslated region of a globin gene and

(I1) a nucleic acid sequence which is at least 90% identical to the nucleic acid sequence under (1), wherein
the nucleic acid sequences (b-1), (b-2) and, where appropriate, (b-3) are independently of one another
derived from a gene selected from the group consisting of alpha2-globin gene, alphal-globin gene and beta-
globin gene and

(iv) transcribing in vitro the nucleic acid obtained wherein the nucleic acid sequences (a), (b-1), (b-2) and, where
appropriate, (b-3) can be transcribed to give a common transcript in which the nucleic acid sequences transcribed
from the nucleic acid sequences (b-1), (b-2) and, where appropriate, (b-3) are active so as to increase the
translation efficiency and/or the stability of the nucleic acid sequence transcribed from the transcribable nucleic
acid sequence (a).

A method of translating a selected mMRNA molecule in order to increase expression thereof, comprising:

(i) coupling afirst nucleic acid sequence (b-1) atthe 3’ end of a nucleic acid sequence (a) which can be transcribed
to give said mMRNA molecule,

(i) coupling a second nucleic acid sequence (b-2) at the 3’ end of said first nucleic acid sequence (b-1), and,
where appropriate,

(iiif) coupling at least one further nucleic acid sequence (b-3) at the 3’ end of said second nucleic acid sequence
(b-2),

wherein the nucleic acid sequences (b-1), (b-2) and, where appropriate, (b-3) are selected from the group
consisting of:

(I) a nucleic acid sequence which corresponds to the 3’-untranslated region of a globin gene and

(I) a nucleic acid sequence which is at least 90% identical to the nucleic acid sequence under (l), wherein
the nucleic acid sequences (b-1), (b-2) and, where appropriate, (b-3) are independently of one another
derived from a gene selected from the group consisting of alpha2-globin gene, alpha1-globin gene and
beta-globin gene and

(iv) translating the mRNA which is obtainable by transcribing the nucleic acid obtained,

wherein the nucleic acid sequences (a), (b-1), (b-2) and, where appropriate, (b-3) can be transcribed to give a
common transcript in which the nucleic acid sequences transcribed from the nucleic acid sequences (b-1), (b-2)
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and, where appropriate, (b-3) are active so as to increase the translation efficiency and/or the stability of the nucleic
acid sequence transcribed from the transcribable nucleic acid sequence (a)

The method as claimed in claim 28, wherein transcription is carried out in vitro.

The method as claimed in any of claims 27 to 29, which further comprises coupling a nucleic acid sequence (c)
which, when transcribed, codes for a nucleotide sequence of at least 20 consecutive A nucleotides, at the 3’ end of
the nucleic acid sequence (b-2) or, where appropriate, of the nucleic acid sequence (b-3).

The method as claimed in claim 30, wherein the nucleic acid sequences (a), (b-1), (b-2) and, where appropriate,
(b-3), and (c) can be transcribed to give a common transcript in which the nucleic acid sequences transcribed from
the nucleic acid sequences (b-1), (b-2), where appropriate, (b-3) and (c) are active so as to increase the translation
efficiency and/or the stability of the nucleic acid sequence transcribed from the nucleic acid sequence (a).

The method as claimed in claim 30 or 31, characterized in that it further comprises, prior to transcription of the
nucleic acid obtained, cleavage within the nucleic acid sequence (c) in such a way that transcription of the nucleic
acid obtained in this way generates a transcript which has the nucleic acid sequences transcribed from the nucleic
acid sequences (a), (b-1), (b-2) and, where appropriate, (b-3) and a 3’-terminal nucleotide sequence of at least 20
consecutive A nucleotides, wherein the 3’-terminal nucleotide of said transcript is an A nucleotide of the nucleotide
sequence of at least 20 consecutive A nucleotides.

The method as claimed in any of claims 27 to 32, wherein the beta-globin gene is human beta-globin gene.
The method as claimed in claim 32, wherein cleavage is carried out with the aid of a restriction cleavage site.

The method as claimed in claim 34, wherein the restriction cleavage site is a restriction cleavage site for a type 1S
restriction endonuclease.

The method as claimed in claim 35, wherein the recognition sequence for the type IIS restriction endonuclease is
located 5-26 base pairs downstream of the 3’ end of the nucleic acid sequence which, when transcribed, codes for
a nucleotide sequence of at least 20 consecutive A nucleotides.

The method as claimed in claim 36, wherein the recognition sequence for the type IIS restriction endonuclease is
located 24-26 base pairs downstream of the 3’ end of the nucleic acid sequence which, when transcribed, codes
for a nucleotide sequence of at least 20 consecutive A nucleotides.

An RNA obtainable by a method of transcribing in vitro a selected RNA molecule as claimed in any of claims 27
and 30-37, wherein in the RNA transcripts of the nucleic acid sequences (a), (b-1), (b-2) and, where appropriate,
(b-3) are present in a common transcript.

The use of the RNA as claimed in claim 26 or 38 for transfecting a host cell.

The use as claimed in claim 39, wherein the host cell is an antigen-presenting cell, in particular a dendritic cell, a
monocyte or a macrophage.

Revendications

1.

Molécule d’acide nucléique, comprenant dans la direction de transcription 5T13’:

(a) un promoteur,

(b) une séquence d’acide nucléique transcriptible ou une séquence d’acide nucléique pour une introduction
d’'une séquence d’acide nucléique transcriptible,

(c-1) une premiére séquence d’acide nucléique,

(c-2) une deuxiéme séquence d’acide nucléique, et en option

(c-3) au moins une autre séquence d’acide nucléique,

tandis que les séquences d’acide nucléique (c-1), (c-2) et en option (c-3) sont choisies dans le groupe consistant
en:
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(I) une séquence d’acide nucléique qui correspond a la région 3’-non-traduite d’'un géne de globine, et
(I) une séquence d’acide nucléique qui présente au moins 90% d’identité par rapport a la séquence d’acide
nucléique sous (),

tandis que les séquences d’acide nucléique (c-1), (c-2) et en option (c-3) sont dérivées indépendamment 'une de
l'autre d’'un géne choisi dans le groupe consistant en géne d’alpha2-globine, géne d’alpha1-globine, et géne de
béta-globine, et

tandis que les séquences d’acide nucléique (b), (c-1), (c-2) et en option (c-3) sont aptes a étre transcrites sous le
contréle du promoteur (a) dans un transcrit commun, et que dans le transcrit commun les séquences d’acide
nucléique transcrites a partir des séquences d’acide nucléique (c-1), c-2) et en option (c-3) sont actives pour aug-
menter I'efficacité de traduction et/ou la stabilité de la séquence d’acide nucléique transcrite a partir de la séquence
d’acide nucléique transcriptible (b).

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 1, dans laquelle les séquences d’acide nucléique (c-1), (c-2) et
en option (c-3) peuvent étre identiques ou différentes.

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 1 ou 2, qui comprend en outre une séquence d’acide nucléique
qui code lors d’une transcription sous le contrdle du promoteur (a) pour une séquence nucléotidique d’au moins 20
nucléotides A consécutifs dans le transcrit.

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 3, dans laquelle les séquences d’acide nucléique (b), (c-1), (c-
2), en option (c-3), et (d) sont transcriptibles sous le contréle du promoteur (a) en un transcrit commun et dans le
transcrit commun les séquences d’acide nucléique transcrites a partir des séquences d’acide nucléique (c-1), (c-
2), en option (c-3) et (d) sont actives pour augmenter I'efficacité de traduction et/ou la stabilité de la séquence d’acide
nucléique transcrite a partir de la séquence d’acide nucléique transcriptible (b).

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 3 ou 4, dans laquelle la séquence d’acide nucléique (d) code,
lors d’'une transcription sous le contréle du promoteur (a), pour une séquence nucléotidique d’au moins 40 nucléotides
A consécutifs dans le transcrit.

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 5, dans laquelle la séquence d’acide nucléique (d) code, lors
d’une transcription sous le contréle du promoteur (a), pour une séquence nucléotidique d’au moins 80 nucléotides
A consécutifs dans le transcrit.

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 6, dans laquelle la séquence d’acide nucléique (d) code, lors
d’une transcription sous le contrdle du promoteur (a), pour une séquence nucléotidique d’au moins 100 nucléotides
A conseécutifs dans le transcrit.

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 7, dans laquelle la séquence d’acide nucléique (d) code, lors
d’une transcription sous le contrdle du promoteur (a), pour une séquence nucléotidique d’environ 120 nucléotides
A consécutifs dans le transcrit.

Molécule d’acide nucléique selon I'une des revendications 3 a 8, caractérisée en ce qu’elle peut étre scindée a
l'intérieur de la séquence d’acide nucléique (d), de préférence par voie enzymatique ou encore biochimique, de
telle maniere que sous l'effet de la coupure il se forme une molécule d’acide nucléique qui comprend, dans la
direction de transcription 5T1 3’, le promoteur (a), la séquence d’acide nucléique (b), les séquences d’acide nucléique
(c-1), (c-2), en option (c-3), et au moins une partie de la séquence d’acide nucléique (d), tandis que la au moins
une partie de la séquence d’acide nucléique (d) code, lors d'une transcription sous le contréle du promoteur (a),
pour une séquence nucléotidique d’au moins 20 nucléotides A consécutifs dans le transcrit, et que le transcrit
présente comme nucléotide 3’-terminal un nucléotide A provenant de la séquence nucléotidique d’au moins 20
nucléotides A consécultifs.

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 9, dans laquelle la molécule d’acide nucléique, aprés la coupure
a I'extrémité du brin qui sert de matrice pour la séquence nucléotidique d’au moins 20 nucléotides A consécutifs,
présente un nucléotide T qui fait partie de la séquence nucléotidique qui sert de matrice pour la séquence nucléo-
tidique d’au moins 20 nucléotides A consécutifs dans le transcrit.

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 9 ou 10, dans laquelle la au moins une partie de la séquence
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d’acide nucléique (d) code, lors d’une transcription sous le contréle du promoteur (a), pour une séquence nucléo-
tidique d’au moins 40 nucléotides A consécutifs dans le transcrit.

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 11, dans laquelle la au moins une partie de la séquence d’acide
nucléique (d) code, lors d’'une transcription sous le contréle du promoteur (a), pour une séquence nucléotidique
d’au moins 80 nucléotides A consécutifs dans le transcrit.

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 12, dans laquelle la au moins une partie de la séquence d’acide
nucléique (d) code, lors d’'une transcription sous le contréle du promoteur (a), pour une séquence nucléotidique
d’au moins 100 nucléotides A consécutifs dans le transcrit.

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 13, dans laquelle la au moins une partie de la séquence d’acide
nucléique (d) code, lors d’'une transcription sous le contréle du promoteur (a), pour une séquence nucléotidique
d’environ 120 nucléotides A consécutifs dans le transcrit.

Molécule d’acide nucléique selon I'une des revendications 9 a 14, caractérisée en ce qu’elle se présente avant
la coupure a I'état de molécule en boucle fermée et aprés la coupure sous forme de molécule linéaire.

Molécule d’acide nucléique selon 'une des revendications 9 a 15, dans laquelle la coupure s’effectue au moyen
d’un site de coupure par restriction.

Molécule selon la revendication 16, dans laquelle le site de coupure par restriction est un site de coupure par
restriction pour une endonucléase de restriction de type IIS.

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 17, dans laquelle la séquence de reconnaissance pour I'endo-
nucléase de restriction de type IIS se situe en aval et a distance de 5-26 paires de bases de I'extrémité 3’ de la
séquence d’'acide nucléique (d).

Molécule d’acide nucléique selon la revendication 18, dans laquelle la séquence de reconnaissance pour I'endo-
nucléase de restriction de type IIS se situe en aval et a distance de 24-26 paires de bases de I'extrémité 3’ de la
séquence d’'acide nucléique (d).

Molécule d’acide nucléique selon I'une des revendications 1 a 19, dans laquelle le géne de béta-globine est un
géne de béta-globine humain.

Molécule d’acide nucléique selon 'une des revendications 1 a 20, dans laquelle la séquence d’acide nucléique
transcriptible comprend une séquence d’acide nucléique codant pour un peptide ou une protéine et la séquence
d’acide nucléique pour l'introduction d’une séquence d’acide nucléique transcriptible est un site de clonage multiple.

Molécule d’acide nucléique selon 'une des revendications 1 a 21, comprenant en outre un ou plusieurs éléments
choisis dans le groupe consistant en: (i) un géne reporter; (ii) un marqueur sélectionnable; et (iii) une origine de
réplication.

Molécule d’acide nucléique selon I'une des revendications 1 a 22, dans laquelle la molécule d’acide nucléique se
présente dans une conformation en boucle fermée.

Molécule d’acide nucléique selon I'une des revendications 1 a 23, qui convient, en particulier aprés une linéarisation,
pour la transcription in vitro d’ARN, en particulier ’ARNm.

Molécule d’acide nucléique, qui peut étre obtenue par linéarisation de la molécule d’acide nucléique selon I'une des
revendications 1 a 24.

ARN qui peut étre obtenu par transcription, de préférence par transcription in vitro, avec une molécule d’acide
nucléique selon l'une des revendications 1 a 25 sous le controle du promoteur (a), tandis que dans 'ARN des

transcrits des séquences d’acide nucléique (b), (c-1), (c-2) et en option (c-3) sont présents dans un transcrit commun.

Procédé pour la transcription in vitro d’'une molécule d’ARN sélectionnée, pour augmenter la stabilité et/ou I'efficacité
de traduction de celle-ci, comprenant:
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(i) le couplage d’une premiére séquence d’acide nucléique (b-1) al’'extrémité 3’ d’'une séquence d’acide nucléique
(a), qui est transcriptible dans la molécule d’ARN,

(i) le couplage d’'une deuxieme séquence d’acide nucléique (b-2) a I'extrémité 3’ de la premiére séquence
d’acide nucléique (b-1), et en option

(iiii) le couplage d’au moins une autre séquence d’acide nucléique (b-3) a I'extrémité 3’ de la deuxiéme séquence
d’acide nucléique (b-2),

tandis que les séquences d’acide nucléique (b-1), (b-2) et en option (b-3) sont choisies dans le groupe consistant
en:

(I) une séquence d’'acide nucléique qui correspond a la région 3’-non-traduite d’'un géne de globine, et
(I) une séquence d’acide nucléique qui présente au moins 90% d’identité vis-a-vis de la séquence d’acide
nucléique sous (l),

tandis que les séquences d’acide nucléique (b-1), (b-2) et en option (b-3) sont dérivées indépendamment 'une
de l'autre d’'un géne choisi dans le groupe consistant en gene d’alpha2-globine, géne d’alpha1-globine, et gene
de béta-globine, et

(iv) la transcription in vitro de I'acide nucléique obtenu,

tandis que les séquences d’acide nucléique (a), (b-1), (b-2) et en option (b-3) sont aptes a étre transcrites en un
transcrit commun, et que dans le transcrit commun les séquences d’acide nucléique transcrites a partir des séquen-
ces d’acide nucléique (b-1), b-2) et en option (b-3) sont actives pour augmenter I'efficacité de traduction et/ou la
stabilité de la séquence d’acide nucléique transcrite a partir de la séquence d’acide nucléique transcriptible (a).

Procédé pour la traduction d’'une molécule d’ARNm sélectionnée, pour augmenter I'expression de celle-ci, compre-
nant:

(i) le couplage d’'une premiére séquence d’acide nucléique (b-1) al'extrémité 3’ d’'une séquence d’acide nucléique
(a), qui est transcriptible dans la molécule d’ARNm,

(i) le couplage d’'une deuxieme séquence d’acide nucléique (b-2) a I'extrémité 3’ de la premiére séquence
d’acide nucléique (b-1), et en option

(iii) le couplage d’au moins une autre séquence d’acide nucléique (b-3) a I'extrémité 3’ de la deuxieme séquence
d’acide nucléique (b-2),

tandis que les séquences d’acide nucléique (b-1), (b-2) et en option (b-3) sont choisies dans le groupe consistant
en:

(I) une séquence d’acide nucléique qui correspond a la région 3’-non-traduite d’'un géne de globine, ou
() une séquence d’acide nucléique qui présente au moins 90% d’identité vis-a-vis de la séquence d’acide
nucléique sous (1),

tandis que les séquences d’acide nucléique (b-1), (b-2) et en option (b-3) sont dérivées indépendamment I'une
de l'autre d’un gene choisi dans le groupe consistant en géne d’alpha2-globine, géne d’alpha1-globine, et géne
de béta-globine, et

(iv) la traduction de 'ARNm, qui peut étre obtenu par transcription de I'acide nucléique obtenu,

tandis que les séquences d’acide nucléique (a), (b-1), (b-2) et en option (b-3) sont aptes a étre transcrites en un
transcrit commun, et que dans le transcrit commun les séquences d’acide nucléique transcrites a partir des séquen-
ces d’acide nucléique (b-1), b-2) et en option (b-3) sont actives pour augmenter I'efficacité de traduction et/ou la
stabilité de la séquence d’acide nucléique transcrite a partir de la séquence d’acide nucléique transcriptible (a).

Procédé selon la revendication 28, dans lequel la transcription est effectuée in vitro.

Procédé selon I'une des revendications 27 a 29, qui comprend en outre un couplage d’'une séquence d’acide
nucléique (c), qui code lors d’'une transcription pour une séquence nucléotidique d’au moins 20 nucléotides A
consécutifs, a I'extrémité 3’ de la séquence d’acide nucléique (b-2) ou en option de la séquence d’acide nucléique

(b-3).

Procédé selon la revendication 30, dans lequel les séquences d’acide nucléique (a), (b-1), (b-2), en option (b-3),
et (c) sont aptes a étre transcrites dans un transcrit commun, et dans le transcrit commun les séquences d’acide
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nucléique transcrites a partir des séquences d’acide nucléique (b-1), (b-2) en option (b-3) et (c) sont actives pour
augmenter I'efficacité de traduction et/ou la stabilité de la séquence d’acide nucléique transcrite a partir de la
séquence d’'acide nucléique (a).

Procédé selon la revendication 30 ou 31, caractérisé en ce qu’il comprend en outre, avant une transcription de
I'acide nucléique obtenu, une coupure a l'intérieur de la séquence d’acide nucléique (c), de telle maniére que lors
d’une transcription de 'acide nucléique ainsi obtenu il se forme un transcrit qui présente les séquences d’acide
nucléique transcrites a partir des séquences d’acide nucléique (a), (b-1), (b-2) et en option (b-3) et présente a son
extrémité 3’ une séquence nucléotidique d’au moins 20 nucléotides A consécutifs, tandis que le transcrit présente
comme nucléotide 3’-terminal un nucléotide A provenant de la séquence nucléotidique d’au moins 20 nucléotides
A consécutifs.

Procédé selon 'une des revendications 27 a 32, dans lequel le géne de béta-globine et un géne de béta-globine
humain.

Procédé selon larevendication 32, dans lequel la coupure est effectuée au moyen d’un site de coupure par restriction.

Procédé selon la revendication 34, dans lequel le site de coupure par restriction est un site de coupure par restriction
pour une endonucléase de restriction du type IIS.

Procédé selon la revendication 35, dans lequel la séquence de reconnaissance pour I'endonucléase de restriction
du type IS se situe en aval et éloignée de 5-26 paires de bases de I'extrémité 3’ de la séquence d’acide nucléique
qui, lors d’une transcription, code pour une séquence nucléotidique d’au moins 20 nucléotides A consécutifs.

Procédé selon la revendication 36, dans lequel la séquence de reconnaissance pour I'endonucléase de restriction
du type IIS se situe en aval et éloignée de 24-26 paires de bases de I'extrémité 3’ de la séquence d’acide nucléique
qui, lors d’une transcription, code pour une séquence nucléotidique d’au moins 20 nucléotides A consécultifs.
ARN, qui peut étre obtenu par un procédé pour la transcription in vitro d’'une molécule d’ARN sélectionnée selon
I'une des revendications 27 et 30-37, tandis que dans I’ARN les transcrits des séquences d’acide nucléique (a), (b-
1), (b-2) et en option (b-3) sont présentes dans un transcrit commun.

Utilisation de I'ARN selon la revendication 26 ou 38 pour la transfection d’une cellule héte.

Utilisation selon la revendication 39, dans laquelle la cellule hote est une cellule présentant I'antigéne, en particulier
une cellule dendritique, un monocyte ou un macrophage.
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