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DESCRIPCION
ARNm de codones optimizados que codifica CFTR para su uso en el tratamiento de fibrosis quistica
Antecedentes

La fibrosis quistica es un trastorno hereditario autosémico provocado por mutacién del gen de CFTR, que codifica un
canal de iones cloruro que se cree que esta implicado en la regulacion de muchos otros canales de iones y sistemas
de transporte en las células epiteliales. La pérdida de funciéon de CFTR provoca enfermedad pulmonar crénica,
produccién aberrante de moco y esperanza de vida drasticamente reducida. Véase, en general, Rowe et al. New
Engl. J. Med. 352, 1992-2001 (2005).

Actualmente, no hay cura para la fibrosis quistica (CF). La bibliografia ha documentado numerosas dificultades
encontradas en el intento por inducir la expresion de CFTR en el pulmén. Por ejemplo, los vectores viricos que
comprenden ADN de CFTR desencadenaban respuestas inmunitarias y los sintomas de CF persistian después de la
administracién. Conese et al., J. Cyst. Fibros. 10 Supl. 2, S114-28 (2011); Rosenecker et al., Curr. Opin. Mol. Ther.
8, 439-45 (2006). Se ha informado de que la administracion no virica de ADN, incluyendo ADN de CFTR,
desencadena respuestas inmunitarias. Alton et al., Lancet 353, 947-54 (1999); Rosenecker et al., J Gene Med. 5, 49-
60 (2003). Ademas, los vectores no viricos de ADN encuentran el problema adicional de que la maquinaria del
complejo de poro nuclear no importa normalmente ADN al nicleo, donde se produciria la transcripcién. Pearson,
Nature 460, 164-69 (2009). El documento US 2015/038556 A1 describe materiales, formulaciones, métodos de
produccién y métodos para la administracion de ARNm de CFTR para la induccién de la expresion de CFTR,
incluyendo en el pulmén de mamifero. El documento WO 2008/045548 A2 describe una secuencia sintética de ADN
de hCFTR que se ha desarrollado que produce ARNm y proteina de hCFTR en pulmones murinos y células
humanas en cultivo dosificados. Ruiz et al. (2001) describe un sindrome inflamatorio clinico atribuible a la
administracién aerosolizada de lipido-ADN en fibrosis quistica. El documento WO 2018/089790 describe
composiciones y métodos de formulaciéon de nanoparticulas que contienen acido nucleico, que comprende no mas
de tres componentes lipidicos distintos.

Sumario de la invencién
La presente invencién se define por las reivindicaciones.

La presente invencion proporciona una composicién que comprende un ARNm de codones optimizados para su
expresion en células humanas, que codifica una proteina de regulador de la conductancia transmembranaria en
fibrosis quistica (CFTR) que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, en donde el ARNm que codifica la
proteina CFTR comprende una secuencia polinuclectidica al menos un 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1, y en donde el
ARNm estd a una concentracién de al menos 0,4 mg/ml, y en donde la composicién comprende ademas un
diluyente seleccionado del grupo que consiste en DMSO, etilenglicol, glicerol, 2-metil-2,4-pentanodiol (MPD),
propilenglicol, sacarosa y trehalosa, en donde dicha composicién es para su uso en un método de tratamiento de
fibrosis quistica (CF) en un sujeto, y la etapa de administracion de la composicion al sujeto comprende inhalacion.

En algunas realizaciones, el ARNm que codifica CFTR esté a una concentracién de al menos 0,5 mg/ml. En algunas
realizaciones, el ARNm que codifica CFTR estd a una concentracion de al menos 0,6 mg/ml. En algunas
realizaciones, el ARNm que codifica CFTR esta a una concentracién que varia de 0,4 mg/ml a 0,8 mg/ml. En
algunas realizaciones, la dosis es de 24 mg o menos a la semana, de ARNm que codifica CFTR. En algunas
realizaciones, la dosis es de 16 mg o menos a la semana, de ARNm que codifica CFTR. En algunas realizaciones, la
dosis es de 8 mg o menos a la semana, de ARNm que codifica CFTR.

El ARNm que codifica la proteina CFTR comprende una secuencia polinucleotidica al menos un 90 % idéntica a
SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el ARNm que codifica la proteina CFTR comprende una secuencia
polinucleotidica al menos un 95 % idéntica a SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, el ARNm que codifica la
proteina CFTR comprende una secuencia polinucleotidica al menos un 99 % idéntica a SEQ ID NO: 1. En algunas
realizaciones, el ARNm que codifica la proteina CFTR comprende una secuencia polinucleotidica idéntica a SEQ ID
NO: 1.

En algunas realizaciones, la composicion se almacena como una suspensién estéril congelada antes de la
administracion. En algunas realizaciones, la composiciéon se almacena en un vial de un solo uso antes de la
administracion. En algunas realizaciones, el vial de un solo uso comprende menos de 5,0 ml de la composicion. En
algunas realizaciones, el ARNm que codifica la proteina CFTR esta a una dosificacién que varia de 8 mg a 24 mg.

En algunas realizaciones, el ARNm que codifica la proteina CFTR comprende ademas una secuencia de regién no
traducida (UTR) 5' de SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, el ARNm que codifica la proteina CFTR comprende
ademas una secuencia de region no traducida (UTR) 3' de SEQ ID NO: 4 o0 SEQ ID NO: 5.

En algunas realizaciones, el ARNm que codifica la proteina CFTR se encapsula dentro de una nanoparticula. En
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algunas realizaciones, la nanoparticula es un liposoma. En algunas realizaciones, el liposoma comprende uno o mas
lipidos cati6nicos, uno o mas lipidos no catidénicos, y uno o mas lipidos modificados con PEG. En algunas
realizaciones, el liposoma comprende no mas de tres componentes lipidicos distintos. En algunas realizaciones, un
componente lipidico distinto es un lipido catiénico a base de esterol. En algunas realizaciones, el liposoma tiene un
tamafio menor de aproximadamente 100 nm. En algunas realizaciones, el liposoma tiene un tamafio que varia de 40
nm a 60 nm. En algunas realizaciones, los no mas de tres componentes lipidicos distintos son un lipido catiénico, un
lipido no catidnico y un lipido modificado con PEG. En algunas realizaciones, el liposoma comprende éster de
imidazol colesterol (ICE), 1,2-diolecil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) y 1,2-dimiristoil-sn-glicerol,
metoxipolietilenglicol (DMG-PEG-2K). En algunas realizaciones, ICE y DOPE estan presentes a una relacién molar
de >1:1. En algunas realizaciones, ICE y DMG-PEG-2K estan presentes a una relacion molar de >10:1. En algunas
realizaciones, DOPE y DMG-PEG-2K estan presentes a una relacién molar de >5:1.

En algunas realizaciones, el vial de un solo uso comprende entre 3,0 y 4,0 ml de la composiciéon. En algunas
realizaciones, el vial de un solo uso comprende entre 3,2 ml de la composicion.

Breve descripcion de los dibujos
Los dibujos son con propésitos de ilustracion solamente, no para limitacién.

La figura 1 representa la estructura general de la composicién que comprende un ARNm que codifica una proteina
CFTR y un proceso de formulacion simplificado.

La figura 2 representa un grafico ejemplar del nimero de copias de ARNm/g en tejido pulmonar de rata después de
tratar las ratas con liposomas cargados con ARNm de hCFTR.

La figura 3 representa un grafico ejemplar del nimero de copias de ARNm en tejido pulmonar de primate (NHP)
después de tratar los NHP con liposomas cargados con ARNm de hCFTR.

La figura 4 representa un grafico ejemplar que muestra la actividad aumentada del canal de cloruro demostrada
después de la transfecciéon con liposomas cargados con ARNm de hCFTR.

La figura 5 representa IHC ejemplar de la proteina hCFTR en tejido pulmonar de un primate después de una sola
dosis de una composicién que comprende un ARNm que codifica una proteina CFTR.

La figura 6 representa un grafico ejemplar del aumento factorial de copias de CO-ARNm de hCFTR sobre los niveles
endégenos de ARNm de CFTR en tejido pulmonar de primate después de una sola dosis de una composicion que
comprende un ARNm que codifica una proteina CFTR.

La figura 7 representa un gréafico ejemplar del porcentaje de CO-ARNm de hCFTR administrado a tejido pulmonar de
primate en comparacién con tejido de las vias respiratorias después de una sola dosis de una composiciéon que
comprende un ARNm de codifica una proteina CFTR.

La figura 8A-C representa la expresion de proteina derivada de ARNm de CFTR en células epiteliales bronquiales
altas de primate colocalizada con proteina endégena de union ocluyente de membrana, ZO1 (que esta presente en
la membrana celular), después de tratamiento con ARNm de CFTR nebulizado encapsulado en una nanoparticula
lipidica, administrado por inhalacién. La figura 8A representa imagenes microscopicas de inmunotincién de células
epiteliales bronquiales altas de un primate tratado con tampén (10 % de trehalosa) como control; que muestran la
tincién de proteina CFTR derivada de ARNm (izquierda), tincion de proteina ZO1 endbgena (centro) y combinacién
oOptica de la tincion de proteina CFTR derivada de ARNm y tincion de proteina ZO1 enddgena (derecha), sin proteina
CFTR derivada de ARNm visible presente en las membranas celulares de células epiteliales bronquiales altas. La
figura 8B representa imagenes microscépicas de inmunotincion de células epiteliales bronquiales altas de un primate
tratado con ARNm de CFTR nebulizado (500 ug/kg); que muestran tincién de proteina CFTR derivada de ARNm
(izquierda), tincién de proteina ZO1 endbgena (centro) y combinacion optica de la tincién de proteina CFTR derivada
de ARNm y tincion de proteina ZO1 endégena (derecha), con proteina CFTR derivada de ARNm presente en las
membranas celulares de células epiteliales bronquiales altas. La figura 8C representa imagenes microscépicas de
inmunotincion representativas de células epiteliales bronquiales altas de un primate tratado con ARNm de CFTR
nebulizado (1000 ug/kg); que muestran la tincion de proteina CFTR derivada de ARNm (izquierda), tincién de
proteina ZO1 endbgena (centro) y combinacion optica de la tincién de proteina CFTR derivada de ARNm y tincion de
proteina ZO1 enddégena (derecha) con proteina CFTR derivada de ARNm presente en las membranas celulares de
células epiteliales bronquiales altas.

La figura 9A-C representa la expresién de proteina derivada de ARNm de CFTR en células epiteliales de las vias
respiratorias bajas de primate colocalizada con proteina endégena de unién ocluyente de membrana, ZO1 (que esta
presente en la membrana celular), después de tratamiento con ARNm de CFTR nebulizado encapsulado en una
nanoparticula lipidica, administrado por inhalacién. La figura 9A representa imagenes microscopicas de
inmunotincién de células epiteliales de las vias respiratorias bajas de un primate tratado con tampén (10 % de

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2993 135 T3

trehalosa) como control; que muestran la tincién de proteina CFTR derivada de ARNm (izquierda), tincion de
proteina ZO1 endbgena (centro} y combinacion optica de tincién de la proteina CFTR derivada de ARNm y proteina
Z0O1 endogena (derecha), sin proteina CFTR derivada de ARNm visible presente en las membranas celulares de
células epiteliales bronquiales bajas. La figura 9B representa imagenes microscépicas de inmunotincién de células
epiteliales de las vias respiratorias bajas de un primate tratado con ARNm de CFTR nebulizado (500 pg/kg); que
muestran tincién de proteina CFTR derivada de ARNm (izquierda), tincion de proteina ZO1 endégena (centro) y
combinacion optica de la tincién de proteina CFTR derivada de ARNm vy tincién de proteina ZO1 endogena
(derecha), con proteina CFTR derivada de ARNm presente en las membranas celulares de células epiteliales
bronquiales bajas. La figura 9C representa imagenes microscopicas de inmunotincién representativas de células
epiteliales de las vias respiratorias bajas de un primate tratado con ARNm de CFTR nebulizado (1000 ug/kg); que
muestran la tincién de proteina CFTR derivada de ARNm (izquierda), tincién de proteina ZO1 endégena (centro) y
combinacion optica de la tincién de proteina CFTR derivada de ARNm vy tincién de proteina ZO1 endogena
(derecha) , con proteina CFTR derivada de ARNm presente en las membranas celulares de células epiteliales
bronquiales bajas.

La figura 10A-C representa la expresion de proteina derivada de ARNm de CFTR en células de la regién alveolar de
un pulmén de primate colocalizada con proteina endégena de unién ocluyente de membrana, ZO1 (que esta
presente en la membrana celular), después de tratamiento con ARNm de CFTR nebulizado encapsulado en una
nanoparticula lipidica, administrado por inhalacién. La figura 10A representa imagenes microscopicas de
inmunotinciéon de un primate tratado con tampén (10 % de trehalosa) como control; que muestran la tincion de
proteina CFTR derivada de ARNm (izquierda), tincién de proteina ZO1 enddgena (centro) y combinacién éptica de
tincién de la proteina CFTR derivada de ARNm y proteina ZO1 endégena (derecha), sin proteina CFTR derivada de
ARNm presente en las membranas celulares de células alveolares. La figura 10B representa imagenes
microscopicas de inmunotinciéon de un primate tratado con ARNm de CFTR nebulizado (500 pg/kg); que muestran la
tincién de proteina CFTR derivada de ARNm (izquierda), tincion de proteina ZO1 endbgena (centro) y combinacién
oOptica de tincién de la proteina CFTR derivada de ARNm y proteina ZO1 enddgena (derecha), con proteina CFTR
derivada de ARNm presente en las membranas celulares de células alveolares. La figura 10C muestra imagenes
microscopicas de inmunotincién representativas de un primate tratado con ARNm de CFTR nebulizado (1000 ug/kg);
que muestran la tincion de proteina CFTR derivada de ARNm (izquierda), tincién de proteina ZO1 endbgena (centro)
y combinacién optica de la tincion de proteina CFTR derivada de ARNm vy tincion de proteina ZO1 endogena
(derecha), con proteina CFTR derivada de ARNm presente en las membranas celulares de células alveolares.

Definiciones

Para que la presente invencion se entienda mas facilmente, en primer lugar, se definen a continuacién determinados
términos. Definiciones adicionales para los siguientes términos y otros términos se exponen por toda la memoria
descriptiva.

Aproximadamente: Como se usa en este documento, el término "aproximadamente", aplicado a uno o mas valores
de interés, se refiere a un valor que es similar a un valor de referencia indicado. El término "aproximadamente"
puede referirse a un intervalo de valores que estan dentro de un 25 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %,
13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % o0 menos en cualquier direccion de (mayor de
o0 menor de) el valor de referencia indicado a menos que se indique otra cosa o sea evidente de otra manera por el
contexto (excepto cuando dicho nimero excederia un 100 % de un valor posible).

Administracion: Como se usa en este documento, el término "administracion" abarca tanto administracién local como
sistémica. Por ejemplo, la administracion de ARNm abarca situaciones en que un ARNm se administra a un tejido
diana y la proteina codificada se expresa y retiene dentro del tejido diana (también denominada "distribucion local" o
"administracién local"), y situaciones en que un ARNm se administra a un tejido diana y la proteina codificada se
expresa y secreta al sistema de circulacion del paciente (por ejemplo, suero) y se distribuye sistémicamente y se
capta por otros tejidos (también denominada "distribucién sistémica" o "administracién sistémica"). En algunas
realizaciones, la administracién es administracion pulmonar, por ejemplo, que comprende nebulizacion.

Encapsulacion: Como se usa en este documento, el término "encapsulacion” o un equivalente gramatical, se refiere
al proceso de confinar una molécula de ARNm dentro de una nanoparticula.

Expresion: Como se usa en este documento, "expresion" de una secuencia de acido nucleico se refiere a la
traduccion de un ARNm en un polipéptido, el ensamblaje de multiples polipéptidos (por ejemplo, cadena pesada o
cadena ligera de anticuerpo) en una proteina intacta (por ejemplo, anticuerpo) y/o modificacion postraduccional de
un polipéptido o proteina completamente ensamblada (por ejemplo, anticuerpo). En esta solicitud, los términos
"expresion" y "produccién” y equivalentes gramaticales, se usan indistintamente.

Funcional: Como se usa en este documento, una molécula biolégica "funcional' es una molécula biolégica en una
forma en que presenta una propiedad y/o actividad por la que se caracteriza.

Semivida: Como se usa en este documento, el término "semivida" es el tiempo requerido para que una cantidad, tal
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como concentracién o actividad de acido nucleico o proteina caiga hasta la mitad de su valor medido al inicio de un
periodo de tiempo.

Mejorar, aumentar o reducir: Como se usa en este documento, los términos "mejorar", "aumentar" o "reducir", o
equivalentes gramaticales, indican valores que son relativos a una medicién basal, tal como una medicién en el
mismo individuo antes del inicio del tratamiento descrito en este documento, o una mediciéon en un sujeto de control
(o multiples sujetos de control) en ausencia del tratamiento descrito en este documento. Un "sujeto de control" es un
sujeto afectado con la misma forma de enfermedad que el sujeto que se esta tratando, que es aproximadamente de
la misma edad que el sujeto que se esta tratando.

In vitro: Como se usa en este documento, el término "in vitro" se refiere a acontecimientos que se producen en un
entorno artificial, por ejemplo, en un tubo de ensayo o recipiente de reaccion, en cultivo celular, etc., en lugar de
dentro de un organismo multicelular.

In vivo: Como se usa en este documento, el término "in vivo" se refiere a acontecimientos que se producen dentro de
un organismo multicelular, tal como un ser humano y un animal no humano. En el contexto de sistemas basados en
células, el término puede usarse para hacer referencia a acontecimientos que se producen dentro de una célula viva
(en oposicién a, por ejemplo, sistemas in vitro).

Aislada: Como se usa en este documento, el término "aislada" se refiere a una sustancia y/o entidad que se ha (1)
separado de al menos algunos de los componentes con los que estaba asociado cuando se produjo inicialmente (ya
sea en la naturaleza y/o en un entorno experimental), y/o (2) producido, preparado y/o fabricado por la mano del
hombre. Las sustancias y/o entidades aisladas pueden separarse de aproximadamente un 10 %, aproximadamente
un 20 %, aproximadamente un 30 %, aproximadamente un 40 %, aproximadamente un 50 %, aproximadamente un
60 %, aproximadamente un 70 %, aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 90 %, aproximadamente un
91 %, aproximadamente un 92 %, aproximadamente un 93 %, aproximadamente un 94 %, aproximadamente un
95 %, aproximadamente un 96 %, aproximadamente un 97 %, aproximadamente un 98 %, aproximadamente un
99 % o mas de aproximadamente un 99 % de los otros componentes con que estaban asociadas inicialmente. Los
agentes aislados pueden ser aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 85 %, aproximadamente un 90 %,
aproximadamente un 91 %, aproximadamente un 92 %, aproximadamente un 93 %, aproximadamente un 94 %,
aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 96 %, aproximadamente un 97 %, aproximadamente un 98 %,
aproximadamente un 99 % o mas de aproximadamente un 99 % puros. Como se usa en este documento, una
sustancia es "pura" si esta sustancialmente libre de otros componentes. Como se usa en este documento, el célculo
del porcentaje de pureza de sustancias y/o entidades aisladas no debe incluir excipientes (por ejemplo, tampon,
disolvente, agua, etc.).

ARN mensajero (ARNm): Como se usa en este documento, la expresion "ARN mensajero (ARNm)" se refiere a un
polinucleétido que codifica al menos un polipéptido. ARNm, como se usa en este documento, abarca ARN tanto
modificado como sin modificar. EI ARNm puede contener una o mas regiones codificantes y no codificantes. El
ARNm puede purificarse de fuentes naturales, producirse usando sistemas de expresion recombinante y
opcionalmente purificarse, sintetizarse quimicamente, etc. Cuando sea apropiado, por ejemplo, en el caso de
moléculas sintetizadas quimicamente, el ARNm puede comprender analogos nucleosidicos tales como analogos que
tienen bases o glucidos modificados quimicamente, modificaciones de la cadena principal, etc. Una secuencia de
ARNm se presenta en direccién 5' a 3' a menos que se indique otra cosa.

Acido nucleico: Como se usa en este documento, la expresion "acido nucleico", en su sentido mas amplio, se refiere
a cualquier compuesto y/o sustancia que se incorpore o pueda incorporarse en una cadena polinucleotidica. En
algunas realizaciones, un acido nucleico es un compuesto y/o sustancia que se incorpora o puede incorporarse en
una cadena polinucleotidica mediante un enlace fosfodiéster. En algunas realizaciones, "acido nucleico" se refiere a
residuos de acido nucleico individuales (por ejemplo, nucleétidos y/o nucledsidos). En algunas realizaciones, "acido
nucleico" se refiere a una cadena polinucleotidica que comprende residuos de acido nucleico individuales. En
algunas realizaciones, "acido nucleico" abarca ARN, asi como ADN mono y/o bicatenario y/o ADNc. Ademas, las
expresiones "acido nucleico”, "ADN", "ARN" y/o expresiones similares incluyen analogos de acido nucleico, es decir,
analogos que tienen cadenas principales distintas de fosfodiéster. Por ejemplo, los denominados "acidos
peptidonucleicos”, que son conocidos en la técnica y tienen enlaces peptidicos en lugar de enlaces fosfodiéster en la
cadena principal, se consideran dentro del alcance de la presente divulgacion. La expresion "secuencia de
nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos" incluye todas las secuencias de nucledtidos que son
versiones degeneradas entre si y/o codifican la misma secuencia de aminoacidos. Las secuencias de nucle6tidos
que codifican proteinas y/o ARN pueden incluir intrones. Los &cidos nucleicos pueden purificarse de fuentes
naturales, producirse usando sistemas de expresién recombinante y opcionalmente purificarse, sintetizarse
quimicamente, etc. Cuando sea apropiado, por ejemplo, en el caso de moléculas sintetizadas quimicamente, los
acidos nucleicos pueden comprender analogos nucleosidicos tales como analogos que tienen bases o glicidos
modificados quimicamente, modificaciones de la cadena principal, etc. Una secuencia de acido nucleico se presenta
en direccién 5' a 3' a menos que se indique otra cosa. En algunas realizaciones, un acido nucleico es o comprende
nucledésidos naturales (por ejemplo, adenosina, timidina, guanosina, citidina, uridina, desoxiadenosina,
desoxitimidina, desoxiguanosina y desoxicitidina); analogos nucleosidicos (por ejemplo, 2-aminoadenosina, 2-
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tiotimidina, inosina, pirrolo-pirimidina, 3-metiladenosina, 5-metilcitidina, C-5 propinilcitidina, C-5 propiniluridina, 2-
aminoadenosina, C5-bromouridina, C5-fluorouridina, C5-yodouridina, C5-propiniluridina, C5-propinilcitidina, C5-
metilcitidina, 2-aminoadenosina, 7-desazaadenosina, 7-desazaguanosina, 8-oxoadenosina, 8-oxoguanosina, O(6)-
metilguanina y 2-tiocitidina); bases modificadas quimicamente; bases modificadas biolégicamente (por ejemplo,
bases metiladas); bases intercaladas; glicidos modificados (por ejemplo, 2'-fluororribosa, ribosa, 2'-desoxirribosa,
arabinosa y hexosa); y/o grupos fosfato modificados (por ejemplo, fosforotioatos y enlaces 5'-N-fosforamidita). En
algunas realizaciones, la presente divulgacién se refiere especificamente a "acidos nucleicos no modificados", que
significa acidos nucleicos (por ejemplo, polinucleétidos y residuos, incluyendo nucleétidos y/o nucledsidos) que no se
han modificado quimicamente para facilitar o conseguir su administracion. Los nucleétidos T y U se usan
indistintamente en las descripciones de secuencia.

Paciente: Como se usa en este documento, el término "paciente" o "sujeto” se refiere a cualquier organismo al que
puede administrarse una composicién proporcionada, por ejemplo, con propdsitos experimentales, de diagnostico,
profilacticos, cosméticos y/o terapéuticos. Pacientes tipicos incluyen animales (por ejemplo, mamiferos tales como
ratones, ratas, conejos, primates y/o seres humanos). En algunas realizaciones, un paciente es un ser humano.

Farmacéuticamente aceptable: La expresion "farmacéuticamente aceptable", como se usa en este documento, se
refiere a sustancias que, dentro del alcance de criterio médico razonable, son adecuadas para su uso en contacto
con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica u otro problema o
complicacion, acorde con una relacion de beneficio/riesgo razonable.

Sujeto: Como se usa en este documento, el término "sujeto" se refiere a un ser humano o cualquier animal no
humano (por ejemplo, ratén, rata, conejo, perro, gato, ganado bovino, cerdos, ovejas, caballos o primates). En
muchas realizaciones, un sujeto es un ser humano. Un sujeto puede ser un paciente, que se refiere a un ser humano
que se presenta a un profesional médico para diagnéstico o tratamiento de una enfermedad. El término "sujeto" se
usa en este documento indistintamente con "individuo" o "paciente”. Un sujeto puede estar afectado con o es
susceptible a una enfermedad o trastorno, pero puede presentar o no sintomas de la enfermedad o trastorno.

Sustancialmente: Como se usa en este documento, el término "sustancialmente" se refiere a la condicion cualitativa
de presentar un alcance o grado total o casi total de una caracteristica o propiedad de interés. Un experto en la
materia de biologia entendera que los fendmenos bioloégicos y quimicos raramente, si acaso, llegan a completarse
y/o prosiguen hasta completarse o consiguen o evitan un resultado absoluto. El término "sustancialmente", por lo
tanto, se usa en este documento para capturar la posible ausencia de totalidad inherente en muchos fenémenos
biolbgicos y quimicos.

Tratar: Como se usa en este documento, el término "tratar”, "tratamiento” o "tratando" se refiere a cualquier método
usado para aliviar, mejorar, atenuar, inhibir, prevenir, retardar la aparicion de, reducir la gravedad de y/o reducir la
incidencia, parcialmente o completamente, de uno o mas sintomas o rasgos de una enfermedad, trastorno y/o
afeccion particular. El tratamiento puede administrarse a un sujeto no presenta signos de una enfermedad y/o
presenta solamente signos iniciales de la enfermedad, con el propésito de disminuir el riesgo de desarrollar la
patologia asociada con la enfermedad.

Descripcion detallada

La presente invencion proporciona una composicién que comprende un ARNm de codones optimizados para su
expresion en células humanas, que codifica una proteina de regulador de la conductancia transmembranaria en
fibrosis quistica (CFTR) que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, en donde el ARNm que codifica la
proteina CFTR comprende una secuencia polinuclectidica al menos un 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1, y en donde el
ARNm estd a una concentracién de al menos 0,4 mg/ml, y en donde la composicién comprende ademas un
diluyente seleccionado del grupo que consiste en DMSO, etilenglicol, glicerol, 2-metil-2,4-pentanodiol (MPD),
propilenglicol, sacarosa y trehalosa, en donde dicha composicién es para su uso en un método de tratamiento de
fibrosis quistica (CF) en un sujeto, y la etapa de administracion de la composicion al sujeto comprende inhalacion.

Diversos aspectos de la invencién se describen en detalle en las siguientes secciones. No se entiende que el uso de
secciones sea limitante. Cada seccién puede aplicarse a cualquier aspecto.

La fibrosis quistica, también conocida como mucoviscidosis, es un trastorno genético recesivo autosémico que
afecta muy crucialmente a los pulmones, y también al pancreas, el higado y el intestino (Gibson et al., Am J Respir
Crit Care Med. (2003) 168(8):918-951; Ratjen et al., Lancet Lond Engl. (2003) 361(9358):681-689; O'Sullivan et al.,
Lancet Lond Engl. (2009) 373(9678):1891-1904). La fibrosis quistica esta provocada por mutaciones en el gen que
codifica la proteina de regulador de la conductancia transmembranaria en fibrosis quistica (CFTR). Esta proteina
funciona como un canal que transporta iones cloruro a través de la membrana de las células y es necesaria para
regular los componentes del moco, sudor, saliva, lagrimas y enzimas digestivas. Las mutaciones que provocan
enfermedad en la proteina CFTR provocan disfuncion de su actividad de canal provocando transporte andémalo de
iones cloruro y sodio a través del epitelio, dando lugar a las secreciones espesas, viscosas en el pulmoén, el
pancreas y otros 6rganos caracteristicos de enfermedad CF (O'Sulliven et al., Lancet Lond Engl. (2009) 373(9678):
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1891-1904; Rowe et al, N Engl J Med. (2005) 352(19): 1992-2001). La mayoria de pacientes con CF desarrollan
enfermedad pulmonar crénica grave relacionada con obstruccién de las vias respiratorias parcialmente debida a
niveles aumentados de mucinas sulfatadas, inflamacién e infecciones recurrentes que finalmente son mortales; la
mediana de edad de supervivencia prevista en Estados Unidos es de 40,7 afios. La fibrosis quistica es la
enfermedad genética mortal mas frecuente en la poblacién blanca.

Los sintomas a menudo aparecen en la infancia y la nifiez, con sintomas respiratorios muy frecuentemente seguidos
de retraso del crecimiento, esteatorrea y fleo meconial (Gibson et al., Am J Respir Crit Care Med. (2003) 168(8):
918-951). Las complicaciones mas comunes de CF estan relacionadas con los pulmones € incluyen bloqueos de los
pasos estrechos de los érganos afectados con secreciones espesadas. Estos bloqueos dan lugar a remodelado e
infeccion en el pulmén, provocan dafios en el pancreas debido a enzimas digestivas acumuladas, y bloqueos de los
intestinos. La diabetes es la complicacién no pulmonar mas comun y es una entidad distinta conocida como diabetes
relacionada con CF.

Los pulmones de individuos con CF se colonizan e infectan por bacterias desde una edad temprana. Esto da lugar a
infeccion e inflamacion cronica de las vias respiratorias, que progresan a bronquiectasia, atrapamiento de gas,
hipoxemia e hipercapnia. La insuficiencia pulmonar es responsable de un 68,1 % de muertes relacionadas con CF
en Estados Unidos. En la fase inicial, bacterias comunes tales como Staphylococcus aureus y Hemophilus
influenzae colonizan e infectan los pulmones. Finalmente, Pseudomonas aeruginosa (y, a veces, Burkholderia
cepacia) dominan. Para los 18 afios de edad, un 80 % de pacientes con CF clasica portan P. aeruginosa, y un 3,5 %
portan B. cepacia.

Una vez dentro de los pulmones, estas bacterias se adaptan al entorno y desarrollan resistencia a antibiéticos
normalmente usados.

El defecto subyacente que provoca CF es transporte anémalo de aniones epiteliales debido a la ausencia de
expresion o disfuncion de la proteina CFTR. La proteina CFTR funciona principalmente como un canal de cloruro en
membranas de células epiteliales; sin embargo, también esta implicada en otras varias funciones de membrana
celular tales como inhibicién del transporte de sodio a través del canal de sodio epitelial, regulacién del canal de
cloruro rectificativo hacia el exterior y regulacién de canales de trifosfato de adenosina (ATP) (O'Sullivan et al.,
Lancet Lond Engl. (2009) 373(9678): 1891-1904). La CF esta provocada por mutaciones en el gen que codifica la
proteina CFTR, de las que se han identificado mas de 1500 mutaciones que provocan enfermedad (O'Sullivan et al.,
Lancet Lond Engl. (2009) 373(9678): 1891-1904). Las mutaciones génicas mas comunes provocan la pérdida de
sintesis de la proteina CFTR (clase 1), procesamiento y maduracion defectuosos de la proteina CFTR (clase Il} o la
expresion de una proteina CFTR defectuosa en la regulacién, por ejemplo, unién e hidrélisis disminuidas de ATP
(clase lll) (Rowe et al., N Engl J Med. (2005) 352(19):1992-2001). Una eliminacion de fenilalanina en la posicién 508
(F508del) es la mutacion de CFTR mas comun en todo el mundo y es un defecto de clase Il en que la proteina
plegada incorrectamente se degrada rapidamente por la célula pronto tras su sintesis (Rowe et al., N Engl J Med.
(2005) 352(19): 1992-2001). La ausencia de una proteina CFTR funcional provoca obstruccidén mucosa de las
glandulas exocrinas en pacientes con CF, secundaria a transporte anémalo de cloruro y sodio a través del epitelio.
En el pulmén, esto da lugar al desarrollo de secreciones espesas, persistentes que obstruyen las vias respiratorias y
las glandulas submucosas, lo que a su vez da lugar a infeccién bacteriana e inflamacion crénicas, como se describe
anteriormente.

Los sintomas respiratorios de fibrosis quistica incluyen: una tos persistente que produce moco espeso (esputo),
sibilancias, disnea, intolerancia al ejercicio, infecciones pulmonares repetidas y pasos nasales inflamados u
obstruccion nasal. Los sintomas digestivos de fibrosis quistica incluyen: olor fétido, esteatorrea, poco aumento de
peso y crecimiento, bloqueo intestinal, particularmente en recién nacidos (ileo meconial) y estrefiimiento grave.

Hay varios métodos diferentes para evaluar los sintomas de la fibrosis quistica. En un caso, se evalla uno o mas
sintomas de fibrosis quistica por volumen espiratorio forzado (FEV), que mide la cantidad de aire que una persona
puede espirar durante una respiracion forzada. En un caso, se mide la cantidad de aire espirado en el primer
segundo de la respiracién forzada (FEV1). En un caso, se mide la cantidad de aire espirado en la segunda de la
respiracion forzada (FEV2). En un caso, se mide la cantidad de aire espirado en el tercer segundo de la respiracion
forzada (FEVs). En un caso, se mide la capacidad vital forzada (FVC), que es la cantidad total de aire espirada
durante un ensayo de FEV. En un caso, se evalla uno o mas sintomas de fibrosis quistica por la puntuacion del
dominio respiratorio del cuestionario de fibrosis quistica revisado (CFQ-R). La puntuacién del dominio respiratorio del
CFQ-R es una medida de los sintomas respiratorios relevante para pacientes con CF, tales como tos, produccion de
esputo y dificultad para respirar. En un caso, se evalla uno o mas sintomas de fibrosis quistica por el riesgo relativo
de exacerbacion pulmonar. En un caso, se evalla uno o mas sintomas de fibrosis quistica por cambio en el peso
corporal. En un caso, se evalla uno o mas sintomas de fibrosis quistica por cambio en el cloruro del sudor (mmol/l}.

Seleccioén de pacientes
La composicién para su uso con la presente invencién es adecuada para el tratamiento de pacientes con diversos

defectos de CFTR incluyendo, aunque sin limitacién, pacientes con diferentes sintomas, mutaciones o clases de
CFTR, descritos en este documento.
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En algunas realizaciones, la composicidon para su uso con la presente invencion puede usarse para tratar a
pacientes que portan una o mas, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro o mas, o cinco o0 mas mutaciones de clase | (sintesis
defectuosa de proteina) mostradas en la tabla 1. En algunas realizaciones, la composiciéon para su uso con la
presente invencion puede usarse para tratar a pacientes que portan una o mas, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro o
mas, o0 cinco 0 mas mutaciones de clase Il (procesamiento y trafico anémalos) mostradas en la tabla 1. En algunas
realizaciones, la composicién para su uso con la presente invencién puede usarse para tratar a pacientes que portan
una o mas, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro o mas, o cinco o mas mutaciones de clase Il (regulacién/activacion
defectuosa del canal) mostradas en la tabla 1. En algunas realizaciones, la composicién para su uso con la presente
invencion puede usarse para tratar a pacientes que portan una o mas, dos 0 mas, tres o mas, cuatro 0 mas, o cinco
0 mas mutaciones de clase IV (conductancia disminuida del canal) mostradas en la tabla 1. En algunas
realizaciones, la composicién para su uso con la presente invencién puede usarse para tratar a pacientes que portan
una o mas, dos o mas, tres 0 mas, cuatro 0 mas, o cinco o0 mas mutaciones de clase V (sintesis y/o trafico
reducidos) mostradas en la tabla 1. En algunas realizaciones, la composiciéon para su uso con la presente invencion
puede usarse para tratar a pacientes que portan cualquier combinaciéon de mutaciones especificas seleccionadas de
la tabla 1 (por ejemplo, una o mas, dos o mas, tres 0 mas, cuatro 0 mas, cinco o mas, seis 0 mas, siete 0 mas, ocho
0 mas, nueve 0 mas, o diez 0 mas mutaciones de diferentes clases mostradas en la tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de mutaciones génicas de CFTR

Categoria Mutacion Mutaciones especificas

Clase | Sintesis defectuosa de proteina (finalizadora, | 1078delT, 1154 insTC, 1525-2A > G, 1717-1G > A,
desplazamiento del marco de lectura, 1898+1G > A, 2184delA, 2184 insA, 3007delG,
empalme aberrante) 3120+1G > A, 3659delC, 3876delA, 3905insT,

394delTT, 4010del4, 4016insT, 4326delTC, 4374+1G
> T, 441delA, 556delA, 621+1G > T, 621-1G > T,
711+1G > T, 875+1G > C, E1104X, E585X, E60X,
E822X, Gb42X, G551D/R553X, Q493X, Q552X,
Q814X, R1066C, R1162X, R553X, V520F, W1282X,
Y1092X

Clase Il Procesamiento y trafico anémalos A559T, D979A, AF508, Al507, G480C, G85E,
N1303K, S549I1, S549N, S549R

Clase lll Regulacion/activacion defectuosa del canal G1244E, G1349D, G551D, G5518, G85E, H199R,
11072T, 148T, L1077P, R560T, S1255P, S549N
(R75Q)

Clase IV Conductancia disminuida del canal A800G, D1152H, D1154G, D614G, delM1140, E822K,
G314E, G576A, G622D, G85E, H620Q, 11139V,
11234V, L1335P, M1137V, P67L, R117C, R117P,
R117H, R334W, R347H, R347P, R347P/R347H,
R792G, S1251N, V232D

Clase V Sintesis y/o trafico reducidos 2789+5G > A, 3120G > A, 3272-26A > G,
3849+10kbC > T, variante 5T, 621+3A > G, 711+3A >
G, A445E, A455E, IVS8 poli T, P574H, 875+1G > C

En algunas realizaciones, un paciente que necesita tratamiento es un hombre o mujer de 2 afios 0 mas, o de 3 afios
0 mas, o de 6 afios o0 mas, o de 7 afios 0 mas, o de 12 afios 0 mas, o de 13 afios 0 mas, o de 18 afios 0 més, o de
19 afios 0 mas, o de 25 afios 0 mas, o de 25 afios 0 mas, o de 30 afios 0 mas, o de 35 afios o0 mas, o de 40 afios o
mas, o de 45 afios 0 mas, o de 50 afios 0 mas. En algunas realizaciones, un paciente que necesita tratamiento es de
menos de 50 afos de edad, o menos de 45 afos de edad, o menos de 40 afios de edad, o menos de 35 afios de
edad, o menos de 30 afios de edad, o menos de 25 afios de edad, o0 menos de 20 afios de edad, o menos de 19
afos de edad, o0 menos de 18 afios de edad, o menos de 13 afnos de edad, o menos de 12 afios de edad, 0 menos
de 7 afios de edad, o menos de 6 afios de edad, o menos de 3 afos de edad, o menos de 2 afios de edad. En
algunas realizaciones, un paciente que necesita tratamiento es un hombre o0 mujer de 2 a 18 afios de edad, ode 2 a
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12 afos de edad, o de 2 a 6 afos de edad, o de 6 a 12 afios de edad, o de 6 a 18 afios de edad, o de 12 a 16 afios
de edad, o de 2 a 50 afios de edad, o de 6 a 50 afios de edad, o de 12 a 50 afos de edad, o de 18 a 50 afos de
edad. En algunas realizaciones, un paciente que necesita tratamiento es una mujer que estd embarazada o que
puede quedarse embarazada.

En algunas realizaciones, un paciente que necesita tratamiento tiene un valor de cloruro en sudor de 260 mmol/l,
265 mmol/l, 270 mmol/l, 275 mmol/l, 280 mmol/l, 285 mmol/l, 290 mmol/l, 295 mmol/l, 2100 mmol/l, 2110 mmol/l,
2120 mmol/l, 2130 mmol/l, 2140 mmol/l o0 2150 mmol/l por iontoforesis cuantitativa de pilocarpina (documentada en
el registro médico del sujeto). En algunas realizaciones, un paciente que necesita tratamiento tiene enfermedad
senopulmonar crénica y/o anomalias gastrointestinales/nutricionales coherentes con enfermedad CF. En algunas
realizaciones, un paciente que necesita tratamiento tiene enfermedad senopulmonar crénica y/o anomalias
gastrointestinales/nutricionales coherentes con enfermedad CF.

En algunas realizaciones, un paciente que necesita tratamiento tiene FEV1 250 % y <90 % (por ejemplo, <85 %,
<80 %, =75 %, <70 %, <65 %, <60 % 0 =55 %) de los normal previsto (es decir, el FEV promedio de pacientes sin
CF) en funcién de la edad, sexo y estatura del paciente. En algunas realizaciones, un paciente que necesita
tratamiento tiene saturacién de oxigeno en reposo 292 % en aire ambiente (pulsioximetria). En algunas
realizaciones, un paciente que necesita tratamiento tiene un indice de masa corporal 217,5 kg/m? y peso 240 kg.

En algunas realizaciones, un paciente que necesita tratamiento ha recibido o esta recibiendo simultaneamente otras
medicaciones para CF. Por ejemplo, un paciente que necesita tratamiento puede estar recibiendo el farmaco
combinado lumacaftor/ivacaftor (ORKAMBI) o puede haber estado con este tratamiento durante al menos 28 dias
antes del comienzo de un tratamiento con una composicién de acuerdo con la presente invencién. Otras
medicaciones para CF pueden incluir, aunque sin limitacion, tratamientos inhalados rutinarios dirigidos a la
depuracion de las vias respiratorias y gestion de las infecciones respiratorias, tales como broncodilatadores,
rhDNasa (PULMOZYME), solucién salina hiperténica, antibiéticos y esteroides; y otros tratamientos rutinarios
relacionados con CF tales como antibiéticos sistémicos, enzimas pancreaticas, multivitaminas, y medicaciones para
la diabetes y el higado.

En algunas realizaciones, un paciente que necesita tratamiento ha sido no fumador durante un minimo de 2 afios.
En algunas realizaciones, un paciente que necesita tratamiento no recibe tratamiento inhalado de rhDNasa
(PULMOZYME) durante 24 horas antes y/o después de la administracién de una composicién que comprende un
ARNm que codifica una proteina CFTR de acuerdo con la presente invencién.

En algunas realizaciones, un paciente que necesita tratamiento se ha tratado o se estd tratando actualmente con
hormonoterapias de remplazo, hormonoterapia de remplazo tiroideo, farmacos inflamatorios no esteroideos vy
dronabinol con receta (MARINOL) durante el tratamiento.

En algunas realizaciones, un paciente que necesita tratamiento ha interrumpido el uso de uno o mas tratamientos
distintos para fibrosis quistica descritos en este documento. En algunas realizaciones, el paciente ha interrumpido el
uso de uno o mas tratamientos distintos para fibrosis quistica durante al menos 12 horas, al menos 24 horas, al
menos 36 horas, al menos 48 horas, al menos 72 horas, al menos 1 semana, al menos 2 semanas, al menos 3
semanas, al menos 4 semanas, al menos 5 semanas, al menos 6 semanas, al menos 7 semanas o0 al menos 8
semanas antes de la administraciéon de una composicién que comprende un ARNm de CFTR de acuerdo con la
presente invencién. En algunas realizaciones, el paciente ha interrumpido el uso de uno o mas tratamientos distintos
para fibrosis quistica durante menos de 12 horas, menos de 24 horas, menos de 36 horas, menos de 48 horas,
menos de 72 horas, menos de 1 semana, menos de 2 semanas, menos de 3 semanas, menos de 4 semanas,
menos de 5 semanas, menos de 6 semanas, menos de 7 semanas, menos de 8 semanas, menos de 9 semanas o
menos de 10 semanas antes de la administracion de una composicién que comprende un ARNm de CFTR de
acuerdo con la presente invencion.

Formulacién y administracion
Una secuencia de ARNm adecuada tiene los codones optimizados para expresién eficaz en células humanas. Una

secuencia codificante ejemplar de ARNm de CFTR de codones optimizados y la correspondiente secuencia de
aminoacidos se muestran en la tabla 2:
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Tabla 2. Secuencias ejemplares de ARNm y proteina de CFTR

Secuencia
codificante
de ARNm
de CFTR
humana de
codones
optimizados

AUGCAACGCUCLICCUCUUGAAAAGGCCUCGGUGGUGUCCAAGCUCUY
CUUCUCGUGGACUAGACCCAUCCUGAGAAAGGGGUACAGACAGCGCYU
VGGAGCUGUCCGAUALICUAUCAAAUCCCUUCCGUGGACUCCGCGGALC
AACCUGUCCGAGAAGCUCGAGAGAGAAUGGGACAGAGAACUICGCCUT
AAAGAAGAACCCGAAGCUGATUAAUGCGCUITAGGCOGUGCLITUULIC
UGGCGGUUCAUGUUCUACGGCAUCUUCCUCUACCUGGGAGAGGUCAC
CAAGGCCGUGCAGCCCCUGUUGCUGGGACGGAULAUUGCCUCCUACG
ACCCCGACAACAAGCGAAGAAAGAAGCAUCGCUAUCUACUUGGGLAUC
GGUCLIGUGCCUGCUUUUCAUCGUCCGGACCCUCUUGUUGCALICCUGT
UAUTUTUUCGOGCCUGCAUCACAUUGGCAUGUAGAUGAGAAUUGCCAUG
VUUUCCCUGAUCUACAAGAAAACUCUGAAGCUCUCCGAGCCGCGURKCY
UGACAAGAUUUCCAUCGGCCAGCLUCGUGUCCCUGCUCUCCAACAALC
UGAATAAGUUTGACGAGGGCCUCGCCCUGGCCCACUUTGUGUGGAUC
GUCCCUCUIGCAAGUIGGCGOUICUGAUGGGCCUGAUCUGGGA GCUGCU
GCAAGCCUCGGCATUCUGUOGGGCUUGGATUCCUGAUCGUGCUGGCAC
UGUUCCAGGCCGGACUGGGGUGGAUGAUGAUGAAGUACAGGGACCA
GAGAGUCGGAAAGAUUUCCGAACGGCUGGUGAUCACUUCGGAAALG
AUCGAAAACAUCCAGUCAGUGAAGGUCUACUGCUGGGAAGAGGCCAL
GOAAAAGAUGAUUGAAAACCUCCGGCAAACCGAGCUGAAGCUGALCCC
GCAAGGCCGCUUACGUGCGCUALUUCAACUCGUCCGCUTUCUTCUUC
UCCGGGUUCTLUCGUCGUGUTUCUCUCCGUGCUCCCCUACGCCCUGAU
VAAGGGAAUCAUCCUCAGGAAGAUCUUCACCACCAUUUCCULICUGUA
UCGUGCUCCGCALIGGCCGUGACCCGGCAGUUCCTAUGGGCCGUGCAG
ACUUGQUACGACUCCCUGGGAGCCAUUAACAAGAUCCAGGACUUCCY
UCAAAAGCAGGAGUACAAGACCCUCGAGUACAACCUGACUACUACCG
AGGUCGUGALUGGAAAACGUCACCGCCUUTUGGGAGGAGGGALIULGG
COGAACUGUUUGAGAAGGCCAAGCAGAATAACAACAACCGCAAGACCU
CGAACGGUGACGACUCCCUCTUCUUUUCAAACUUCAGCCUGCUCGGG
ACGCCCGUGCUGAAGGACAUUVAACUUCAAGAUCGAAAGAGGACAGCU
CCUGHGOCGGUGGCCGGALICGATCCGGAGCCGGAAAGACUUCCCUGOTUGA
UGGUGAUCAUGGGAGAGCUUGAACCUAGCGAGGGAAAGAUCAAGCA
CUCCGGCCGCAUCAGCUUCUGUAGCCAGUUUUCCUGGAUCAUGCCCG
GAACCAUUAAGGAAAACAUCAUCTUCGGCGUGUCCUACGAUGAAUAC
COCUACCGOUCCGUGAUCAAAGUCUGCCAGCUGGAAGAGGAVAUUUC
AAAGUUCGCGGAGAAAGAUAACAUCGUGCUGGGUGAAGGGOGGUALU
ACCUUGLUCGGOGGRGCCAGCOGGGCUAGAAUCLCGCUGGCCAGAGCCGU
GUAUAAGGACGCCGACCUGUAUCUCCUGGACUCCCCCLIUCGGALIACC
UGGACGUCCUGACCGAAAAGGAGAUCUUCGAAUCGUGCGUGUGCAA
GCUGAUGGCUAACAAGACUCQCAUCCUCGUGACCUCCAAAAUGGAGC
ACCUGAAGAAGGCAGACAAGAUUCUGAUVUCUGCAUGAGGGGUCCUCT
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UVACUUUUACGOGCACCUUCUCGGAGUUGCAGAACUUGCAGCCCGACUU
CUCAUCGAAGCUGALIGGGUUGCGACAGCULUCGACCAGUUCHCCGCCG
AAAGAAGGAACUCGAUCCUGACGGAAACCUUGCACCGCUUCUCUIUUG
GAAGGCGACGCCCCUGUGUCAUGGACCGAGACUAAGAAGCAGAGCUU
CAAGCAGACCOGOGGAAULICGGCGAAAAGAGGAAGAACAGCALCUUG
AACCCCAUUAACUCCALICCGCAAGUUCUCAAUCGUGCAAAAGACGCC
ACUGCAGAUGAATGGCATUGAGGAGGACUCCGACGAACCCCUUGAGA
GGCGCCUGUCCCUGGUGCCGGACAGUGAGCAGGGAGAAGCCAUCCHG
CCUCGGAULUCCGUGALICUCCACUGGUCCGACGCUCCAAGCCCGGCG
GCGGCAGUCCGQUGCUGAACCUGAUGACCCACAGOGUGAACCAGGGLC
AAAACAUUCACCGCAAGACUACCGCAUCCACCCGGAAAGUGUCCCUG
GCACCUCAAGCGAAUCTVACCGAGUUCCGACAUCUACUCCCGGAGACU
QUCGCAGGAAACCGGGCUCGAAAUTUCCGAAGAAAUCAACGAGGAG
GAUCUGAAAGAGUGCUUCUHUCGACGAVAUGGAGUCGAUVACCCGCCQU
GACGACUUGGAACACIAUCUGCGGUACAUCACUGUGCACAAGLUCAU
UGAUCUUCGUGCUGALIUUGGLIGCCUGGUGAUTUUCCUGGCCGAGGU
CGCOGCCUCACUGGUGGUGCUCUGGCUGULIGGGAAACACGCCUCHGT
AAGACAAGGGAAACUCCACGCACUCGAGAAACAACAGCUAUGCCGUG
AUUAUCACUUCCACCUCCUCUHUAVUUACGUGUUCUACAUCUACGUCGG
AGUGGCGGAUACCCUGCUCGCGAUGGGUULUICUUCAGAGGACUGCCGC
VGGUCCACACCUUGALICACCGUCAGUAAGAUUCUUICACCACAAGAUG
VUGCAUAGCGUGCUGCAGGCCCCCAUGUCCACCCUCAACACUCHGAA
GGCCGGAGGCAUTUCUGAACAGAUUCUCCAAGGACAUCGCUAUCCUGG
ACGAUCUCCUGCCGCUUACCAUCUUUGACUUCAUCCAGCUGCUGCUG
AUCGUGALUGGAGCAAUCGCAGLGGUGGCGGUGCLIGCAGCCUUACA
UUUUCGUGGCCACUGUGCCGGUCATUGUGGUGLIUCAUCAUGUUIGCGG
GCCUACUUCCUCCAAACCAGCCAGCAGCUGAAGCAACUGGAAUCCGA
GOGGACGAUCCCCCAUCUUCACUCACCUUGUGACGUCGUUGAAGGGAC
UGUGGACCCUCCQGGCUUUCGGACGGCAGCCCUACUUCGAAACCCUC
VIICCACAAGGCCCUGAACCUCCACACCGCCAAUTUGOUUICCUGUACCU
GUCCACCCUGCGGUGOGIICCAGAUGCGUAUCGAGAUGAUUTIGCGUCA
UCUUCUUCAUCGCGOUCACALUCAUCAGCAUCCUGACUACCGGAGAG
GOAGAGOGOACGGGUCGGAAUAAUCCUGACCCUCGUCAUGAACAULAU
GAGCACCCUGCAGUGHGGCAGUGAACAGCUCGAUCGACGUGGACAGCC
UGAUGCGAAGCGUCAGCCGCGUGUUCAAGUUCAUCGACAUGCCUACU
GAGGGAAAACCCACUAAGUCCACUAAGCCCUACAAAAALUGGCCAGCU
GAGUAAGGUCAUGAUCAUCGAAAACUCCCACGUGAAGAAGGACGAL
AUUUGGCCCUCCGGAGGUCAAAUGACCGUGAAGGACCUGACCGUAAA
GUACACCGAGGCGAGGAAACGUCALUCUCGAAAACAUCAGCULCUCCA
UUUCGUCOGOGGACAGCGLOUCOGCCUUCUCGGHCOGACCGGUUCCHGGO
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AAGUCAACUCUGCUGUCGGCUUUCCUCCGOCUGCUGAAVACCGAGGG

IGAAAUCCAAAUUGACGGCGUGUCUUGGGAUUCCAUUACUCUGCAGC
AGUGGCGGAAGGUUUUCGGUGUGAUCCCCCAGAAGGUGUUCAUCUUC
UCGGGUACCUUCCGGAAGAACCUGGAUCCUTACGAGCAGUGGAGCGA
CCAAGAAAUCUGGAAGGUCGCCGACGAGGUCGGCCUGCGCUCTGUGA
UUGAACAAUUUCCUGGAAAGCUGGACULCQUGCUCQUCGACGGOGEG
AUGUGUCCUGUCGUACGOGACAUAAGCAGCUCAUGUGCCUCGUACGGU
CCGUGCUCUCCAAGGCCAAGAUUCUGCUGCUGGACGAACCIICGGOC
CACCUGGAUCCGGUCACCUACCAGAUCAUCAGGAGGACCCUGAAGCA
GGCCUUUGCCGATUGCACCGUGALIUCUCUGCGAGCACCGCAUCGAGH
CCAUGCUGGAGUGCCAGCAGUUCCUGGUCAUCGAGGAGAACAAGGUC
CGUCAAUVACGACUCCAUTUCAAAAGCUCCUCAACGAGCGGUCGCUGUU
CAGACAAGCUAUUUCACCGUCCGAUVAGAGUGAAGCUCUUCCCGCAUC
GGAACAGCUCAAAGUGCAAAUCGAAGCCGCAGAUCGCAGCCUUGAAG
GAAGAGACUGAGGAAGAGGUGCAGGACACCCGGCUUUAA (SEQ 1D
NO: 1)

Secuencia
proteina de
CFTR humana

MORSPLEKASVVSKLEFFSWTRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSVDSADNLSEK
LEREWDRELASKKNPRKLINALRRCFFWRFMFYGIFLYLGEVTKAVQPLLL
GREHASYDPDNKEERSIAILGIGLCLLFIVRTLLLHPAIFGLHHIGMOMRIA
MESLIVEKTLELSSRVLDEISIGOQLVSLLSNNLNKFDEGLALAHFVYWIAPLQ
VALLMGUIWELLQASAFCGLGFLIVLALFQAGLGRMMMEYRDOQRAGKIS
ERLVITSEMIENIQSVKAYCOWEEAMEKMIENLROTELKLTRKAAYVRYFN
SSAFFFSGFFVVELSVLPYALIKGHLRKIFTTISFCIVLRMAVTIRQFPWAVQT
WYDSLGAINKIQDFLORKOQEYKTLEYNLTTTEVVMENVTAFWEEGEFGELFE
KAKQNNNNRKTSNGDDSLFFSNFSLLGTPVLKDINFKIERGOLLAVAGSTG
AGKTSLLMVIMGELEPSEGKIKHSGRISFCSQFSWIMPGTIKENIHFGVSYDE
YRYRSVIKACQLEEDISKFAEKDNIVLGEGGITLSGGORARISLARAVYKD
ADLYLLDSPROGYLDVLTEREIFESCVCKLMANKTRILVTSKMEHLKKADK]
LILHEGSSYFYGTESELONLOPDESSKLMGCDSEFDQFSAERRNSILTETLHR
FSLEGDAPYSWTETRKOSFRQTGEFGERRKNSILNPINSIRKESIVOKTPLQ
MNGIEEDSDEPLERRLSLVPDSEQGEAILPRISVISTGPTLQARRRQSVLNL
MTHSVNQGONIHRKTTASTRKYVSLAPQANLTELDIYSRRLSQETGLEISEEL
NEEDLKECFFDDMESIPAVTTWNTYLRYITVHRSLIFVLIWCLVIFLAEVAA
SEVVLWLLONTPLQDKONSTHSRNNSYAVHTSTSSYYVEYIYVGVADTLL
AMGFFRGLPLVHTLITVSKILHHKMLHSVLQAPMSTINTLRAGGILNRFSK
DIAILDDLLPLTIFDRIQLLLIVIGAIAVVAVLOPYIFVATVPVIVAFRIMLRAY
FLOTSQOQLKQLESEGRSPIFTHLVTSLKGLWTLRAFGROQPYFETLFHKALN
LEHTANWEFLYLSTLRWFOMRIEMIFVIFFIAVTFRFISILTTGEGEGRVGILTLA
MNIMSTLOWAVNSSIDVDSLMRSVSRVEKFIDMPTEGKPTKSTRKPYKNGQ
LSKVMUENSHVKKDDIWPSGGOMTVKDLTAKY TEGGNAILENISFSISPGQ
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RVGLLGRTGSGKSTLLSAFLRLLNTEGEIQIDGVSWDSITLQOWRKAFGVIP
QKVFIFSGTFRENLDPYEQWSDQEIWKVADEVGLRSVIEQFPGKLDEVLVD
GOGOVLSHGHROQLMCULARSVLSKAKILLLDEPSAHLDPVTYQURRTLKQAF
ADCTVILCEHRIEAMLECQQFLVIEENKVROYDSIQKLLNERSLERQAISES
DRVKLFPHRNSSKCKSKPQIAALKEETEEEVQDTRL (SEQ 1D NO: 2)

Una secuencia de ARNm de CFTR adecuada para su uso con la presente invencién comparte al menos un 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad con SEQ ID NO: 1 y codifica una proteina CFTR que tiene una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. En una realizaciéon, una secuencia de ARNm de CFTR incluye SEQ ID
NO: 1.

En algunas realizaciones, un ARNm de CFTR adecuado para la invencién también contiene secuencias UTR §'y 3.
Secuencias UTR 5' y 3' ejemplares se muestran a continuacion:

Secuencia UTR 5' ejemplar
GGACAGAUCGCCUGGAGACGCCAUCCACGCUGUUUUGACCUCCAUAGAAGACACC
GGGACCGAUCCAGCCUCCGCGGCCGGGAACGGUGCATUGGAACGLGGALUCCCCG
UGCCAAGAGUGACUCACCGUCCUUGACACG (SEQ ID NO: 3)
Secuencia UTR 3' ejemplar
CGGGUGGCAUCCCUGUGACCCCUCCCCAGUGCCUCUCCUGGCCCUGGAAGUUGCC
ACUCCAGUGUCCACCAGCCUUGUCCUAAUAAAAUTAAGUUGCAUCAAGCL (SEQ
ID NO: 4)
o}
GGGUGGCAUCCCUGUGACCCCUCCCCAGUGLCUCUCCUGGCCCUGGAAGUUGLCA
CUCCAGUGUCCACCAGCCUUGUUCUAAUAAAAUUAAGUUGCAUCAAAGCU (SEQ
ID NO: §)

Por tanto, en una realizaciéon, una secuencia ejemplar de longitud completa de ARNm de CFTR de codones
optimizados adecuada para la invencion es:

GGACAGAUCGCCUGGAGACGCCAUCCACGCUGUUUUGACCUCCAUAGAAGACACC
GGGACCGAUCCAGCCUCCGCGHGLCGGGAACGGUGUAVUGGAACGCGGAUUCCCCG
UGCCAAGAGUGACUCACCGUCCUUGACACGALGCAACGCUCUCCUCUUGAAAAGG
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CCUCGGUGGUGUCCAAGCUCUUCUUCUCGUGGACUAGACCCAUCCUGAGAAAGGG
GUACAGACAGCGCUUGGAGCUGUCCGAUVAUCUAUCAAAUCCCUUCCGUGGACUCC
GCGGACAACCUGUCCGAGAAGCUCGAGAGAGAAUGGGACAGAGAACUCGCCUCAA
AGAAGAACCCGAAGCUGAUUAAUGCGCUUAGGCGGUGCUUUUUCUGGCGGUUCA
UGUUCUACGGCAUCUUCCUCUACCUGGGAGAGGUCACCAAGGCCGUGCAGCCCCU
GUUGCUGGGACGGAUUVAUUGCCUCCUACGACCCCGACAACAAGGAAGAAAGAAGC
AUCGCUAUCUACUUGGGCAUCGGUCUGUGCCUGCUUUUCAUCGUCCGGACCCUCU
UGUUGCAUCCUGCUAUUUUCGGCCUGCAUCACAUUGGCAUGCAGAUGAGAAUUG
CCAUGUUUUCCCUGAUCUACAAGAAAACUCUGAAGCUCUCGAGCCGCGUGCUUGA
CAAGAUUUCCAUCGGCCAGCUCGUGUCCCUGCUCUCCAACAAUCUGAACAAGUUC
GACGAGGGCCUCGCCCUGGCCCACUUCGUGUGGAUCGCCCCUCUGCAAGUGGCGC
UUCUGAUGGGCCUGAUCUGGGAGCUGCUGCAAGCCUCGGCAUUCUGUGGGCUUG
GAUUCCUGAUCGUGCUGGCACUGUUCCAGGCCGCGACUGGGGCGGAUGAUGAUGA
AGUACAGGGACCAGAGAGCCGGAAAGAUUUCCGAACGGCUGGUGAUCACUUCGG
AAAUGAUCGAAAACAUCCAGUCAGUGAAGGCCUACUGCUGGGAAGAGGCCAUGG
AAAAGAUGAUUGAAAACCUCCGGCAAACCGAGCUGAAGCUGACCCGCAAGGCCGC
UUACGUGCGCUAUUUCAACUCGUCCGCUUUCUUCUUCUCCGGGUUCUUCGUGGUG
UUUCUCUCCGUGCUCCCCUACGCCCUGAUUAAGGGAAUCAUCCUCAGGAAGAUCU
UCACCACCAUUUCCUUCUGUAUCGUGCUCCGCAUGGCCGUGACCCGGCAGUUCCC
AUGGGCCGUGCAGACUUGGUACGACUCCCUGGGAGCCAUUAACAAGAUCCAGGAC
UUCCUUCAAAAGCAGGAGUACAAGACCCUCGAGUACAACCUGACUACUACCGAGG
UCGUGAUGGAAAACGUCACCGCCUUUUGGGAGGAGGGAUUUGGCGAACUGUUCG
AGAAGGCCAAGCAGAACAACAACAACCGCAAGACCUCGAACGGUGACGACUCCCU
CUUCUUUUCAAACUUCAGCCUGCUCGGGACGCCCGUGCUGAAGGACAUUAACUUC
AAGAUCGAAAGAGGACAGCUCCUGGCGGUGGCCGGAUCGACCGGAGCCGGAAAG
ACUUCCCUGCUGAUGGUGAUCAUGGGAGAGCUUGAACCUAGCGAGGGAAAGAUC
AAGCACUCCGGCCGCAUCAGCUUCUGUAGCCAGUUUUCCUGGAUCAUGCCCGGAA
CCAUUAAGGAAAACAUCAUCUUCGGCGUGUCCUACGAUGAAUACCGCUACCGGUC
CGUGAUCAAAGCCUGCCAGCUGGAAGAGGAUAUUUCAAAGUUCGCGGAGAAAGA
UAACAUCGUGCUGGGCGAAGGGGGUAUUACCUUGUCGGGGGGCCAGCGGGCUAG
AAUCUCGCUGGCCAGAGCCGUGUAUAAGGACGCCGACCUGUAUCUCCUGGACUCC
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CCCUUCGGAUVACCUGGACGUCCUGACCGAAAAGGAGAUCUUCGAAUCGUGCGUGU
GCAAGCUGAUGGCUAACAAGACUCGCAUCCUCGUGACCUCCAAAAUGGAGCACCU
GAAGAAGGCAGACAAGAUUCUGAUUCUGCAUGAGGOGGUCCUCCUACUUTUUACGG
CACCUUCUCGGAGUUGCAGAACUUGCAGCCCGACUUCUCAUCGAAGCUGAUGGGU
UGCGACAGCUUCGACCAGUUCUCCGCCGAAAGAAGGAACUCGAUCCUGACGGAAA
CCUUGCACCGCUUCUCUUUGGAAGGCGACGCCCCUGUGUCAUGGACCGAGACUAA
GAAGCAGAGCUUCAAGCAGACCGGGGAAUUCGGCGAAAAGAGGAAGAACAGCAU
CUUGAACCCCAUUAACUCCAUCCGCAAGUUCUCAAUCGUGCAAAAGACGCCACUG
CAGAUGAACGGCAUUGAGGAGGACUCCGACGAACCCCUUGAGAGGCGCCUGUCCC
UGGUGCCGGACAGCGAGCAGGGAGAAGCCAUCCUGCCUCGGAUUUCCGUGAUCUC
CACUGGUCCGACGCUCCAAGCCCGGCGGLGGCAGUCCGUGCUGAACCUGAUGACC
CACAGCGUGAACCAGGGCCAAAACAUUCACCGCAAGACUACCGCAUCCACCCGGA
AAGUGUCCCUGGCACCUCAAGCGAAUCUUACCGAGCUCGACAUCUACUCCCGGAG
ACUGUCGCAGGAAACCGGGCUCGAAAUUUCCGAAGAAAUCAACGAGGAGGAUCU
GAAAGAGUGCUUCUUCGACGAUAUGGAGUCGAUACCCGCCGUGACGACUUGGAA
CACUUVAUCUGCGGUACAUCACUGUGCACAAGUCAUUGAUCUUCGUGCUGAUUUG
GUGCCUGGUGATUUUCCUGGCCGAGGUCGCGGCCUCACUGGUGGEUGCUCUGGCUG
UUGGGAAACACGCCUCUGCAAGACAAGGGAAACUCCACGCACUCGAGAAACAACA
GCUAUGCCGUGAUUAUCACUUCCACCUCCUCUUAUUACGUGUUCUACAUCUACGU
CGGAGUGGCGGATACCCUGCUCGUCGAUGGGUUUCUUCAGAGGACUGCCGCUGGUC
CACACCUUGAUCACCGUCAGCAAGAUUCUUCACCACAAGAUGUUGCAUAGCGUGC
UGCAGGCCCCCAUGUCCACCCUCAACACUCUGAAGOGCCGGAGGCAUUCUGAACAG
AUUCUCCAAGGACAUCGCUAUCCUGGACGAUCUCCUGCCGCUUACCAUCUUUGAC
UUCAUCCAGCUGCUGCUGAUCGUGAUUGGAGCAAUCGCAGUGGUGGCGGUGCUG
CAGCCUUACAUUUUCGUGGCCACUGUGCCGGUCAUUGUGGCGUUCAUCAUGCUGL
GGGCCUACUUCCUCCAAACCAGCCAGCAGCUGAAGCAACUGGAAUCCGAGGGACG
AUCCCCCAUCUUCACUCACCUUGUGACGUCGUUGAAGGGACUGUGGACCCUCCGG
GCUUUCGGACGGCAGCCCUACUUCGAAACCCUCUUCCACAAGGCCCUGAACCUCC
ACACCGCCAAUUGGUUCCUGUACCUGUCCACCCUGCGGUGGUUCCAGAUGCGCAU
CGAGAUGAUUUUCGUCAUCUUCUUCAUCGCGGUCACAUUCAUCAGCAUCCUGACU
ACCGGAGAGGGAGAGGGACGGGUCGGAAUVAAUCCUGACCCUCGCCAUGAACAUU
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AUGAGCACCCUGCAGUGGGCAGUGAACAGCUCGALCGACGUGGACAGUCUGAUGC
GAAGCGUCAGCCGUGUGUUCAAGUUCAUCGACAUGCCUACUGAGGGAAAACCCAC
UAAGUCCACUAAGCCCUACAAAAAUGGUCAGCUGAGUAAGGUCAUGAUCALCGAA
AACUCCCACGUGAAGAAGGACGALALUUGGCCCUCCGGAGGUCAAAUGACCGUGA
AGGACCUGACCGCAAAGUACACCGAGGGAGGAAACGUCAUUCUCGAAAACAUCAG
CUUCUCCAUUUCGUCGGGACAGCGGGUCGGLCUUCUCGGLGCGGACCGGUUCCGHEG
AAGUCAACUCUGCUGUCGGCULLICCUCTGGCUGCUGAAUATCGAGGGGGAAALICC
AAAUUGACGGCGUGUCUUGGGAUUCCAUUVACUCUGCAGCAGUGGCGGAAGGCCU
UCGGCCGUGAUCCCCCAGAAGGUGUUCAUCTUCUCGGGUACCUUCCGGAAGAACCY
GGAUCCUUACGAGUAGUGGAGCGACCAAGAAAUCUGGAAGGUCGUCGACGAGGU
CGGCCUGCGLUCCGUGAUUGAACAAUUUCCUGGAAAGCUGGACLUCGUGCUCGUC
GACGGGGGAUGUGUCCUGUCGCACGGACAUVAAGCAGCUCAUGUGCCUCGLACGGU
CCGUGCUCLCCAAGGUCCAAGAUUCUGCUGCUGGACGAACCUUCGGCCCACTUGGA
UCCGGUCACCUACCAGAUCAUCAGGAGGACCCUGAAGCAGGCCULLGCCGAUUGC
ACCGUGALUCUCUGCGAGCACCGCAUCGAGGUCAUGCUGGA GUGCCAGCAGULICC
UGGUCAUCGAGGAGAACAAGGUCCGCCAAUVACGACUCCAUUCAAAAGCUCCLCAA
CGAGCGGUCGCUGUUCAGACAAGCUAUUUCACCGUCCGAUAGAGUGAAGCUCULC
CCGCAUCGGAACAGUUCAAAGUGUAAAUCGAAGCUGCAGAUCGUAGCCUUGAAGG
AAGAGACUGAGGAAGAGGUGCAGGACACCCGGCUUUAACGGGUGGCAUCCCUGU
GACCCCUCCCCAGUGCCUCUCCUGGCCCUGGAAGUUGCCACUCCAGUGCCCACCA
GCCUUGUCCUGAAUVAAAAVUAAGUUGCAUCAAGCU (SEQ ID NO: 6)

En otra realizacion, una secuencia ejemplar de longitud completa de ARNm de CFTR de codones optimizados es:
GGACAGAUCGCCUGGAGACGCCAUCCACGCUGUUUUGACCUCCAUAGAAGACACC
GGGACCGAUCCAGCCUCCGOGGCCGEGAACGGUGCAUUGGAACGCGGAUUCCCCG
UGCCAAGAGUGACUCACCGUCCUUGACACGALGCAACGCUCUCCUCTUGAAAAGG
CCUCGGUGGUGUCCAAGCUCUUCUUCUCGUGGACUAGACCCAUCCUGAGAAAGGG
GUACAGACAGCGCUUGGAGCUGUCCGAUVAUCUAUCAAAUCCCUUCCGUGGACUCC
GUGGACAACCUGUCCGAGAAGCUCGAGAGAGAAUGGGACAGAGAACUCGCCUCAA
AGAAGAACCCGAAGCUGAUUAAUGCGUUUAGGCGGLGCTUUUUCUGGUGGRUUCA
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UGUUCUACGGCAUCUUCCUCUACCUGGGAGAGGUCACCAAGGCCGUGCAGCCCCU
GUUGCUGGGACGGAUUAUUGCCUCCUACGACCCCGACAACAAGGAAGAAAGAAGC
AUCGCUAUCUACUUGGGCAUCGGUCUGUGCCUGCUUUUCAUCGUCCGGACCCUCU
UGUUGCAUCCUGCUAUUUUCGGCCUGCAUCACAUUGGCAUGCAGAUGAGAAUUG
CCAUGUUUUCCCUGAUCUACAAGAAAACUCUGAAGCUCUCGAGCCGCGUGCUUGA
CAAGAUUUCCAUCGGCCAGCUCGUGUCCCUGCUCUCCAACAAUCUGAACAAGUUC
GACGAGGGCCUCGCCCUGGCCCACUUCGUGUGGAUCGCCCCUCUGCAAGUGGCGC
UUCUGAUGGGCCUGAUCUGOGGAGCUGCUGCAAGCCUCGGCAUUCUGUGGGCUUG
GAUUCCUGAUCGUGCUGGCACUGUUCCAGGCCGGACUGGGGCGGAUGAUGAUGA
AGUACAGGGACCAGAGAGCCGGAAAGAUUUCCGAACGGCUGGUGAUCACUUCGG
AAAUGAUCGAAAACAUCCAGUCAGUGAAGGCCUACUGCUGGGAAGAGGCCAUGG
AAAAGAUGAUUGAAAACCUCCGGCAAACCGAGCUGAAGCUGACCCGCAAGGCCGC
UUACGUGCGCUAUUUCAACUCGUCCGCUUUCULCULCUCCGGGUUCUUCGUGGUG
UUUCUCUCCGUGCUCCCCUACGCCCUGAUUAAGGGAAUCAUCCUCAGGAAGAUCU
UCACCACCAUUUCCUUCUGUAUCQUGCUCCGCAUGGCCGUGACCCGGCAGUUCCC
AUGGGCCGUGCAGACUUGGUACGACUCCCUGGGAGCCAUUAACAAGAUCCAGGAC
UUCCUUCAAAAGCAGGAGUACAAGACCCUCGAGUACAACCUGACUACUACCGAGG
UCGUGAUGGAAAACGUCACCGCCUUUUGGGAGGAGGGAUUUGGCGAACUGUUCG
AGAAGGCCAAGCAGAACAACAACAACCGCAAGACCUCGAACGGUGACGACUCCCU
CUUCUUUUCAAACUUCAGCCUGCUCGGGACGCCCGUGCUGAAGGACAUUAACUUC
AAGAUCGAAAGAGGACAGCUCCUGGCGGUGGCCGGAUCGACCGGAGCCGGAAAG
ACUUCCCUGCUGAUGGUGAUCAUGGGAGAGCUUGAACCUAGCGAGGGAAAGAUC
AAGCACUCCGGCCGCAUCAGCUUCUGUAGCCAGUUUUCCUGGAUCAUGCCCGGAA
CCAUUAAGGAAAACAUCAUCUUCGGCGUGUCCUACGAUGAAUACCGCUACCGGUC
CGUGAUCAAAGCCUGCCAGCUGGAAGAGGAUAUUUCAAAGUUCGCGGAGAAAGA
UAACAUCGUGCUGGGCGAAGGGGGUAUUACCUUGUCGGGGGGCCAGCGGGCUAG
AAUCUCGCUGGCCAGAGCCOGUGUAUAAGGACGCCGACCUGUAUCUCCUGGACUCC
CCCUUCGGAUACCUGGACGUCCUGACCGAAAAGGAGAUCUUCGAAUCGUGCGUGU
GCAAGCUGAUGGCUAACAAGACUCGCAUCCUCGUGACCUCCAAAAUGGAGCACCU
GAAGAAGGCAGACAAGAUUCUGAUUCUGCAUGAGGGGUCCUCCUACUUUUACGG
CACCUUCUCGGAGUUGCAGAACUUGCAGCCCGACUUCUCAUCGAAGCUGAUGGGU
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UGCGACAGCUUCGACCAGUUCUCCGCCGAAAGAAGGAACUCGAUCCUGACGGAAA
CCUUGCACCGCUUCUCUUUGGAAGGCGACGCCCCUGUGUCAUGGACCGAGACUAA
GAAGCAGAGCUUCAAGCAGACCGGGGAAUUCGGCGAAAAGAGGAAGAACAGCAU
CUUGAACCCCAUUAACUCCAUCCGCAAGUUCUCAAUCGUGCAAAAGACGCCACUG
CAGAUGAACGGCAUUGAGGAGGACUCCGACGAACCCCUUGAGAGGCGCCUGUCCC
UGGUGCCGGACAGCGAGCAGGGAGAAGCCAUCCUGCCUCGGAUUUCCGUGAUCUC
CACUGGUCCGACGCUCCAAGCCCGGCGGCGGCAGUCCGUGCUGAACCUGAUGACC
CACAGCGUGAACCAGGGCCAAAACAUUCACCGCAAGACUACCGCAUCCACCCGGA
AAGUGUCCCUGGCACCUCAAGCGAAUCUUACCGAGCUCGACAUCUACUCCCGGAG
ACUGUCGCAGGAAACCGGGCUCGAAAUUUCCGAAGAAAUCAACGAGGAGGAUCU
GAAAGAGUGCUUCUUCGACGAUAUGGAGUCGAUACCCGCCGUGACGACUUGGAA
CACUUAUCUGCGGUACAUCACUGUGCACAAGUCAUUGAUCUUCGUGCUGAUUUG
GUGCCUGGUGAUUUUCCUGGCCGAGGUCGCGGCCUCACUGGUGGUGCUCUGGCUG
UUGGGAAACACGCCUCUGCAAGACAAGGGAAACUCCACGCACUCGAGAAACAACA
GCUAUGCCGUGAUUVAUCACUUCCACCUCCUCUUAUUACGUGUUCUACAUCUACGU
CGGAGUGGCGGAUVACCCUGCUCGCGAUGGGUUUCUUCAGAGGACUGCCGCUGGUC
CACACCUUGAUCACCGUCAGCAAGAUUCUUCACCACAAGAUGUUGCAVAGCGUGC
UGCAGGCCCCCAUGUCCACCCUCAACACUCUGAAGGCCGGAGGCAUUCUGAACAG
AUUCUCCAAGGACAUCGCUAUCCUGGACGAUCUCCUGCCGCUUACCAUCUUUGAC
UUCAUCCAGCUGCUGCUGAUCGUGAUUGGAGCAAUCGCAGUGGUGGCGGUGCUG
CAGCCUUACAUUUUCGUGGCCACUGUGCCGGUCAUUGUGGCGUUCAUCAUGCUGC
GGGCCUACUUCCUCCAAACCAGCCAGCAGCUGAAGCAACUGGAAUCCGAGGGACG
AUCCCCCAUCUUCACUCACCUUGUGACGUCGUUGAAGGGACUGUGGACCCUCCGG
GCUUUCGGACGGCAGCCCUACUUCGAAACCCUCUUCCACAAGGCCCUGAACCUCC
ACACCGCCAAUUGGUUCCUGUACCUGUCCACCCUGCGGUGGUUCCAGAUGCGCAU
CGAGAUGAUUUUCGUCAUCUUCUUCAUCGCGGUCACAUUCAUCAGCAUCCUGACU
ACCGGAGAGGGAGAGGGACGGGUCGGAAUAAUCCUGACCCUCGCCAUGAACAUU
AUGAGCACCCUGCAGUGGGCAGUGAACAGCUCGAUCGACGUGGACAGCCUGAUGC
GAAGCGUCAGCCGCGUGUUCAAGUUCAUCGACAUGCCUACUGAGGGAAAACCCAC
UAAGUCCACUAAGCCCUACAAAAAUGGCCAGCUGAGCAAGGUCAUGAUCAUCGAA
AACUCCCACGUGAAGAAGGACGAUAUUUGGCCCUCCGGAGGUCAAAUGACCGUGA
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ACACCGCCAAUUGGUUCCUGUACCUGUCCACCCUGCGGUGGULUCCAGAUGCGCAU
CGAGAUGAULUUCGUCAUCUUCUUCAUCGCGGUCACAUVUCAUCAGCAUCCUGACT
ACCGGAGAGGGAGAGGGACGGGUCGGAAVAAUCCUGACCCUCGUCAUGAACALUU
AUGAGCACCCUGCAGUGGGCAGUGAACAGCUCGAUCGACGUGGACAGCCUGAUGC
GAAGCGUCAGCCGCGUGUUCAAGUUCAUCGACAUGCCUACUGAGGGAAAACCCAL
UAAGUCCACUAAGCCCUACAAAAAUGGUCAGCUGAGCAAGGUCAUGAUCAUCGAA
AACUCCCACGUGAAGAAGGACGATVAUUUGGCCCUCCGGAGGUCAAAUGACCGUGA
AGGACCUGACCGCAAAGUACACCGAGGGAGGAAACGCCAUUCUCGAAAACAUCAG
CUUCUCCATTUCGLCGOGACAGOGGGUCGGUCUUCHCGGGLGGACCGEUUCCGHG
AAGUCAACUCUGCUGUCGGAIICCUCCGGCUGCUGAAUACCGAGGGGGAAALICC
AAAUUGACGGCGUGUCUUGGLAUBCCAUVACUCUGCAGCAGUGGCGGAAGGCLU
UCGGUGUGAUCCCCCAGAAGGUGUUCAUCUUCUCGGGUACCUUCCGGAAGAACCU
GGAUCCUUACGAGCAGUGGAGCGACCAAGAAAUCUGGAAGGUCGCCGACGAGGU
CGOCCUGCGCUCCGUGAUUGAACAAUUUCCUGGAAAGCUGGACUUCGUGCUCGUC
GACGGGGGAUGUGUCTUGUCGCATGGACAUAAGCAGCUCAUGUGCCUCGCACGGU
CCQUGCUCECCAAGGCCAAGAUUCUGCUGCUGGACGAACCUUCGGCCCACCUGGA
UCCGGUCACCUACCAGAUCAUCAGGAGGACCCUGAAGCAGGCCULUGCCGAUUGC
ACCGUGAUUCUCUGCGAGCACCGCAUCGAGGUCAUGCUGGAGUGCCAGCAGULCC
UGGUCAUCGAGGAGAACAAGGUCCGCCAAVACGACUCCAUUCAAAAGCUCCUCAA
CGAGCGGUCGCUGUUCAGACAAGUUATUUCACCGUCCGAUVAGAGUGAAGCUCULC
CCGCAUCGGAACAGCUCAAAGUGCAAAUCGAAGCCGCAGAUCGCAGCCUUGAAGE
AAGAGACUGAGGAAGAGGUGCAGGACACCCGGCUUUAAGGGUGGCAUCCCUGUG
ACCCCUCCCCAGUGCCUCUCCUGGLCCUGGAAGUUGCCACUCCAGUGCCCACCAGC
CUUGUCCUAAUAAAAUVAAGUUGCAUCAAAGCU (SEQ D NO: 7)

Un ARNm adecuado para la presente invencién tiene una secuencia de nucleétidos al menos un 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 mas idéntica a SEQ ID NO: 1.

Los ARNm en las composiciones para su uso de acuerdo con la presente invencion pueden sintetizarse de acuerdo
con cualquiera de una diversidad de métodos conocidos. Por ejemplo, los ARNm pueden sintetizarse mediante
transcripcion in vitro (IVT). En resumen, se realiza IVT tipicamente linealmente o proporcionando resistencia a
nucleasas encontradas en la mayoria de células eucariotas.

La presencia de una "cola" sirve para proteger el ARNm de la degradacién por exonucleasas.

Por tanto, los ARNm que codifican CFTR incluyen una estructura de capuchoén 5'. Un capuchoén §' se afiade
tipicamente como sigue: en primer lugar, una ARN terminal fosfatasa elimina uno de los grupos fosfato terminales
del nucleétido 5', dejando dos fosfatos terminales; entonces se afiade trifosfato de guanosina (GTP) a los fosfatos
terminales mediante una guanilil transferasa, produciendo un enlace 5'5'5 trifosfato; y el 7-nitrdgeno de guanina
entonces se metila por una metiltransferasa. Ejemplos de estructuras de capuchén incluyen, aunque sin limitacién,
m7G(5")ppp (5'(A,G(5")ppp(5)A v G(5")ppp(5')G. Estructuras adicionales de capuchén se describen en la solicitud de
Estados Unidos publicada n.2 US 2016/0032356 y la solicitud provisional de Estados Unidos 62/464.327, presentada
el 27 de febrero de 2017.
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Por tanto, los ARNm que codifican CFTR incluyen una estructura de cola 3'. Tipicamente, una estructura de cola
incluye una cola de poli(A) y/o poli(C). Una cola de poli-A o poli-C en el extremo 3' del ARNm tipicamente incluye al
menos 50 nucledtidos de adenosina o citosina, al menos 150 nucleétidos de adenosina o citosina, al menos 200
nucleétidos de adenosina o citosina, al menos 250 nucleétidos de adenosina o citosina, al menos 300 nucledtidos de
adenosina o citosina, al menos 350 nucleétidos de adenosina o citosina, al menos 400 nucledtidos de adenosina o
citosina, al menos 450 nucleétidos de adenosina o citosina, al menos 500 nucleétidos de adenosina o citosina, al
menos 550 nucledtidos de adenosina o citosina, al menos 600 nucleétidos de adenosina o citosina, al menos 650
nucleétidos de adenosina o citosina, al menos 700 nucleétidos de adenosina o citosina, al menos 750 nucleédtidos de
adenosina o citosina, al menos 800 nucledtidos de adenosina o citosina, al menos 850 nucledtidos de adenosina o
citosina, al menos 900 nucleétidos de adenosina o citosina, al menos 950 nucleétidos de adenosina o citosina, o al
menos 1 kb de nucleétidos de adenosina o citosina, respectivamente. En algunas realizaciones, una cola de poli-A o
poli-C puede ser de aproximadamente 10 a 800 nucledtidos de adenosina o citosina (por ejemplo, de
aproximadamente 10 a 200 nucleétidos de adenosina o citosina, de aproximadamente 10 a 300 nucleétidos de
adenosina o citosina, de aproximadamente 10 a 400 nucleétidos de adenosina o citosina, de aproximadamente 10 a
500 nucledtidos de adenosina o citosina, de aproximadamente 10 a 550 nucleodtidos de adenosina o citosina, de
aproximadamente 10 a 600 nucleétidos de adenosina o citosina, de aproximadamente 50 a 600 nucleétidos de
adenosina o citosina, de aproximadamente 100 a 600 nucleétidos de adenosina o citosina, de aproximadamente 150
a 600 nuclettidos de adenosina o citosina, de aproximadamente 200 a 600 nucleétidos de adenosina o citosina, de
aproximadamente 250 a 600 nucleétidos de adenosina o citosina, de aproximadamente 300 a 600 nucledtidos de
adenosina o citosina, de aproximadamente 350 a 600 nucleétidos de adenosina o citosina, de aproximadamente 400
a 600 nuclettidos de adenosina o citosina, de aproximadamente 450 a 600 nucleétidos de adenosina o citosina, de
aproximadamente 500 a 600 nucleétidos de adenosina o citosina, de aproximadamente 10 a 150 nucledtidos de
adenosina o citosina, de aproximadamente 10 a 100 nucleédtidos de adenosina o citosina, de aproximadamente 20 a
70 nucleodtidos de adenosina o citosina, o de aproximadamente 20 a 60 nucledtidos de adenosina o citosina)
respectivamente. En algunas realizaciones, una estructura de cola incluye una combinacién de colas de poli(A) y
poli(C) con diversas longitudes descritas en este documento. En algunas realizaciones, una estructura de cola
incluye al menos un 50 %, 55 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
de nucleétidos de adenosina. En algunas realizaciones, una estructura de cola incluye al menos un 50 %, 55 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 92 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de nucledtidos de citosina.

ARNm modificado

Un ARNm de CFTR puede contener solamente nucleétidos de origen natural (o nucleétidos no modificados). En
algunas realizaciones, sin embargo, un ARNm de CFTR adecuado puede contener modificaciones en la cadena
principal, modificaciones en los glicidos y/o modificaciones en las bases. Por ejemplo, los nucleétidos modificados
pueden incluir, aunque sin limitacién, purinas modificadas (adenina (A), guanina (G)) o pirimidinas (timina (T),
citosina (C), uracilo (U)), y analogos o derivados de nucleétidos modificados de purinas y pirimidinas, tales como, por
ejemplo, 1-metil-adenina, 2-metil-adenina, 2-metiltio-N-6-isopentenil-adenina, N6-metil-adenina, N6-isopentenil-
adenina, 2-tio-citosina, 3-metil-citosina, 4-acetil-citosina, 5-metil-citosina, 2,6-diaminopurina, 1-metil-guanina, 2-metil-
guanina, 2,2-dimetil-guanina, 7-metil-guanina, inosina, 1-metil-inosina, seudouracilo (5-uracilo), dihidro-uracilo, 2-tio-
uracilo, 4-tio-uracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tio-uracilo, 5-(carboxihidroximetil}-uracilo, 5-fluoro-uracilo, 5-bromo-
uracilo, 5-carboximetilaminometil-uracilo, 5-metil-2-tio-uracilo, 5-metil-uracilo, éster metilico del acido N-uracil-5-
oxiacético, 5-metilaminometil-uracilo, 5-metoxiaminometil-2-tio-uracilo, 5'-metoxicarbonilmetil-uracilo, 5-metoxi-
uracilo, éster metilico del acido uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético (v), 1-metil-seudouracilo, queosina,
.beta.-D-manosil-queosina, wybutoxosina y fosforamidatos, fosforotioatos, peptidonucleétidos, metilfosfonatos, 7-
desazaguanosina, 5-metilcitosina e inosina. La preparacién de dichos analogos es conocida por los expertos en la
materia, por ejemplo, de la patente de Estados Unidos n.® 4.373.071, patente de Estados Unidos n.? 4.401.796,
patente de Estados Unidos n.2 4.415.732, patente de Estados Unidos n.? 4.458.066, patente de Estados Unidos n.°
4.500.707, patente de Estados Unidos n.? 4.668.777, patente de Estados Unidos n.° 4.973.679, patente de Estados
Unidos n.® 5.047.524, patente de Estados Unidos n.t 5.132.418, patente de Estados Unidos n.® 5.153.319, patente
de Estados Unidos n.? 5.262.530 y 5.700.642.

En algunas realizaciones, los ARNm que codifican CFTR pueden contener modificaciones de la cadena principal de
ARN. Tipicamente, una modificacién de la cadena principal es una modificacién en que los fosfatos de la cadena
principal de los nucleétidos contenidos en el ARN estan modificados quimicamente. Modificaciones de la cadena
principal ejemplares tipicamente incluyen, aunque sin limitacion, modificaciones del grupo que consiste en
metilfosfonatos, metilfosforamidatos, fosforamidatos, fosforotioatos (por ejemplo, 5'-O-(1-tiofosfato) de citidina),
boranofosfatos, grupos guanidinio cargados positivamente, etc., que significa remplazar el enlace fosfodiéster por
otros grupos anidnicos, catidnicos o neutros.

En algunas realizaciones, los ARNm que codifican CFTR pueden contener modificaciones en los glicidos. Una
modificacion de glucidos tipica es una modificaciéon quimica del glicido de los nucleétidos que lo contienen,
incluyendo, aunque sin limitacién, modificaciones en los glicidos elegidas del grupo que consiste en 2'-desoxi-2'-
fluoro-oligorribonucledtido (5'-trifosfato de 2'-fluoro-2'-desoxicitidina, 5'-trifosfato de 2'-fluoro-2'-desoxiuridina), 2'-
desoxi-2'-desamina-oligorribonucleétido (5'-trifosfato de 2'-amino-2'-desoxicitidina, 5'-trifosfato de 2'-amino-2'-
desoxiuridina), 2'-O-alquiloligorribonucledtido, 2'-desoxi-2'-C-alquiloligorribonucleétido  (5'-trifosfato  de 2'-O-
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metilcitidina, 5'-trifosfato de 2'-metiluridina), 2'-C-alquiloligorribonucleétido, e isémeros de los mismos (5'-trifosfato de
2'-aracitidina, 5'-trifosfato de 2'-arauridina), o azidotrifosfatos (5'-trifosfato de 2'-azido-2'-desoxicitidina, 5'-trifosfato de
2'-azido-2'-desoxiuridina).

En algunas realizaciones, los ARNm que codifican CFTR estan sin modificar.
Vehiculos de administracion

De acuerdo con la presente invencioén, el ARNm que codifica una proteina CFTR como se describe en este
documento puede administrarse como ARNm desnudo (sin empaquetar) o mediante vehiculos de administracion.
Como se usa en este documento, la expresién "vehiculo de administracién”, "vehiculo de transferencia”,
"nanoparticula" o equivalente gramatical, se usan indistintamente.

Los vehiculos de administracién pueden formularse en combinaciéon con uno o mas acidos nucleicos, vehiculos,
ligandos de direccion o reactivos estabilizantes adicionales, o en composiciones farmacoloégicas donde se mezclan
con excipientes adecuados. Pueden encontrarse técnicas para formulacién y administracion de farmacos en
"Remington's Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing Co., Easton, Pa., ultima ediciéon. Un vehiculo de
administracion particular se selecciona en funcion de su capacidad de facilitar la transfeccién de un acido nucleico a
una célula diana.

De acuerdo con diversas realizaciones, los vehiculos de administracién adecuados incluyen, aunque sin limitacién,
vehiculos basados en polimero, tales como polietilienoimina (PEl), nanoparticulas lipidicas (LNP) y liposomas,
nanoliposomas, nanoliposomas que contienen ceramida, proteoliposomas, exosomas tanto naturales como
derivados sintéticamente, cuerpos laminares naturales, sintéticos y semisintéticos, nanoparticulados,
nanoparticulados de fosforosilicato de calcio, nanoparticulados de fosfato de calcio, nanoparticulados de diéxido de
silicio, particulados nanocristalinos, nanoparticulados  semiconductores, poli(D-arginina), soles-geles,
nanodendrimeros, sistemas de administracion basados en almidén, micelas, emulsiones, niosomas, copolimeros de
blogue de multidominio (polimeros de vinilo, polimeros de acido polipropil acrilico, policonjugados dinamicos),
formulaciones en polvo seco, plasmidos, virus, nucleétidos de fosfato de calcio, aptameros, péptidos y otras marcas
vectoriales.

Vehiculos de administracion liposdmicos

En algunas realizaciones, un vehiculo de administracién adecuado es un vehiculo de administracién liposémico, por
ejemplo, una nanoparticula lipidica (LNP) o liposoma. En algunas realizaciones, los liposomas pueden comprender
uno o mas lipidos catiénicos. En algunas realizaciones, un liposoma comprende uno o mas lipidos catiénicos, uno o
mas lipidos no catiénicos, uno o mas lipidos basados en colesterol y uno o mas lipidos modificados con PEG. En
algunas realizaciones, un liposoma comprende uno o mas lipidos catiénicos, uno o mas lipidos no catiénicos, y uno
o mas lipidos modificados con PEG. En algunas realizaciones, un liposoma comprende no mas de cuatro
componentes lipidicos distintos. En algunas realizaciones, un liposoma comprende no mas de tres componentes
lipidicos distintos. En algunas realizaciones, un componente lipidico distinto es un lipido catiénico a base de esterol.

Como se usa en este documento, la expresion "lipidos catiénicos" se refiere a cualquiera de varias especies lipidicas
y lipidoides que tienen una carga positiva neta a un pH seleccionado, tal como a pH fisiolégico. Se han descrito
varios lipidos cationicos en la bibliografia, de los que muchos estan disponibles en el mercado.

Los lipidos catidnicos adecuados para su uso en las composiciones descritas en este documento incluyen los lipidos
catiénicos descritos en la publicacién de patente internacional WO 2010/144740. En determinadas realizaciones, las
composiciones de la presente invencién incluyen un lipido catiénico, 4-(dimetilamino) butanoato de (62,97,287,317)-
heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-ilo, que tiene una estructura de compuesto de:

\Z\T'm Erc‘ e S TN TN N
| 2 e NN TN TN N

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Otros lipidos catiénicos adecuados para su uso en las composiciones de la presente invencion incluyen lipidos
catiénicos ionizables como se describe en la publicacién de patente internacional WO 2013/149140. En algunas
realizaciones, las composiciones de la presente invencién incluyen un lipido catiénico de una de las siguientes
férmulas:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde Ri y Rz se seleccionan cada uno independientemente
del grupo que consiste en hidrégeno, un alquilo Ci-C20 opcionalmente sustituido, variablemente saturado o
insaturado y un acilo Ce-C20 opcionalmente sustituido, variablemente saturado o insaturado; en donde L1 y L2 se
seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, un alquilo C1-C30 opcionalmente
sustituido, un alquenilo C1-C3o opcionalmente sustituido, variablemente insaturado, y un alquinilo Ci-Cso
opcionalmente sustituido; en donde m y o se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en
cero y cualquier nimero entero positivo (por ejemplo, donde m es tres); y en donde n es cero o cualquier numero
entero positivo (por ejemplo, donde n es uno). En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen el lipido catiénico (15Z,18Z)-N,N-dimetil-6-(9Z,127)-octadeca-9,12-dien-1-il}tetracosa-15,18-dien-
1-amina ("HGT5000"), que tiene una estructura de compuesto de:

,Mwwwwww
TTTNTINTTN o e e e
(HGT-5000)
y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente

invencién incluyen el lipido catiénico (15Z,18Z)-N,N-dimetil-6-((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)-tetracosa-4,15,18-
trien-1-amina ("HGT5001"), que tiene una estructura de compuesto de:

AN

%
g
1
1

i
(HGT-5001)
y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente

invencién incluyen el lipido catiénico (15Z,18Z)-N,N-dimetil-6-((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)-tetracosa-5,15,18-
trien-1-amina ("HGT5002"), que tiene una estructura de compuesto de:

NN TINTING NN

A NN

H

(HGT-5002)

P

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Otros lipidos catiénicos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién incluyen lipidos cationicos
descritos como lipidoides de aminoalcohol en la publicacion de patente internacional WO 2010/053572. En
determinadas realizaciones, las composiciones de la presente invencion incluyen un lipido catiénico que tiene una
estructura de compuesto de:
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y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Otros lipidos catidnicos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién incluyen lipidos catiénicos
como se describe en la publicacién de patente internacional WO 2016/118725. En determinadas realizaciones, las
composiciones de la presente invencién incluyen un lipido catiénico que tiene una estructura de compuesto de:

N N N o N f/’\‘_’,f”\\ — PO VY
RN N N N N N 'Nx’\/*“’v\x’\w’“v’\w”\f
N P e N

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Otros lipidos catidnicos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién incluyen lipidos catiénicos
como se describe en la publicacién de patente internacional WO 2016/118724. En determinadas realizaciones, las
composiciones de la presente invencién incluyen un lipido catiénico que tiene una estructura de compuesto de:

PO

\\” ey W“”\M’”A\\# ,-—""‘\} r"\N ,..»’\\,,\* ,..«M\ Vz"\f,m Mﬂ*\f\\” e
|
RN N N N N NV ~N\V”K‘NA\J"NNJ )
K/\,«-’\vf"\,ﬁ\f”\

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Otros lipidos cationicos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién incluyen un lipido catiénico
que tiene la férmula de 14,25-ditridecil 15,18,21,24-tetraaza-octatriacontano, y sales farmacéuticamente aceptables
del mismo.

Otros lipidos catidnicos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién incluyen lipidos catiénicos

como se describe en las publicaciones de patente internacional WO 2013/063468 y WO 2016/205691. En algunas
realizaciones, las composiciones de la presente invencion incluyen un lipido catiénico de la siguiente formula:

QO

Rl ‘ R‘L {‘:}

} %OJ\/N\/\\/\/%L\NH
HN -~ O

Ok

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en donde cada caso de R' es independientemente alquenilo Ce-
Cuo opcionalmente sustituido. En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente invencién incluyen
un lipido catiénico que tiene una estructura de compuesto de:
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente
5 invencion incluyen un lipido catiénico que tiene una estructura de compuesto de:

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En determinadas realizaciones, las composiciones de la
10 presente invencién incluyen un lipido catiénico que tiene una estructura de compuesto de:
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene una estructura de compuesto de:
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y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
10 Otros lipidos catidnicos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién incluyen lipidos catidnicos

como se describe en la publicacion de patente internacional WO 2015/184256. En algunas realizaciones, las
composiciones de la presente invencion incluyen un lipido catiénico de la siguiente formula:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde cada X es independientemente O o0 S; cada Y es
independientemente O o S; cada m es independientemente 0 a 20; cada n es independientemente 1 a 6; cada Ra es
independientemente hidrégeno, alquilo C1-50 opcionalmente sustituido, alquenilo C2-50 opcionalmente sustituido,
alquinilo C2-50 opcionalmente sustituido, carbociclilo C3-10 opcionalmente sustituido, heterociclilo de 3-14 miembros
opcionalmente sustituido, arilo C6-14 opcionalmente sustituido, heteroarilo de 5-14 miembros opcionalmente
sustituido o halégeno; y cada Rs es independientemente hidrogeno, alquilo C1-50 opcionalmente sustituido,
alquenilo C2-50 opcionalmente sustituido, alquinilo C2-50 opcionalmente sustituido, carbociclio C3-10
opcionalmente sustituido, heterociclilo de 3-14 miembros opcionalmente sustituido, arilo C6-14 opcionalmente
sustituido, heteroarilo de 5-14 miembros opcionalmente sustituido o halégeno. En determinadas realizaciones, las
composiciones de la presente invencién incluyen un lipido catidénico, "Target 23", que tiene una estructura de
compuesto de:

CeHa™ Y BOt N
N\V,W o HQ,, rC,«Hq
CygHpy™ 0K e NN
0 ot k\(cmﬁm
O
(Target 23)

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
Otros lipidos cationicos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién incluyen lipidos catidénicos

como se describe en la publicacidon de patente internacional WO 2016/004202. En algunas realizaciones, las
composiciones de la presente invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

Q‘ﬁg‘a “ g‘jf‘(}\f
Q

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencién incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencién incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

r‘~>w\/\/\m_m/\mf\w
e Oy

o T N N N e
Y\/\/

€

poconoc

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Otros lipidos cationicos adecuados para su uso en las composiciones de la presente invencién incluyen lipidos
cationicos como se describe en J. McClellan, M. C. King, Cell 2010, 141, 210-217 y en Whitehead et al. Nature
Communications (2014) 5:4277. En determinadas realizaciones, los lipidos catiénicos de las composiciones de la
presente invencién incluyen un lipido catiénico que tiene una estructura de compuesto de:

Y\/wa”\{?/\v“\'?/\\qu\w’\[(o\cmﬁm
Q : Q

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
Otros lipidos catidnicos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién incluyen lipidos catidénicos

como se describe en la publicacion de patente internacional WO 2015/199952. En algunas realizaciones, las
composiciones de la presente invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

#_‘,.-"‘\\\M jf"'\‘fv.f’
o A\;s:"ﬂ\««f”\\xﬁ\f’@wrxf\w"’\\f I NP
§

H
H

k\\ §3
\ N N
\\/0 - "‘(\/*‘\/’ IV g

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

5
o
H
H
‘ -:}Q\jf,-t}\\j ,.&\\’_ ,v\\_\ /“\\'v' -
M"?":“\w"’\‘ « I N W W e W {/"‘\\ o
i i
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a
y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
10
i .ff/\\\,/"\\,ff
o N‘\,./’"\.m Al NI e \\sz’O\\/f‘J\w/A RN N
i {
i
N R N e
L\ /.‘f.-‘\\ ff\v /_,ﬂ\\v PN '\\/‘/A\\.-’ ~
G
y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
15
v Ny v
) Q. ; -
N R Vol NP N P N e NP

k/\/\f\r"}w\v’\f%f

Q2

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente

invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
20
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

C/’\\f”
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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Q

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

- \\M’\ ¥ Nl NG NP (\\-f'f\(}’"fi\ R e WS
\\i N
e

™~,

} i
L\\'\/‘f"\\w "’f\(‘, /'l*\ r “\\ f.,./ \-\\’{.«"’\\\

N

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.
Otros lipidos catidnicos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién incluyen lipidos catidénicos

como se describe en la publicacion de patente internacional WO 2017/004143. En algunas realizaciones, las
composiciones de la presente invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

E . e W o NN
f“\\«f‘\‘f’

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

| e NP Ve
NN J/\\/\.A/\/
T
NN

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

| Qg™ o
PLANF AL WC}W

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

a \\rf\w’\w
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TR

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

QO

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

Q
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N

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
10

G

| {}W {s} RV N N
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

IS socovocdy

15

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
20
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

5
y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
10

&) v
AN . Q\/Q\//\:/\/‘\/

© (/\/W
QV&W

O

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

15 Otros lipidos catiénicos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién incluyen lipidos catidnicos
como se describe en la publicacion de patente internacional WO 2017/075531. En algunas realizaciones, las
composiciones de la presente invencion incluyen un lipido catiénico de la siguiente formula:

R?:
\Gg

Ll N L2
i - P N

R gt g Rre

20
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde uno de L' o L2 es -O(C=0)}-, -(C=0)0-, -C(=0)-, -O-, -
S(O)x, -S-8-, -C(=0)S-, -SC(=0)-, -NR3C(=0)-, -C(=0)NR?-, NR*C(=O)NR?-, -OC(=0)NR?- 0 -NR3C(=0)O-; y el otro
de L' o L% e -O(C=0)-, -(C=0)0O-, -C(=0)-, -O-, -§(0O)x, -S-S-, -C(=0)S-, SC(=0)-, -NRaC(=0)-, -C(=O)NR?-,
NRaC(=0)NRa-, -OC(=0O)NRa- o0 -NRaC(=0)O- o un enlace directo; G' Y G? son cada uno independientemente
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alquileno C1-C12 0 alquenileno Ci-C12 sin sustituir; G3 es alquileno C1-Czs, alquenileno C1-Cz4, cicloalquileno Cs-Cs,
cicloalquenileno Cs-Cs; R2 es H o alquilo C1-Ci2; R' y R? son cada uno independientemente alquilo Cs-Czs 0 alquenilo
Ce-C24; R® es H, OR®, CN, -C(=0)OR*, -OC(=0)R* 0 -NR>C(=0)R*; R* es alquilo C1-C12; R® es H o alquilo C1-Cs; y x
es 0,102

Otros lipidos catidnicos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién incluyen lipidos catiénicos

como se describe en la publicacién de patente internacional WO 2017/117528. En algunas realizaciones, las
composiciones de la presente invencién incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

8]

3

3

\NWO\EWQ

L/V\Qﬂt\:\/\%f\
y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:

0 NP o NP
O

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene la estructura de compuesto:
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.
Otros lipidos catidnicos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién incluyen lipidos catidnicos

como se describe en la publicacién de patente internacional WO 2017/049245. En algunas realizaciones, los lipidos
cationicos de las composiciones de la presente invencién incluyen un compuesto de una de las siguientes férmulas:
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y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Para una cualquiera de estas cuatro férmulas, Rs se

5 selecciona independientemente de -(CH2)nQ y -(CH2)nCHQR; Q se selecciona del grupo que consiste en -OR, -OH, -
O(CH2)nN(R)2, -OC(O)R, -CX3, -CN, -N(R)C(O)R, -N(H)C(O)R, -N(R)}S(0)2R, -N(H)S(0O)2R, -N(R)C(O)N(R)2, -
N(H)C(O)N(R)2, -N(HYC(OIN(H)}R), -N(RYC(S)N(R)2, -N(H}YC(SIN(R)2, -N(H)C(S)N(H}(R)}, y un heterociclo; ynes 1, 2
o 3. En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente invencién incluyen un lipido catiénico que
tiene una estructura de compuesto de:

10
O
RV W P e
A~
N
HO/A\‘/ \/V\/l m/
a”
y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene una estructura de compuesto de:
15
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catidénico que tiene una estructura de compuesto de:

o line:

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catidénico que tiene una estructura de compuesto de:

O
HQO

o 0

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Otros lipidos catidnicos adecuados para su uso en las composiciones de la invencién incluyen lipidos catiénicos
como se describe en las publicaciones de patente internacional WO 2017/173054 y WO 2015/095340. En
determinadas realizaciones, las composiciones de la presente invencién incluyen un lipido catiénico que tiene una
estructura de compuesto de:

Q
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catidénico que tiene una estructura de compuesto de:
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y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente
invencion incluyen un lipido catiénico que tiene una estructura de compuesto de:

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En determinadas realizaciones, las composiciones de la
presente invencién incluyen un lipido catiénico que tiene una estructura de compuesto de:
10

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
15 Otros lipidos cati6nicos adecuados para su uso en las composiciones de la presente invencién incluyen lipidos

cationicos escindibles como se describe en la publicacion de patente internacional WO 2012/170889. En algunas
realizaciones, las composiciones de la presente invencién incluyen un lipido catiénico de la siguiente férmula:
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en donde Rt se selecciona del grupo que consiste en imidazol, guanidinio, amino, imina, enamina, un alquilamino
opcionalmente sustituido (por ejemplo, un alquilamino tal como dimetilamino) y piridilo; en donde Rz se selecciona
del grupo que consiste en una de las siguientes dos férmulas:

Ry

\‘/

L Yl
/\i ( L 4} {\g
% '\ka& . ‘ \MR#
y

y en donde Rs y Rs4 se selecciona cada uno independientemente del grupo que consiste en un alquilo Ce-C2o
opcionalmente sustituido, variablemente saturado o insaturado y un acilo Cs-C20 opcionalmente sustituido,
variablemente saturado o insaturado; y en donde n es cero o cualquier nimero entero positivo (por ejemplo, uno,
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete,
dieciocho, diecinueve, veinte o0 mas). En determinadas realizaciones, las composiciones de la presente invencion
incluyen un lipido catiénico, "HGT4001", que tiene una estructura de compuesto de:

(HGT4001)

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En determinadas realizaciones, las composiciones de la
presente invencién incluyen un lipido catiénico, "HGT4002", que tiene una estructura de compuesto de:

H

HNG N g

NH,

(HGT4002)

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En determinadas realizaciones, las composiciones de la
presente invencién incluyen un lipido catiénico, "HGT4003", que tiene una estructura de compuesto de:
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(HGT4003)

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En determinadas realizaciones, las composiciones de la
presente invencién incluyen un lipido catiénico, "HGT4004", que tiene una estructura de compuesto de:

Na ™o oo 0
(s s | .
(HGT4004)

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. En determinadas realizaciones, las composiciones de la
presente invencién incluyen un lipido catiénico, "HGT4005", que tiene una estructura de compuesto de:

Nty : » -
(HGT4005)

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En algunas realizaciones, las composiciones de la presente invencion incluyen el lipido catidnico, cloruro de N-[1-
(2,3-dioleiloxi}propil]-N,N,N-trimetilamonio ("DOTMA"). (Feigner et al. (Proc. Nat'l| Acad. Sci. 84, 7413 (1987); patente
de Estados Unidos n.? 4.897.355). Otros lipidos catiénicos adecuados para las composiciones de la presente
invencién incluyen, por ejemplo, 5-carboxiespermilglicinadioctadecilamida ("DOGS"); 2,3-dioleiloxi-N-[2(espermina-
carboxamido)etil]-N,N-dimetil-1-propanaminio ("DOSPA") (Behr et al. Proc. Nat.'l| Acad. Sci. 86, 6982 (1989), patente
de Estados Unidos n.2 5.171.678; patente de Estados Unidos n.2 5.334.761); 1,2-dioleoil-3-dimetilamonio-propano
("DODAP"); 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano ("DOTAP").

Lipidos catiénicos ejemplares adicionales adecuados para las composiciones de la presente invencién también
incluyen:  1,2-diesteariloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano  ("DSDMA");  1,2-dioleiloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano
("DODMA"); 1,2-dilinoleiloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano ("DLinDMA"); 1,2-dilinoleniloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano
("DLenDMA"}; cloruro de N-dioleil-N,N-dimetilamonio ("DODAC"); bromuro de N,N-diestearil-N,N-dimetilamonio
("DDAB"); bromuro de N-(1,2-dimiristiloxiprop-3-il)-N,N-dimetil-N-hidroxietilamonio ("DMRIE"); 3-dimetilamino-2-
(colest-5-en-3-beta-oxibutan-4-oxi)-1-(cis,cis-9,12-octadecadienoxilpropano ("CLinDMA"); 2-[5'-(colest-5-en-3-beta-
oxi)-3'-oxapentoxi)-3-dimetil-1-(cis,cis-9', 1-2'-octadecadienoxi)propano ("CpLinDMA"); N,N-dimetil-3,4-
dioleiloxibencilamina ("DMOBA"); 1,2-N,N'-dioleilcarbamil-3-dimetilaminopropano ('DOcarbDAP"}; 2,3-dilinoleoiloxi-
N,N-dimetilpropilamina  ("DLinDAP"); 1,2-N,N'-dilinoleilcarbamil-3-dimetilaminopropano  ("DLincarbDAP"); 1,2-
dilinoleoilcarbamil-3-dimetilaminopropano ("DLinCDAP"); 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminometil-[1,3]-dioxolano ("DLin-K-
DMA");  2-((8-[(3P)-colest-5-en-3-iloxioctil)oxi}-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]propano-1-amina
("octil-CLinDMA"); (2R)-2-((8-[(3beta)-colest-5-en-3-iloxiJoctil)oxi)-N,N-dimetil-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-
iloxiJpropan-1-amina ("octil-CLInDMA (2R)"); (2S)-2-((8-[(3P)-colest-5-en-3-iloxiJoctil)oxi)-N,fsl-dimetil-3-[(9Z,12Z)-
octadeca-9,12-dien-1-iloxiJpropan-1-amina ("octil-CLinDMA (28})"); 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano
("DLin-K-XTC2-DMA"); y 2-(2,2-di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-il)-1,3-dioxolan-4-il}-N,N-dimetiletanamina ("DLin-
KC2-DMA") (véase, documento WO 2010/042877; Semple et al., Nature Biotech. 28: 172-176 (2010)). (Heyes, J., et
al., J Controlled Release 107: 276-287 (2005); Morrissey, DV., et al., Nat. Biotechnol. 23(8): 1003-1007 (2005);
publicacion de patente internacional WO 2005/121348). En algunas realizaciones, uno o mas de los lipidos
catiénicos comprenden al menos uno de un resto imidazol, dialquilamino o guanidinio.

En algunas realizaciones, uno o mas lipidos cationicos adecuados para las composiciones de la presente invencién
incluyen 2,2-dilinoleil-4-dimetilaminoetil-[1,3]-dioxolano ("XTC"}; (3aR,5s,6aS)-N,N-dimetil-2,2-di((9Z,12Z)-octadeca-
9,12-dienil)tetrahidro-3aH-ciclopenta[d] [1,3]dioxol-5-amina ("ALNY-100") y/o 4,7,13-tris(3-ox0-3-
(undecilamino)propil)-N1,N16-diundecil-4,7,10,13-tetraazahexadecano-1,16-diamida ("NC98-5").

En algunas realizaciones, las composiciones de la presente invencién incluyen uno o mas lipidos catidnicos que
constituyen al menos aproximadamente un 5%, 10 %, 20 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 % o
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70 %, medido en peso, del contenido total de lipidos en la composicion, por ejemplo, una nanoparticula lipidica. En
algunas realizaciones, las composiciones de la presente invencién incluyen uno o mas lipidos catiénicos que
constituyen al menos aproximadamente un 5%, 10 %, 20 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 % o
70 %, medido como % molar, del contenido total de lipidos en la composicion, por ejemplo, una nanoparticula
lipidica. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente invencion incluyen uno o mas lipidos cationicos
que constituyen aproximadamente un 30-70 % (por ejemplo, aproximadamente un 30-65 %, aproximadamente un
30-60 %, aproximadamente un 30-55%, aproximadamente un 30-50 %, aproximadamente un 30-45 %,
aproximadamente un 30-40 %, aproximadamente un 35-50 %, aproximadamente un 35-45 % o aproximadamente un
35-40 %), medido en peso, del contenido total de lipidos en la composicion, por ejemplo, una nanoparticula lipidica.
En algunas realizaciones, las composiciones de la presente invencién incluyen uno o mas lipidos catidnicos que
constituyen aproximadamente un 30-70 % (por ejemplo, aproximadamente un 30-65 %, aproximadamente un 30-
60 %, aproximadamente un 30-55%, aproximadamente un 30-50%, aproximadamente un 30-45 %,
aproximadamente un 30-40 %, aproximadamente un 35-50 %, aproximadamente un 35-45 % o aproximadamente un
35-40 %), medido como % molar, del contenido total de lipidos en la composicion, por ejemplo, una nanoparticula
lipidica.

En algunas realizaciones, pueden usarse lipidos catidnicos a base de esterol en lugar de o ademas de lipidos
cationicos descritos en este documento. Lipidos catidnicos a base de esterol adecuados son lipidos catiénicos a
base de esterol que contienen dialquilamino, imidazol y guanidinio. Por ejemplo, determinadas realizaciones se
refieren a una composicion que comprende uno o mas lipidos catiénicos a base de esterol que comprenden un
imidazol, por ejemplo, el éster de imidazol colesterol o lipido "ICE" 3-(1H-imidazol-4-il)propanoato de (3S, 10R, 13R,
17R)-10,13-dimetil-17-((R)-6-metilheptan-2-il)-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-ilo, como se representa por la estructura () a continuacion. En determinadas realizaciones,
una nanoparticula lipidica para la administracion de ARN (por ejemplo, ARNm) que codifica una proteina funcional
puede comprender uno o mas lipidos catiénicos a base de imidazol, por ejemplo, el éster de imidazol colesterol o
lipido "ICE" 3-(1H-imidazol-4-iljpropancato de (3S, 10R, 13R, 17R)-10,13-dimetil-17-((R)-6-metilheptan-2-il)-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-ciclopentala]fenantren-3-ilo, como se representa por la
siguiente estructura:

(ICE)

En algunas realizaciones, el porcentaje de lipido catiénico en un liposoma puede ser mayor de un 10 %, mayor de
un 20 %, mayor de un 30 %, mayor de un 40 %, mayor de un 50 %, mayor de un 60 % o mayor de un 70 %. En
algunas realizaciones, el uno o mas lipidos catidnicos constituyen aproximadamente un 30-50 % (por ejemplo,
aproximadamente un 30-45 %, aproximadamente un 30-40 %, aproximadamente un 35-50 %, aproximadamente un
35-45 % o aproximadamente un 35-40 %) del liposoma en peso. En algunas realizaciones, el lipido catiénico (por
ejemplo, lipido ICE) constituye aproximadamente un 30 %, aproximadamente un 35 %, aproximadamente un 40 %,
aproximadamente un 45 % o aproximadamente un 50 % del liposoma en relacién molar.

Como se usa en este documento, la expresién "lipido no catiénico" se refiere a cualquier lipido neutro, zwiteriénico o
aniénico. Como se usa en este documento, la expresion "lipido aniénico" se refiere a cualquiera de varias especies
lipidicas que portan una carga negativa neta a un pH seleccionado, tal como pH fisiolégico. Lipidos no catidénicos
incluyen, aunque sin limitacién, diestearoilfosfatidilcolina  (DSPC), dioleoilfosfatidilcolina  (DOPC),
dipalmitoilfosfatidilcolina  (DPPC),  dioleoilfosfatidilglicerol ~ (DOPG),  dipalmitoilfosfatidilglicerol ~ (DPPG),
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC), palmitoiloleoil-fosfatidiletanolamina
(POPE), 4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato de dioleoil-fosfatidiletanolamina (DOPE-mal},
dipalmitoilfosfatidiletanolamina (DPPE), dimiristoilfosfoetanolamina (DMPE), diestearoil-fosfatidil-etanolamina
(DSPE), fosfatidilserina, esfingolipidos, cerebrésidos, gangliésidos, 16-O-monometil PE, 16-O-dimetil PE, 18-1-trans
PE, 1-estearoil-2-oleoil-fosfatidiletanolamina (SOPE), o una mezcla de los mismos.

En algunas realizaciones, dichos lipidos no catiénicos pueden usarse en solitario, pero se usan preferiblemente en
combinacién con otros lipidos, por ejemplo, lipidos catiénicos. En algunas realizaciones, el lipido no catiénico puede
comprender una relacién molar de aproximadamente un 5 % a aproximadamente un 90 %, o de aproximadamente
un 10 % a aproximadamente un 70 % del lipido total presente en un liposoma. En algunas realizaciones, un lipido no
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cationico es un lipido neutro, es decir, un lipido que no porta una carga neta en las condiciones en las que se
formula y/o administra la composicion. En algunas realizaciones, el porcentaje de lipido no catiénico en un liposoma
puede ser mayor de un 5 %, mayor de un 10 %, mayor de un 20 %, mayor de un 30 % 0 mayor de un 40 %.

Lipidos cationicos a base de colesterol adecuados incluyen, por ejemplo, DC-Choi (N,N-dimetil-N-
etilcarboxamidocolesterol), 1,4-bis(3-N-oleilamino-propil)piperazina (Gao, et al. Biochem. Biophys. Res. Comm. 179,
280 (1991); Wolf et al. BioTechniques 23, 139 (1997); patente de Estados Unidos n.? 5.744.335) o ICE. En algunas
realizaciones, €l lipido a base de colesterol puede comprender una relacién molar de aproximadamente un 2 % a
aproximadamente un 30 %, o de aproximadamente un 5 % a aproximadamente un 20 % del lipido total presente en
un liposoma. En algunas realizaciones, el porcentaje de lipido a base de colesterol en la nanoparticula lipidica puede
ser mayor de un 5 %, mayor de un 10 %, mayor de un 20 %, mayor de un 30 % o mayor de un 40 %.

También se contempla por la presente invencién el uso de fosfolipidos modificados con polietilenglicol (PEG) y
lipidos derivatizados tales como ceramidas derivatizadas (PEG-CER), incluyendo N-octanoil-esfingosina-1-
[succinil{metoxipolietilenglicol)-2000] (C8 PEG-2000 ceramida), en solitario o preferiblemente en combinacién con
otras formulaciones lipidicas conjuntamente, que comprenden el vehiculo de transferencia (por ejemplo, una
nanoparticula lipidica). Lipidos modificados con PEG contemplados incluyen, aunque sin limitacién, una cadena de
polietilenglicol de hasta S kDa de longitud, unida covalentemente a un lipido con una o mas cadenas alquilo de
longitud Ce-C20. La adicion de dichos componentes puede evitar la agregaciéon de complejos y también puede
proporcionar un medio para aumentar el tiempo en circulacién y aumentar la administracién de la composicién de
lipido-acido nucleico a los tejidos diana (Klibanov et al. (1990) FEBS Letters, 268 (1): 235-237), o pueden
seleccionarse para intercambio rapidamente de la formulacién in vivo (véase la patente de Estados Unidos n.°
5.885.613). Lipidos intercambiables particularmente Gtiles son PEG-ceramidas que tienen cadenas acilo mas cortas
(por ejemplo, C14 o C18). El fosfolipido modificado con PEG y lipidos derivatizados de la presente invencién pueden
comprender una relacién molar de aproximadamente un 0 % a aproximadamente un 20 %, de aproximadamente un
0,5% a aproximadamente un 20 %, de aproximadamente un 1% a aproximadamente un 15%, de
aproximadamente un 4 % a aproximadamente un 10 % o aproximadamente un 2 % del lipido total presente en el
vehiculo de transferencia liposémico.

De acuerdo con diversas realizaciones, la seleccién de lipidos cationicos, lipidos no catidnicos y/o lipidos
modificados con PEG que comprenden la nanoparticula lipidica, asi como la relacién molar relativa de dichos lipidos
entre si, se basa en las caracteristicas del lipido o lipidos seleccionados, la naturaleza de las células diana
pretendidas, las caracteristicas del ARNm a administrar. Consideraciones adicionales incluyen, por ejemplo, la
saturacion de la cadena alquilo, asi como el tamafio, carga, pH, pKa, capacidad fusogénica y toxicidad del lipido o
lipidos seleccionados. Por tanto, las relaciones molares pueden ajustarse en consecuencia.

En algunas realizaciones, un vehiculo de administracién adecuado se formula usando un polimero como vehiculo,
en solitario o en combinacién con otros vehiculos, incluyendo diversos lipidos descritos en este documento. Por
tanto, en algunas realizaciones, los vehiculos de administracion liposémicos, como se usan en este documento,
también abarcan nanoparticulas que comprenden polimeros. Polimeros adecuados pueden incluir, por ejemplo,
poliacrilatos, polialquicianoacrilatos, polilactido, copolimeros de polilactido-poliglicolido, policaprolactonas, dextrano,
albdmina, gelatina, alginato, colageno, quitosano, ciclodextrinas, protamina, protamina PEGilada, PLL, PLL
PEGilado y polietilenimina (PEI). Cuando esta presente PEI, puede ser PEI ramificada de un peso molecular que
varia de 10 a 40 kDa, por ejemplo, PEI ramificada de 25 kDa (Sigma n.2 408727).

Un liposoma adecuado para su uso con la presente invencion puede incluir uno o mas de cualquiera de los lipidos
cationicos, lipidos no catiodnicos, lipidos de colesterol, lipidos modificados con PEG y/o polimeros descritos en este
documento a diversas relaciones. Como ejemplos no limitantes, una formulacién liposomica adecuada puede incluir
una combinacién seleccionada de cKK-E12, DOPE, colesterol y DMG-PEG2K; C12-200, DOPE, colesterol y DMG-
PEG2K; HGT4003, DOPE, colesterol y DMG-PEG2K; ICE, DOPE, colesterol y DMG-PEG2K; o ICE, DOPE y DMG-
PEG2K.

En diversas realizaciones, los lipidos catiénicos (por ejemplo, cKK-E12, C12-200, ICE y/o HGT4003) constituyen
aproximadamente un 30-60 % (por ejemplo, aproximadamente un 30-55 %, aproximadamente un 30-50 %,
aproximadamente un 30-45 %, aproximadamente un 30-40 %, aproximadamente un 35-50 %, aproximadamente un
35-45 % o aproximadamente un 35-40 %) del liposoma en relaciéon molar. En algunas realizaciones, el porcentaje de
lipidos catibnicos (por ejemplo, cKK-E12, C12-200, ICE y/o HGT4003) es o mayor de aproximadamente un 30 %,
aproximadamente un 35 %, aproximadamente un 40 %, aproximadamente un 45 %, aproximadamente un 50 %,
aproximadamente un 55 % o aproximadamente un 60 % del liposoma en relacién molar.

En algunas realizaciones, la relacién de uno o mas lipidos catiénicos a uno o mas lipidos no catiénicos a uno o0 mas
lipidos a base de colesterol a uno o mas lipidos modificados con PEG puede ser entre aproximadamente 30-60:25-
35:20-30:1-15, respectivamente. En algunas realizaciones, la relacién de uno o mas lipidos catiénicos a uno o mas
lipidos no catidnicos a uno o mas lipidos a base de colesterol a uno o mas lipidos modificados con PEG es
aproximadamente 40:30:20:10, respectivamente. En algunas realizaciones, la relacién de uno o mas lipidos
cationicos a uno o mas lipidos no catibénicos a uno o mas lipidos a base de colesterol a uno o mas lipidos
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modificados con PEG es aproximadamente 40:30:25:5, respectivamente. En algunas realizaciones, la relaciéon de
uno o mas lipidos catiénicos a uno o mas lipidos no catiénicos a uno o mas lipidos a base de colesterol a uno o mas
lipidos modificados con PEG es aproximadamente 40:32:25:3, respectivamente. En algunas realizaciones, la
relaciéon de uno o mas lipidos catidnicos a uno o mas lipidos no catiénicos a uno o mas lipidos a base de colesterol a
uno o mas lipidos modificados con PEG es aproximadamente 50:25:20:5. En algunas realizaciones, la relacién de
uno o mas lipidos de esterol a uno o mas lipidos no catiénicos a uno o mas lipidos modificados con PEG es 50:45:5.
En algunas realizaciones, la relacién de uno o mas lipidos de esterol a uno o mas lipidos no catiénicos a uno 0 mas
lipidos modificados con PEG es 50:40:10. En algunas realizaciones, la relacién de uno o mas lipidos de esterol a
uno o mas lipidos no catiénicos a uno o mas lipidos modificados con PEG es 55:40:5. En algunas realizaciones, la
relaciéon de uno o mas lipidos de esterol a uno o mas lipidos no catiénicos a uno o mas lipidos modificados con PEG
es 55:35:10. En algunas realizaciones, la relacién de uno o mas lipidos de esterol a uno o mas lipidos no catiénicos
a uno o mas lipidos modificados con PEG es 60:35:5. En algunas realizaciones, la relaciéon de uno o mas lipidos de
esterol a uno o mas lipidos no catiénicos a uno o mas lipidos modificados con PEG es 60:30:10.

En algunas realizaciones, un liposoma adecuado para su uso con la presente invencion comprende ICE y DOPE a
una relacién molar de ICE:DOPE de >1:1. En algunas realizaciones, la relacion molar de ICE:DOPE es <2,5:1. En
algunas realizaciones, la relacién molar de ICE:DOPE es entre 1:1 y 2,5:1. En algunas realizaciones, la relacién
molar de ICE:DOPE es aproximadamente 1,5:1. En algunas realizaciones, la relacién molar de ICE:DOPE es
aproximadamente 1,7:1. En algunas realizaciones, la relacion molar de ICE:DOPE es aproximadamente 2:1. En
algunas realizaciones, un liposoma adecuado para su uso con la presente invencién comprende ICE y DMG-PEG-
2K a una relacién molar de ICE:DMG-PEG-2K de >10:1. En algunas realizaciones, la relacion molar de ICE:DMG-
PEG-2K es <16:1. En algunas realizaciones, la relacion molar de ICE:DMG-PEG-2K es aproximadamente 12:1. En
algunas realizaciones, la relacion molar de ICE:DMG-PEG-2K es aproximadamente 14:1. En algunas realizaciones,
un liposoma adecuado para su uso con la presente invencién comprende DOPE y DMG-PEG-2K a una relacién
molar de DOPE:DMG-PEG-2K de >5:1. En algunas realizaciones, la relacién molar de DOPE:DMG-PEG-2K es
<11:1. En algunas realizaciones, la relacién molar de DOPE:DMG-PEG-2K es aproximadamente 7:1. En algunas
realizaciones, la relacién molar de DOPE:DMG-PEG-2K es aproximadamente 10:1. En algunas realizaciones, un
liposoma adecuado para su uso con la presente invencion comprende ICE, DOPE y DMG-PEG-2K a una relacién
molar de ICE:DOPE:DMG-PEG-2K de 50:45:5. En algunas realizaciones, un liposoma adecuado para su uso con la
presente invenciéon comprende ICE, DOPE y DMG-PEG-2K a una relacion molar de ICE:DOPE:DMG-PEG-2K de
50:40:10. En algunas realizaciones, un liposoma adecuado para su uso con la presente invencion comprende ICE,
DOPE y DMG-PEG-2K a una relacién molar de ICE:DOPE:DMG-PEG-2K de 55:40:5. En algunas realizaciones, un
liposoma adecuado para su uso con la presente invencion comprende ICE, DOPE y DMG-PEG-2K a una relacién
molar de ICE:DOPE:DMG-PEG-2K de 55:35:10. En algunas realizaciones, un liposoma adecuado para su uso con la
presente invenciéon comprende ICE, DOPE y DMG-PEG-2K a una relacion molar de ICE:DOPE:DMG-PEG-2K de
60:35:5. En algunas realizaciones, un liposoma adecuado para su uso con la presente invenciéon comprende ICE,
DOPE y DMG-PEG-2K a una relacion molar de ICE:DOPE:DMG-PEG-2K de 60:30:10.

Los vehiculos de transferencia liposémicos para su uso en la invencién pueden prepararse por diversas técnicas que
son actualmente conocidas en la técnica. Se describen diversos métodos en la solicitud de Estados Unidos
publicada n.2 US 2011/0244026, la solicitud de Estados Unidos publicada n.? US 2016/0038432 y la solicitud de
Estados Unidos provisional n.2 62/580.155, presentada el 1 de noviembre de 2017 y pueden usarse para poner en
practica la presente invencién.

En resumen, el proceso de preparacién de nanoparticulas lipidicas de ARNm de CFTR incluye una etapa de
calentamiento de un primer conjunto de una o0 mas soluciones con un primer conjunto de una o mas soluciones (es
decir, aplicar calor desde una fuente de calor a las soluciones) hasta una temperatura (0 para mantener a una
temperatura) mayor de la temperatura ambiente. El primer conjunto de una o mas soluciones puede incluir una
solucién no acuosa que comprende los lipidos usados para formar la nanoparticula lipidica, y/o una solucién que
comprende nanoparticulas lipidicas preformadas. El segundo conjunto de una o mas soluciones puede incluir una
solucién acuosa del ARNm de CFTR y/o una solucién que comprende el ARNm encapsulado en nanoparticula
lipidica. En determinados casos, el proceso incluye una etapa de calentamiento hasta una temperatura (o para
mantener a una temperatura) mayor de la temperatura ambiente de una primera solucibn que comprende
nanoparticulas lipidicas preformadas con una segunda solucién acuosa que comprende ARNm de CFTR. En
algunos casos, el proceso incluye la etapa de calentamiento de una o ambas de la solucién de ARNm y la solucion
de nanoparticula lipidica preformada, antes de la etapa de mezcla. En algunos casos, el proceso incluye calentar
una o mas de la solucién que comprende las nanoparticulas lipidicas preformadas, la solucién que comprende el
ARNm y la solucién que comprende el ARNm encapsulado en nanoparticula lipidica, durante la etapa de mezcla. En
algunos casos, el proceso incluye la etapa de calentamiento del ARNm encapsulado en nanoparticula lipidica,
después de la etapa de mezcla. En algunos casos, la temperatura a la que se calienta una o mas de las soluciones
(o a la que se mantiene una o mas de las soluciones) es o es mayor de aproximadamente 30 °C, 37 °C, 40 °C,
45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C o 70 °C. En algunos casos, la temperatura a la que una o mas de las soluciones se
calienta varia de aproximadamente 25-70°C, aproximadamente 30-70 °C, aproximadamente 35-70 °C,
aproximadamente 40-70 °C, aproximadamente 45-70 °C, aproximadamente 50-70 °C o aproximadamente 60-70 °C.
En algunos casos, la temperatura mayor de la temperatura ambiente a la que una o mas de las soluciones se
calienta es aproximadamente 65 °C.
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Para facilitar la expresién de ARNm in vivo, pueden formularse vehiculos de administracién tales como liposomas en
combinacién con uno o mas acidos nucleicos, vehiculos, ligandos de direccidon o reactivos estabilizantes adicionales,
0 en composiciones farmacolégicas donde se mezclan con excipientes adecuados. Pueden encontrarse técnicas
para formulacién y administracion de farmacos en "Remington's Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing Co.,
Easton, Pa., Ultima edicién.

Como se usa en este documento, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se determina en gran medida en
funcién de la cantidad total del agente terapéutico contenido en composiciones farmacéuticas. En general, una
cantidad terapéuticamente eficaz es suficiente para conseguir un beneficio significativo para el sujeto (por ejemplo,
tratar, modular, curar, prevenir y/o mejorar la fibrosis quistica). Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz
puede ser una cantidad suficiente para conseguir un efecto terapéutico y/o profilactico deseado.

De acuerdo con la invencion, la composicion que comprende un ARNm que codifica CFTR comprende ARNm a una
concentracion de al menos 0,4 mg/ml. En algunas realizaciones, el ARNm que codifica una proteina CFTR esta a
una concentracién de al menos 0,5 mg/ml. En algunas realizaciones, el ARNm que codifica una proteina CFTR esta
a una concentracion de al menos 0,6 mg/ml. En algunas realizaciones, el ARNm que codifica una proteina CFTR
estd a una concentracién de al menos 0,7 mg/ml. En algunas realizaciones, el ARNm que codifica una proteina
CFTR esta a una concentracion de al menos 0,8 mg/ml. En algunas realizaciones, el ARNm que codifica una
proteina CFTR esta a una concentracion de al menos 0,9 mg/ml. En algunas realizaciones, el ARNm que codifica
una proteina CFTR estd a una concentraciéon de al menos 1,0 mg/ml. En algunas realizaciones, el ARNm que
codifica una proteina CFTR esta a una concentracién de al menos 2,0 mg/ml. En algunas realizaciones, el ARNm
que codifica una proteina CFTR estd a una concentracion de al menos 3,0 mg/ml. En algunas realizaciones, el
ARNm que codifica una proteina CFTR esta a una concentracién de al menos 4,0 mg/ml. En algunas realizaciones,
el ARNm que codifica una proteina CFTR esta a una concentracion de al menos 5,0 mg/ml. En algunas
realizaciones, el ARNm que codifica una proteina CFTR esta a una concentracién de al menos 6,0 mg/ml. En
algunas realizaciones, el ARNm que codifica una proteina CFTR estd a una concentracion de al menos 7,0 mg/ml.
En algunas realizaciones, el ARNm que codifica una proteina CFTR esta a una concentraciéon de al menos 8,0
mg/ml. En algunas realizaciones, el ARNm que codifica una proteina CFTR esta a una concentracién de al menos
9,0 mg/ml. En algunas realizaciones, el ARNm que codifica una proteina CFTR esta a una concentracién de al
menos 10,0 mg/ml. En algunas realizaciones, el ARNm que codifica una proteina CFTR esta a una concentracion
que varia de 0,1 mg/ml a 10,0 mg/ml.

La composicién que comprende el ARNm que codifica CFTR se formula con un diluyente seleccionado del grupo
que consiste en DMSQO, etilenglicol, glicerol, 2-metil-2,4-pentanodiol (MPD), propilenglicol, sacarosa y trehalosa. En
algunas realizaciones, la formulacién comprende un 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11 %,
12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 % 0 20 % de diluyente.

Administracion pulmonar

Un ARNm de CFTR para su uso con la presente invencién se formula para administracién pulmonar. Como se usa
en este documento, administracién pulmonar se refiere a administracion al pulmén mediante, por ejemplo, la cavidad
nasal, la traquea, los bronquios, los bronquiolos y/u otro sistema pulmonar. En realizaciones particulares, un ARNm
de CFTR se formula para nebulizacion. En estas realizaciones, el vehiculo de administracién puede estar en una
composicion aerosolizada que puede inhalarse.

En algunas realizaciones, se forma polvo seco de ARNm de CFTR por liofilizacién del complejo de ARNm-lipido
(véase la patente de Estados Unidos 9.717.690). El polvo seco liofilizado es adecuado para almacenamiento a largo
plazo. Puede reconstituirse con agua purificada para administracién a un sujeto que lo necesita. En determinadas
realizaciones, tras la reconstitucién con un medio de rehidratacion apropiado (por ejemplo, agua purificada, agua
desionizada, dextrosa al 5 %, trehalosa al 10 % y/o solucién salina normal, la composicion reconstituida demuestra
actividad farmacologica o biolégica comparable con la observada antes de la liofilizacion. Por ejemplo, en
determinadas realizaciones, la actividad farmacolégica y biolégica de un polinucleétido encapsulado es equivalente a
la observada antes de la liofilizacién de la composicion; o como alternativa demuestra una reduccién insignificante
en la actividad farmacologica y bioloégica (por ejemplo, menos de aproximadamente un 1%, 2 %, 2,5 %, 3 %, 4 %,
5%, 6%, 7%, 8%, 9% 0 10 % de reduccién en la actividad biolégica o farmacolégica de un polinucleétido
encapsulado).

En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden nanoparticulas liofilizadas o
vehiculos de administracién de nanoparticulas lipidicas se caracterizan como estables (por ejemplo, como estables
como composiciones farmacéuticas que comprenden un vehiculo no liofilizado equivalente). La liofilizacién de las
nanoparticulas lipidicas no cambia apreciablemente o altera el tamafio de particulas de las nanoparticulas lipidicas
después de la liofilizacién y/o reconstitucién. Por ejemplo, en este documento se divulgan composiciones
farmacéuticas que comprenden vehiculos de administracién lipidicos liofilizados, en donde, tras la reconstitucién (por
ejemplo, con agua purificada), las nanoparticulas lipidicas no floculan o se agregan, o como alternativa demuestran
floculacion o agregacién limitada o insignificante (por ejemplo, determinada por el tamafio de particulas de las
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nanoparticulas lipidicas reconstituidas).

Por consiguiente, en determinadas realizaciones, tras la reconstituciéon de una nanoparticula lipidica liofilizada, las
nanoparticulas lipidicas tienen un Dv50 de menos de aproximadamente 500 nm (por ejemplo, menos de
aproximadamente 300 nm, 200 nm, 150 nm, 125 nm, 120 nm, 100 nm, 75 nm, 50 nm, 25 nm o mas pequefio).
Asimismo, en determinadas realizaciones, tras la reconstitucibn de una nanoparticula lipidica liofilizada, las
nanoparticulas lipidicas tienen un Dv90 de menos de aproximadamente 750 nm (por ejemplo, menos de
aproximadamente 700 nm, 500 nm, 300 nm, 200 nm, 150 nm, 125 nm, 100 nm, 75 nm, 50 nm, 25 nm o0 mas
pequefio).

En otras realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden vehiculos de administracién lipidicos
liofilizados se caracterizan por tener un indice de polidispersion de menos de aproximadamente 1 (por ejemplo,
menos de 0,95, 0,9, 0,8, 0,75, 0,7, 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,25, 0,2, 0,1, 0,05 0 menos). En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas que comprenden vehiculos de administracion lipidicos liofilizados demuestran una
tendencia reducida a flocular o agregarse de otro modo (por ejemplo, durante la liofilizacién o tras reconstitucion).
Por ejemplo, tras la reconstitucién, los vehiculos de administracién lipidicos pueden tener un tamafio de particula
promedio (Zave) de menos de 500 nm (por ejemplo, menos de aproximadamente 400 nm, 300 nm, 200 nm, 175 nm,
150 nm, 125 nm, 100 nm, 75 nm, 50 nm, 25 nm o mas pequefio en una solucién de PBS).

En algunas realizaciones, los vehiculos de administracion lipidicos liofilizados (por ejemplo, nanoparticulas lipidicas
liofilizadas) comprenden ademas o se preparan, como alternativa, usando uno o mas lioprotectores (por ejemplo,
glicidos y/o carbohidratos). En determinadas realizaciones, la inclusién de uno o mas lioprotectores en la
nanoparticula lipidica puede mejorar o potenciar de otro modo la estabilidad de los vehiculos de administracion
lipidicos liofilizados (por ejemplo, en condiciones normales de almacenamiento) y/o facilitar la reconstitucion de los
vehiculos de administracién lipidicos liofilizados usando un medio rehidratacion, preparando de ese modo una
formulacién acuosa. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, las nanoparticulas lipidicas se preparan y, antes
de la liofilizacion, el tampén presente en la formulacién liposémica puede remplazarse (por ejemplo, mediante
centrifugacion) con un lioprotector tal como una solucién o suspensién de sacarosa (por ejemplo, una solucién
acuosa que comprende entre aproximadamente un 1-50 % o un 10-25 % de sacarosa). En algunas realizaciones, el
lioprotector es trehalosa. En algunas realizaciones, el lioprotector comprende un 10-50 %, o un 10-25 %, o un 10-
20% o un 10-15% de trehalosa. Otros lioprotectores que pueden usarse para preparar las composiciones
liofilizadas descritas en este documento incluyen, por ejemplo, dextrano (por ejemplo, 1,5 kDa, 5 kDa y/o 40 kDa) e
inulina (por ejemplo, 1,8 kDa y/o 4 kDa). Los vehiculos de administracién lipidicos liofilizados tienen una eficacia de
encapsulacion de mas de aproximadamente 80 %.

Una composicién farmacéutica que comprende una nanoparticula lipidica liofilizada que comprende ARNm que
codifica CFTR es estable a 4 °C durante al menos 1 mes, al menos 2 meses, al menos 3 meses, al menos 4 meses,
al menos 5 meses, al menos 6 meses o durante al menos 1 afio. En algunas realizaciones, los vehiculos de
administracién lipidicos liofilizados pueden almacenarse en refrigeracion y permanecer estables (por ejemplo, como
se demuestra por pérdidas minimas o ausentes en su actividad farmacéutica o biolégica pretendida) durante
periodos prolongados de tiempo (por ejemplo, estables durante al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6, 9, 12, 18,
24, 36 meses 0 mas tras almacenamiento a aproximadamente 4 °C). En otras realizaciones, los vehiculos de
administracién lipidicos liofilizados pueden almacenarse sin refrigeracion y permanecer estables durante periodos
prolongados de tiempo (por ejemplo, estables durante al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 18, 24, 36
meses 0 mas tras almacenamiento a aproximadamente 25 °C).

La composicién farmacéutica en forma liofilizada puede almacenarse en estado congelado durante 1, 2, 3, 4,50 10
afos sin pérdida de actividad farmacolégica o biologica.

Por consiguiente, también se contemplan en este documento composiciones para su uso en el tratamiento de
enfermedades en un sujeto, al administrar una cantidad eficaz de composiciones farmacéuticas que comprenden
vehiculos de administracién lipidicos liofilizados de ARNm de CFTR a un sujeto (por ejemplo, tras reconstitucion con
un medio de rehidratacién tal como agua estéril para inyeccion).

En algunas realizaciones, la formulacién se administra mediante un inhalador de dosis medida.
En algunas realizaciones, la formulacién se administrar mediante un nebulizador.

La formulacién de ARNm de CFTR adecuada para nebulizacién puede almacenarse como un liquido congelado, o
liquido estéril, o polvo liofilizado o seco y reconstituirse antes de nebulizaciéon. En algunas realizaciones, la
composicién se almacena en un vial de un solo uso antes de la nebulizacién. En algunas realizaciones, el vial de un
solo uso comprende 50 ml o menos de la composicién. En algunas realizaciones, el vial de un solo uso comprende
40 ml o menos de la composicién. En algunas realizaciones, el vial de un solo uso comprende 30 ml o menos de la
composicion. En algunas realizaciones, el vial de un solo uso comprende 20 ml 0 menos de la composicion. En
algunas realizaciones, el vial de un solo uso comprende 10 ml 0 menos de la composicion. En algunas realizaciones,
el vial de un solo uso comprende 9,0 ml o menos de la composicién. En algunas realizaciones, el vial de un solo uso
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comprende 8,0 ml o menos de la composicién. En algunas realizaciones, el vial de un solo uso comprende 7,0 ml o
menos de la composicién. En algunas realizaciones, el vial de un solo uso comprende 6,0 ml o menos de la
composicién. En algunas realizaciones, el vial de un solo uso comprende 5,0 ml o menos de la composicion. En
algunas realizaciones, el vial de un solo uso comprende entre 4,0 ml y 5,0 ml de la composicién. En algunas
realizaciones, el vial de un solo uso comprende 3,2 ml de la composicién.

En esta invencién, la administraciéon pulmonar implica inhalacién (por ejemplo, para administraciéon nasal, traqueal o
bronquial). En algunas realizaciones, la formulacion de ARNm de CFTR se nebuliza antes de la inhalacion. La
nebulizacion puede conseguirse mediante cualquier nebulizador conocido en la técnica. Un nebulizador transforma
un liquido en una bruma de modo que pueda inhalarse mas facilmente en los pulmones. Los nebulizadores son
eficaces para lactantes, nifios y adultos. Los nebulizadores pueden nebulizar grandes dosis de medicamentos
inhalados. Un tipo de nebulizador es un nebulizador de chorro, que comprende tubos conectados a un compresor,
que provoca que aire u oxigeno comprimido fluya a una alta velocidad a través de un medicamento liquido para
convertirlo en un aerosol, que después se inhala por el paciente. Otro tipo de nebulizador es el nebulizador de onda
ultrasoénica, que comprende un oscilador electronico que genera una onda ultrasénica de alta frecuencia, que
provoca la vibracién mecanica de un elemento piezoeléctrico, que esta en contacto con un depésito de liquido. La
vibracién de alta frecuencia del liquido es suficiente para producir una bruma de vapor. Nebulizadores de onda
ultrasonica ejemplares son el Omron NE-U17 y el Beurer Nebulizer IH30. Un tercer tipo de nebulizador comprende
tecnologia de malla vibrante (VMT). La VMT comprende malla/membrana con 1000-7000 orificios que vibra en la
parte superior de un depdsito de liquido y de ese modo hace salir por presion una bruma de gotas muy finas a través
de los orificios en la malla/membrana. Nebulizadores VMT ejemplares incluyen Pari eFlow, Respironics i-Neb, Beurer
Nebulizer IH50, Aerogen Aeroneb y Philips InnoSpire Go.

En algunas realizaciones, el volumen de nebulizacién es a un volumen que varia de 13,0 ml a 42,0 ml. En algunas
realizaciones, el volumen de nebulizacién es a un volumen menor de o igual a 13,9 ml. En algunas realizaciones, el
volumen de nebulizacién es a un volumen menor de o igual a 16,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen de
nebulizacién es a un volumen menor de o igual a 18,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen de nebulizacion es a
un volumen menos de o igual a 20,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen de nebulizacién es a un volumen
menor de o igual a 22,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen de nebulizacién es a un volumen menor de o igual
a 24,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen de nebulizacién es a un volumen menos de o igual a 26,0 ml. En
algunas realizaciones, el volumen de nebulizacién es a un volumen menor de o igual a 27,9 ml. En algunas
realizaciones, el volumen de nebulizacién es a un volumen menor de o igual a 30,0 ml. En algunas realizaciones, el
volumen de nebulizacién es a un volumen menos de o igual a 32,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen de
nebulizacién es a un volumen menor de o igual a 34,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen de nebulizacion es a
un volumen menor de o igual a 36,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen de nebulizacién es a un volumen
menos de o igual a 38,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen de nebulizacién es a un volumen menor de o igual
a 40,0 ml. En algunas realizaciones, el volumen de nebulizaciéon es a un volumen menor de o igual a 41,8 ml.

En algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacién varia de 1 minuto a 150 minutos. En algunas realizaciones,
la duracién de la nebulizacién es menor de o igual a 1 minuto. En algunas realizaciones, la duracién de la
nebulizacién es menor de o igual a 2 minutos. En algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacién es menor de
o igual a 3 minutos. En algunas realizaciones, la duracién de la nebulizaciéon es menor de o igual a 6 minutos. En
algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacién es menor de o igual a 9 minutos. En algunas realizaciones, la
duracién de la nebulizacion es menor de o igual a 12 minutos. En algunas realizaciones, la duraciéon de la
nebulizacién es menor de o igual a 15 minutos. En algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacién es menor de
o igual a 18 minutos. En algunas realizaciones, la duracion de la nebulizacién es menor de o igual a 21 minutos. En
algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacién es menor de o igual a 24 minutos. En algunas realizaciones, la
duracién de la nebulizacion es menor de o igual a 27 minutos. En algunas realizaciones, la duracion de la
nebulizacién es menor de o igual a 30 minutos. En algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacién es menor de
o igual a 33 minutos. En algunas realizaciones, la duracion de la nebulizacién es menor de o igual a 36 minutos. En
algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacién es menor de o igual a 40 minutos. En algunas realizaciones, la
duracién de la nebulizacion es menor de o igual a 45 minutos. En algunas realizaciones, la duracién de la
nebulizacién es menor de o igual a 50 minutos. En algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacién es menor de
o igual a 55 minutos. En algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacién es menor de o igual a 60 minutos. En
algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacién es menor de o igual a 67 minutos. En algunas realizaciones, la
duracién de la nebulizacion es menor de o igual a 70 minutos. En algunas realizaciones, la duracién de la
nebulizacién es menor de o igual a 80 minutos. En algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacién es menor de
o igual a 90 minutos. En algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacién es menor de o igual a 100 minutos. En
algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacion es menor de o igual a 110 minutos. En algunas realizaciones,
la duracion de la nebulizacién es menor de o igual a 120 minutos. En algunas realizaciones, la duracion de la
nebulizacién es menor de o igual a 130 minutos. En algunas realizaciones, la duracién de la nebulizacién es menor
de o igual a 140 minutos. En algunas realizaciones, la duraciéon de la nebulizacién es menor de o igual a 150
minutos.

En algunas realizaciones, el nimero de nebulizadores usados durante una sola sesién de nebulizacién varia de 2-8.
En algunas realizaciones, se usa 1 nebulizadores durante una sola sesién de nebulizacién. En algunas
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realizaciones, se usan 2 nebulizadores durante una sola sesién de nebulizacion. En algunas realizaciones, se usan 3
nebulizadores durante una sola sesién de nebulizacién. En algunas realizaciones, se usan 4 nebulizadores durante
una sola sesién de nebulizacién. En algunas realizaciones, se usan 5 nebulizadores durante una sola sesién de
nebulizacién. En algunas realizaciones, se usan 6 nebulizadores durante una sola sesiéon de nebulizacién. En
algunas realizaciones, se usan 7 nebulizadores durante una sola sesién de nebulizacién. En algunas realizaciones,
se usan 8 nebulizadores durante una sola sesién de nebulizacién.

Eficacia terapéutica

De acuerdo con la presente invencion, un ARNm de CFTR se administra a un paciente con CF que necesita
tratamiento a una dosis terapéuticamente eficaz y un intervalo de administraciéon durante un periodo de tratamiento
suficiente para mejorar, estabilizar o reducir uno 0 mas sintomas de fibrosis quistica con respecto a un control. Los
términos "tratar" o "tratamiento”, como se usan en el contexto de fibrosis quistica en este documento, se refieren a
mejora de uno o mas sintomas asociados con fibrosis quistica, prevencién o retardo de la aparicién de uno o mas
sintomas de fibrosis quistica, y/o reduccién de la gravedad o frecuencia de uno o mas sintomas de fibrosis quistica.

En algunas realizaciones, una dosis terapéuticamente eficaz de un ARNm de CFTR es o mayor de
aproximadamente 2 mg, 4 mg, 6 mg, 8 mg, 10 mg, 12 mg, 14 mg, 16 mg, 18 mg, 20 mg, 22 mg, 24 mg, 26 mg, 28
mg, 30 mg, 32 mg, 34 mg, 36 mg, 38 mg 0 40 mg por dosis 0 equivalente de la misma. En algunas realizaciones,
una dosis terapéuticamente eficaz de un ARNm de CFTR es o0 menos de aproximadamente 50 mg, 48 mg, 46 mg,
44 mg, 42 mg, 40 mg, 38 mg, 36 mg, 34 mg, 32 mg, 30 mg, 28 mg, 26 mg, 24 mg, 22 mg, 20 mg, 18 mg, 16 mg, 14
mg, 12 mg, 10 mg, 8 mg, 6 mg 0 4 mg por dosis 0 equivalente de la misma. En algunas realizaciones, una dosis
terapéuticamente eficaz de un ARNm de CFTR es aproximadamente 2-50 mg, 4-45 mg, 4-40 mg, 6-40 mg, 6-38 mg,
6-36 mg, 6-34 mg, 6-32 mg, 6-30 mg, 6- 28 mg, 6-26 mg, 6-24 mg, 6-22 mg, 6-20 mg, 6-18 mg, 6-16 mg, 8-50 mg, 8-
45 mg, 8-40 mg, 8- 38 mg, 8-36 mg, 8-34 mg, 8-32 mg, 8-30 mg, 8-28 mg, 8-26 mg, 8-24 mg, 8-22 mg 0 8-20 mg por
dosis 0 equivalente de la misma.

En algunas realizaciones, una dosis terapéuticamente eficaz de un ARNm de CFTR se administra diariamente, dos
veces a la semana, semanalmente, una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro
semanas, mensualmente, una vez cada dos meses, una vez cada tres meses.

En algunas realizaciones, una dosis terapéuticamente eficaz de un ARNm de CFTR se administra durante un
periodo de al menos dos semanas, tres semanas, cuatro semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses,
cinco meses, seis meses, siete meses, ocho meses, nueve meses, diez meses, once meses, doce meses, 1 afio, 2
afos, 3 afnos, 4 afios, 5 afios 0 10 afios.

En algunas realizaciones, un ARNm de CFTR se administra en combinacién con uno o mas potenciadores y/o
correctores de CFTR. En algunas realizaciones, un ARNm de CFTR se administra en combinacién con uno o mas
potenciadores de CFTR. En algunas realizaciones, un ARNm de CFTR se administra en combinacién con uno o mas
correctores de CFTR. Potenciadores y/o correctores de CFTR adecuados incluyen ivacaftor (nombre comercial
Kalydeco), lumacaftor (en una combinacién con ivacaftor vendida con el nombre comercial Orkambi} o la
combinacion de ivacaftor y lumacaftor. Correctores adecuados adicionales incluyen tezacaftor, VX-659 y VX-445. En
algunas realizaciones, un ARNm de CFTR se administra en combinacién con uno o mas tratamientos para CF
diferentes, tales como hormonoterapias de remplazo, hormonoterapia de remplazo tiroideo, farmacos
antiinflamatorios no esteroideos y dronabinol con receta (MARINOL) durante el tratamiento.

En algunas realizaciones, pueden administrarse potenciadores y/o correctores de CFTR y/u otros tratamientos para
fibrosis quistica antes de, simultaneamente con o posterior a la administracién de un ARNm de CFTR de acuerdo
con la presente invencién. Por ejemplo, pueden administrarse potenciadores y/o correctores de CFTR y/u otros
tratamientos para fibrosis quistica 1 hora o mas, 2 horas o mas, 4 horas 0 mas, 6 horas o mas, 8 horas o mas, 10
horas 0 mas, 12 horas o mas, 18 horas o mas, 24 horas o mas, 36 horas o mas, 48 horas 0 mas, 72 horas o0 mas, 1
semana 0 mas, 2 semanas 0 mas, 3 semanas 0 mas, o 1 mes o0 mas antes o después de la administracién de un
ARNmM de CFTR de acuerdo con la invencién.

Ejemplos

Aunque determinados compuestos, composiciones y métodos de la presente invencion se han descrito con
especificidad de acuerdo con determinadas realizaciones, los siguientes ejemplos sirven Unicamente para ilustrar los
compuestos de la invencion y no pretenden limitar la misma.

Ejemplo 1. Formulacién de composicion de ARNm/liposoma

Se sintetizo el ARN mensajero del regulador de la conductancia transmembranaria en fibrosis quistica (CFTR)

humano con codones optimizados por transcripcion in vitro a partir de un molde de ADN plasmidico que codifica el
gen, que estuvo seguido de la adicién de una estructura de capuchén 5' (Cap 1) (Fechter, P.; Brownlee, G.G.
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"Recognition of mMRNA cap structures by viral and cellular proteins" J. Gen. Virology 2005, 86, 1239-1249) y una cola
de poli(A) 3' de aproximadamente 250 nucleétidos de longitud determinadas por electroforesis en gel. EI ARNm que
codifica la proteina CFTR también comprendia regiones no traducidas (UTR) 5'y 3.

Una solucién de base acuosa que comprendia el ARNm ejemplar que codifica la proteina CFTR se combiné con una
solucion lipidica a base de etanol, se aislo y se dializé en la formulacion final apropiada para almacenamiento a -
80 °C.

La solucion lipidica contenia tres componentes lipidicos para formar nanoparticulas lipidicas. Los tres componentes
biodegradables contribuyeron todos a las caracteristicas del producto farmacéutico final. El primer componente era
el lipido ionizable, éster de imidazol colesterol (ICE). Esto producido un entorno cargado positivamente a bajo pH
que facilita la encapsulacion eficaz del ARNm cargado negativamente. También puede desempefiar una funcién
clave en la interaccion de superficie celular para permitir la captacion celular. El segundo componente de la LNP fue
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE). DOPE es un lipido zwiterionico que se ha informado que tiene
propiedades fusogénicas para potenciar la captacion y liberacion de la carga de farmaco. El componente final fue un
lipido PEGilado (es decir, modificado con PEG) conocido como 1,2-dimiristoil-sn-glicerol, metoxipolietilenglicol
(DMG-PEG-2K). La adicion de este lipido PEGilado proporcioné control sobre el tamafio de particula y la estabilidad
de la nanoparticula y puede proporcionar propiedades mucopenetrantes potenciadas para la captacién pulmonar. La
relaciéon de carga nominal de nitrégeno/fésforo (N/P) de la LNP fue 4 y el intervalo de tamarfio de particula promedio
para el ARNm encapsulado en la LNP fue 40-60 nm.

Ejemplo 2. Dosificacion de composicion de ARNm de CFTR/liposoma

Estos estudios evaluaron una composicién de ARNm de CFTR/liposoma en un modelo de rata Sprague-Dawley. No
se observaron efectos adversos en el sistema nervioso central (SNC), sistema cardiovascular (CV) o la respiracién.

Evaluaciones del SNC

Se realizaron evaluaciones neuroconductuales en 6 machos/grupo antes de la dosificacién y el dia 1 (4 y 24 horas
después de la dosificacion). Se midieron la temperatura, humedad, nivel de ruido e iluminacion de cada estancia y
se registraron para garantizar que las variaciones en las condiciones del entorno eran minimas durante todas las
evaluaciones. No hubo efectos sobre el neurocomportamiento relacionados con el tratamiento con liposomas a base
de ICE cargados con ARNm de hCFTR o control de vehiculo liposémico a base de ICE a dosis inhaladas de hasta
6,70 mg/kg de liposomas a base de ICE cargados de ARNm de hCFTR.

Evaluaciones cardiovasculares

A ratas Sprague-Dawley macho (n = 5/grupo), a las que se les habia implantado previamente dispositivos de
telemetria, se les dosificd mediante inhalacién solamente por la nariz liposomas a base de ICE cargados de ARNm
de hCFTR durante hasta 6 horas a dosis diana de 0 (control de solucién salina al 0,9 %) 0 0,7, 3,75 0 6,4 mg/kg de
liposomas a base de ICE cargados de ARNm de hCFTR o control de vehiculo liposémico a base de ICE (LNP que
no contiene ARNm suspendida en una solucién que contiene trehalosa al 10 %) (dosis conseguidas de 0, 0,86, 3,52,
6,02 o 0 mg/kg, respectivamente). Para dosis diana a 0,7 y 3,75 mg/kg, se administr6 aire después del final de la
exposicion para hacer que el tiempo retenido total fuera equivalente entre todas las dosis. Cada dia de dosis estuvo
seguido de un periodo minimo de reposo farmacologico de 7 dias. Todos los animales se devolvieron a la colonia
tras completarse todas las evaluaciones.

Los parametros de telemetria incluyeron parametros cardiovasculares (presién sistélica, diastblica, sanguinea
media, presion diferencial, ritmo cardiaco y parametros electrocardiograficos [PR, QRS, QT, QTc]), actividad y
temperatura corporal. Otros parametros evaluados durante el estudio fueron la viabilidad, observaciones clinicas y
peso corporal. Las concentraciones de aerosol medias y las dosis administradas totales estimadas de liposomas a
base de ICE cargados de ARNm de hCFTR y vehiculo liposdmico a base de ICE (lipido total) se resumen en la tabla
3.

Tabla 3. Concentraciones medias de liposoma cargado de ARNm de hCFTR y aerosol de liposoma y dosis
administradas totales estimadas

Liposoma cargado de ARNm de hCFTR Liposoma cargado de ARNm de hCFTR
Concentracién de aerosol (ug/l) Dosis administrada (mg/kg)
Tratamiento Conseguida Duracion de la exposicién Media
(min) conseguida?
Control 0 360 0
Vehiculo 0 360 0
Bajo 30,5 40 0,86
Medio 23,7 210 3,52
Alto 23,7 360 6,02
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a Media global de cada animal individual para cada grupo de tratamiento. Esta dosis refleja la dosis administrada
total de ARNm de hCFTR.

Ademés de este estudio en ratas, también se realizaron evaluaciones cardiovasculares similar como estudios de
dosis repetida en ratas y monos. En esos estudios de dosis repetida, no se observaron efectos relacionados con el
articulo de ensayo en ningun parametro CV evaluado hasta las dosis mas altas evaluadas (6,7 mg/kg en ratas y
0,691 mg/kg en monos).

Evaluaciones respiratorias

Se evaluaron los efectos respiratorios de liposomas a base de ICE cargados de ARNm de hCFTR como parte de los
estudios de una sola dosis y de dosis repetida en ratas y monos. Se observo un aumento en el volumen respiratorio
por minuto después de la administracién por inhalacion de liposomas a base de ICE cargados de ARNm de hCFTR
a ratas Sprague-Dawley, asi como la frecuencia respiratoria y el volumen corriente, en todos los grupos de dosis
hasta 6,4 mg/kg de liposomas a base de ICE cargados de ARNm de hCFTR, asi como en controles de trehalosa al
10 %.

No se observaron efectos en los parametros respiratorios, incluyendo la frecuencia respiratoria, el volumen corriente
y el volumen respiratorio por minuto derivado después de administracion por inhalacion de liposomas a base de ICE
cargados de ARNm de hCFTR a ratas Sprague-Dawley a dosis repetidas de hasta 6,7 mg/kg o macacos cangrejeros
a dosis individuales o repetidas de hasta 0,85 mg/kg 0 0,691 mg/kg, respectivamente.

Hay preocupacion minima respecto a ICE, DOPE y DMG-PEG 2000 como componentes de la composicion
desarrollada para administraciéon por inhalacién. En una evaluacién de genotoxicidad in silico, se prevé que ICE sea
negativo para la capacidad mutagénica bacteriana. Esto es coherente con los datos negativos de capacidad
mutagénica/genotoxicidad que estan disponibles para imidazol y acido propionico, los 2 componentes del resto de
acido imidazolpropiénico de ICE, y para colesterol. DOPE es una variante del glicerofosfolipido,
fosfatidiletanolamina, que es un componente del tensioactivo pulmonar. Se esperaria que la degradacion de DOPE
siguiera una ruta similar a la de otros glicerofosfolipidos, con la formacion final de etanolamina y acido oleico, que
estan ambos presentes en la circulacién en lactantes y adultos. Se prevé que DMG PEG 2000 tendra baja toxicidad
en funcién de la informacioén para los productos de descomposicion metabélica previstos PEG 2000 y acido miristico.
Hay preocupacién minima de toxicidad local o sistémica en funcion de los datos de estudios con PEG de diversos
tamafos, mientras el acido miristico es un acido graso que esta presente en la mayoria de grasas animales y
vegetales y esta presente en la circulacion de lactantes y adultos.

Ejemplo 3. Farmacocinética

En el estudio de este ejemplo, a ratas Sprague-Dawley o monos se les dosificé durante hasta 6 horas (para ratas) o
durante hasta 2 horas (para monos) mediante inhalacién liposomas a base de ICE cargados de ARNm de hCFTR o
los liposomas a base de ICE en solitario, y después se sacrificaron 24 horas después para medir los niveles de
hCFTR en diversos tejidos. Las dosis diana se muestra en las tablas 4-6. Las dosis reales medidas fueron 420, 630
y 850 pg/kg para liposomas a base de ICE cargados de ARNm de hCFTR administrados a monos (correspondientes
a las dosis diana en el encabezado de la tabla 4); 0,77, 4,05 y 6,70 mg/kg para los liposomas a base de ICE
cargados de ARNm de hCFTR administrados a ratas (correspondientes a las dosis diana en el encabezado de la
tabla 5); y 0,77, 4,05 y 6,70 mg/kg para liposomas a base de ICE administrados a ratas (correspondientes a las dosis
diana en el encabezado de la tabla 6). Los resultados detallados de la distribucién en tejidos se presentan a
continuacion en las tablas 4,5y 6.

Tabla 4. Concentraciones medidas de ARNm de hCFTR en tejidos de mono y sangre 24 horas después de
inhalacion de liposomas cargados de ARNm de hCFTR

Tejido? Machos Hembras
Vehiculo Dosis inhalada diana Vehiculo Dosis inhalada diana

500 750 1000 500 750 1000
pg/kg pg/kg Mg/kg pg/kg pg/kg pg/kg
Cerebro BQL 3,91 0,0968 BQL BQL 2,05 0,110 1,18
Corazbn BQL BQL 0,165 BQL BQL BQL BQL 0,537
Renal BQL BQL BQL 0,0523 BQL BQL BQL 0,231
Laringe 0,166 BQL 5,54 1,87 BQL 5,15 3,37 2,59
Higado BQL BQL 0,0670 1,27 BQL 0,917 0,147 8,48
Pulmén (promedio) 0,110 208 67,2 82,1 0,426 819 1390 1880
Bazo BQL 0,420 BQL BQL BQL BQL 0,307 1,85

Testiculo BQL BQL BQL 0,0912 - - - -
Qvario - - - - BQL 0,596 BQL 0,976
Traquea BQL 0,176 0,993 1,65 0,0657 1,54 14,4 4,72
LN traqueobronquial BQL 30,9 0,284 70,3 BQL 0,147 468 5,28
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Tejido? Machos Hembras
Vehiculo Dosis inhalada diana Vehiculo Dosis inhalada diana
500 750 1000 500 750 1000
pg/kg pg/kg Mg/kg pg/kg pg/kg pg/kg
Sangre 0,0501 BQL 0,0433 0,0120 0,0188 0,00351 0,385 0,0121

BQL: Por debajo del limite de cuantificacién
a Niveles en tejido expresados como 10° x copias/g y niveles en sangre como 10° x copias/ml, para expresar los

niveles en masas comparables ya que 1 ml de sangre ~ 1 g.

Tabla 5. Concentraciones medias de ARNm de hCFTR en tejidos de rata y sangre 24 horas después de dosis de
liposoma cargado de ARNm de hCFTR de 0,7, 3,75 0 6,4 mg/kg

Machos Hembras
Tejido Vehiculo 0,7 3,75 6,4 Vehiculo 0,7 3,75 6,4
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Cerebro BLQ BLQ BLQ 55,4 BLQ BLQ BLQ 32,4
Corazén BLQ BLQ BLQ 17,0 BLQ BLQ BLQ 41,1
Renal BLQ BLQ BLQ 0,37 BLQ BLQ BLQ 0,95
Laringe 0,20 BLQ BLQ 4178 BLQ BLQ BLQ 1410
Higado NC BLQ BLQ 2,3 BLQ BLQ BLQ 9,75
Pulmonar 0,061 2057 59094 | 156 130 BLQ 1361 33 649 180 000

Cornete nasal 0,12 BLQ BLQ 792 BLQ BLQ BLQ 1450
Bazo BLQ BLQ BLQ 3,8 BLQ BLQ BLQ 1,09
Testiculo 0,08 BLQ BLQ 9,5 BLQ BLQ BLQ BLQ
QOvario BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ 6,99
Traquea BLQ BLQ BLQ 2980 BLQ BLQ BLQ 787
LN traqueobronquial BLQ BLQ BLQ 108 BLQ BLQ BLQ 1,48
Sangre 0,076 0,68 14,7 0,20 0,016 0,29 133 1,48

BLQ: por debajo del limite de cuantificacion
Concentraciones en tejidos (copias x 106/g)/concentraciones en sangre (copias x 106/ml), con la suposicién de que

1 ml de sangre = 1 g.

Tabla 6. Concentraciones medias de ICE en tejidos de rata (ug/g) y sangre (ug/ml) 24 horas después de la
dosificacién por inhalacién de liposomas cargados de ARNm de hCFTR (dosis de 0,7, 3,75 0 6,4 mg/kg)

Machos Hembras
Tejido Vehiculo 0,7 3,75 6,4 Vehiculo 0,7 3,75 6,4
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Cerebro BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ
Corazén BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ
Renal BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ
Laringe 1,57 2,61 BLQ 1,57 BLQ BLQ BLQ 1,41
Higado BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ
Pulmén 317 20,3 139 245 293 22,5 147 317
Cornete nasal 0,290 BLQ BLQ 0,796 BLQ BLQ BLQ 0,724
Bazo NA BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ
Testiculo BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ
Ovario BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ
Traguea 6,27 BLQ BLQ 3,65 BLQ BLQ BLQ 2,40
LN traqueobronquial BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ
Sangre BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ BLQ

BLQ: por debajo del limite de cuantificacion

Concentraciones en tejidos (copias x 106/g)/concentraciones en sangre (copias x 106/ml), con la suposicion de que
1 ml de sangre = 1 g.

Estos datos muestran altos niveles de ARNm en tejido pulmonar y secreciones asociadas del sistema respiratorio
tales como la laringe, la traguea, los ganglios linfaticos traqueobronquiales y los cornetes nasales con niveles
menores o de fondo en corazén, cerebro, higado, rifién, bazo, testiculo y ovario, particularmente a dosis menores de
administracion, mostrando la dosis mas alta distribucién de ARNm de hCFTR entre diversos tejidos. Los niveles
pulmonares fueron altos y sensibles a la dosis tanto en ratas como en NHP, con los niveles mas altos observados a
6,4 mg/kg en ratas.

La cinética de eliminacion pulmonar de ARNm se midié de forma fiable en ratas, ya que pudieron usarse mas
momentos de sacrificio que para monos. La figura 2 indica una reduccién exponencial de un solo componente con
una semivida de aproximadamente 2-3 dias. Estaban disponibles solo dos datos puntuales para NHP (figura 3) y
estos datos parecen coherentes con los datos de rata en vista de las diferencias en la dosis.
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Como se muestra en la tabla 5, los niveles de ARNm en el pulmén fueron dependientes de la dosis de una manera
relativamente lineal. Las mediciones en tejido pulmonar realizadas después de un periodo de recuperacion de 28
dias al final del estudio de 29 dias mostraron una disminucién en la exposicion de aproximadamente 100 veces,
similar a lo observado 28 dias después del estudio de una sola dosis.

También se examinaron las toxicocinéticas de los liposomas de ICE. No hubo niveles medibles de liposomas de ICE
en sangre completa. Sin embargo, hubo niveles medibles y sensibles a la dosis de liposomas de ICE en el tejido
pulmonar en ratas (tabla 6).

Ejemplo 4. Actividad in vitro de hCFTR en células epiteliales bronquiales humanas

Este ejemplo ilustra un estudio donde el ARNm de hCFTR se transfect6 en células epiteliales bronquiales humanas
cultivadas, tras lo que la proteina expresada a partir del ARNm de hCFTR transfectado proporcioné un aumento
significativo en el transporte de cloruro a través de la membrana de las células epiteliales bronquiales en
comparacion con el tampoén, demostrando de este modo la eficacia funcional del ARNm transfectado. Los cambios
en el transporte de cloruro a través de la membrana de las células epiteliales bronquiales se midieron por la salida
de corriente de cortocircuito en un aparato de pinzamiento de voltaje epitelial Ussing (es decir, una camara Ussing).
Especificamente, usando un procedimiento de camara Ussing establecido (Charles River Laboratories), el ARNm de
hCFTR encapsulado en un liposoma que comprende ICE, DOPE y un lipido modificado con PEG se incub6 durante
2 0 4 horas en el lado apical (mucoso) o basolateral (seroso), o ambos lados, de células epiteliales bronquiales
humanas. También se incluyé un blanco de tampén como control, por ejemplo, para evaluar el transporte de cloruro
mediante CFTR endogeno en las células. Después, se midi6 la actividad del canal de cloruro inducida por forskolina
usando el ensayo con camara Ussing. Después de la medida del cambio de corriente como indicativo del transporte
de cloruro a través de la membrana de las células epiteliales bronquiales, se afiadié un inhibidor de CFTR a las
muestras para mostrar que el cambio de corriente se debia a la actividad CFTR.

Como se muestra en la figura 4, en comparacién con el grupo de control (A. blanco de tampdn), el tratamiento de la
superficie epitelial apical (mucosa) durante 2 0 4 horas (muestras B y E, respectivamente) y las superficies
epiteliales apical y basolateral (serosa) durante 2 horas (muestra C) con ARNm de hCFTR proporcioné un aumento
significativo en la actividad del canal de cloruro. Ademas, la actividad de cloruro en todos los grupos se inhibié por el
inhibidor-172 de CFTR. Los resultados de este estudio muestran que el ARNm de hCFTR administrado en un
liposoma a células epiteliales bronquiales humanas produjo proteina CFTR activa en esas células. También muestra
que la proteina CFTR activa producida a partir del ARNm de hCFTR proporcioné transporte de cloruro aumentado
significativamente, en comparacion con la proteina CFTR endbgena, a través de las membranas celulares de las
células epiteliales bronquiales humanas transfectadas.

Ejemplo 5. Distribucion de hCFTR después de una sola dosis de composicion de ARNm de hCFTR/liposoma
en primates

En el estudio de este ejemplo, primates no humanos (NHP) se trataron con una sola exposicién de aerosol de una
composicién de CO-ARNm de hCFTR/liposoma. Como se muestra en la figura 5, la tincion inmunohistoquimica
(IHC) de secciones transversales de pulmén demuestran un aumento dependiente de la dosis en la intensidad para
la deteccion de proteina hCFTR positiva. Ademas, cuando se detect6 y cuantific6 ARNm de hCFTR en tejidos de los
NHP, se encontr6é una distribuciéon amplia por todos los pulmones de los monos, con niveles de CO-hCFTR 6rdenes
de magnitud (>200 veces) por encima de CFTR endoégeno (figure 6). Ademas, los pulmones de los monos, que eran
los organos diana, recibieron >90 % de la dosis de CO-CFTR que entr6 en las vias respiratorias, en comparacion
con otros tejidos del sistema respiratorio que se ensayaron (figure 7).

Ejemplo 6. Tratamiento de sujetos con fibrosis quistica con composicion de CO-ARNm de hCFTR/liposoma

El estudio en este ejemplo se disefia para evaluar una composicién de liposoma con CO-ARNm de CFTR en
paciente con fibrosis quistica.

Una composicion de liposoma con CO-ARNm de hCFTR (composiciéon de CO-hCFTR) se administra por
nebulizacién a sujetos con fibrosis quistica. La composicién de CO-hCFTR se dosifica en funcién de su contenido de
CO-ARNm de hCFTR. Se usara un nebulizador para administrar la composicion de CO-hCFTR por nebulizacién a
un caudal de aproximadamente 0,3 ml/minuto. La composicién de CO-hCFTR se administrara a los sujetos a los
siguientes 3 niveles de dosis: 8,0, 16,0 o0 24,0 mg de CO-ARNm de hCFTR (niveles de dosis nominales) una vez o
una vez a la semana durante cinco semanas. A otros sujetos se les dosificara control de placebo.

Para recibir tratamiento con administracién de la composicion de CO-hCFTR, los pacientes tendran un diagnéstico
confirmado de CF como se definen por todos los siguientes: un valor de cloruro en sudor de 260 mmol/l por
iontoforesis cuantitativa de pilocarpina (documentada en el registro médico del sujeto), una mutacién confirmada de
CFTR que provoca enfermedad (genotipo confirmado en la visita de seleccion) y enfermedad senopulmonar crénica
y/o anomalias gastrointestinales/nutricionales coherentes con enfermedad CF; enfermedad CF clinicamente estable,
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por ejemplo, FEV1 250 % y <90 % de lo normal previsto para la edad, sexo y estatura en la seleccion, saturacion de
oxigeno en reposo 292 % en aire ambiente (pulsioximetria) e indice de masa corporal 217,5 kg/m? y peso 240 kg.
Los sujetos que estan recibiendo el fArmaco de combinacion de lumacaftor/ivacaftor (ORKAMBI) permaneceran con
el mismo mientras dure el estudio preferiblemente a una dosis estable.

Los procedimientos y ensayos que se realizaran tanto para la seleccion de los sujetos como durante el estudio para
evaluar la actividad biolégica de la composicién de liposoma con CO-ARNm de CFTR incluyen: constantes vitales,
pulsioximetria, exploracién fisica, espirometria, pruebas clinicas de laboratorio (quimica sérica, hematologia,
coagulacion, analisis de orina, CRP), ECG, radiografia de térax, cuestionario revisado de fibrosis quistica (CFQ-R),
prueba de embarazo en suero, informe de AE y medicamentos concomitantes, mediciéon del peso, muestras de
sangre para CO-ARNm de hCFTR y ensayos de ICE y muestras de sangre para ensayos de respuesta inmunitaria.
Algunos sujetos también se someteran a broncoscopia.

Las células epiteliales bronquiales obtenidas durante las broncoscopias se prepararan para la cuantificacion de CO-
ARNm de hCFTR ex6geno y ARNm de CFTR endégeno por gPCR, y para una evaluaciéon cualitativa de la proteina
CFTR por analisis de transferencia de Western.

Ademas, durante la broncoscopia, se realizaran mediciones de la diferencia de potencial de las vias respiratorias
bajas para evaluar la actividad del canal de cloruro CFTR en el epitelio bronquial. Las mediciones de la diferencia de
potencial se haran en la salida de la lingula del pulmén izquierdo, como se describe por Dransfield et al. (Dransfield
et al, Chest. (2013) 144:498-506). Se registrara un potencial estable con el valor medio de un intervalo de
puntuacién de 10 segundos después de perfusion de cada solucién. La actividad CFTR se estimara por el cambio en
la diferencia de potencial después de perfusion con isoproterenol libre de cloruro.

El cuestionaron revisado de fibrosis quistica (CFQ-R; versién para adolescentes y adultos [pacientes de 14 afios de
edad y mayores]) se completara por los sujetos para conseguir tano una puntuacién basal como puntuaciones
durante el estudio para comparaciones. Los resultados del dominio respiratorio del CFQ-R seran de interés principal;
el cambio minimo desde la medida inicial que represente una mejora clinicamente importante en el dominio
respiratorio se determinara en 24 (Quittner et al., Chest. (2009) 135:1610-8).

Ejemplo 7. Colocalizacion de CFTR con proteina de membrana en células bronquiales de las vias
respiratorias altas

Este ejemplo demuestra la expresién de la proteina CFTR en diversos tejidos pulmonares, incluyendo el epitelio
bronquial alto, el epitelio bronquial bajo y el tejido alveolar después de administraciéon por inhalacién de ARNm de
CFTR formulado en una nanoparticula lipidica. Este ejemplo demuestra ademas, a través de colocalizacién con la
proteina de unién ocluyente de membrana enddgena, ZO-1, que se encuentra en la membrana celular, que la
proteina CFTR expresada a partir del ARNm de CFTR administrado esta localizada en la membrana celular de tejido
pulmonar, incluyendo células epiteliales pulmonares, tales como células epiteliales bronquiales de las vias
respiratorias altas y células epiteliales bronquiales de las vias respiratorias bajas, asi como en las membranas
celulares de células alveolares.

Protocolo de estudio de colocalizacién: El método de inmunohistoquimica y estudio de colocalizacién descrito en
este parrafo es comun para los ejemplos 7, 8 y 9. La administracion pulmonar del ARNm de CFTR en primates
estuvo seguida de inmunohistoquimica para detectar la expresion de proteina y la colocalizacién en membrana en
las células bronquiales de las vias respiratorias altas y células epiteliales de las vias respiratorias bajas y el pulmon
alveolar profundo. Los primates en este estudio se agruparon en cinco categorias y se les administré lo siguiente: (1)
control, trehalosa 10 %; (2) control, vehiculo de LNP; (3) CO-hCFTR dosis baja, 500 ug/kg, (4) CO-hCFTR dosis
media, 750 ug/kg, (5) CO-hCFTR dosis alta, 1000 ug/kg. La formulacién de ARNm-LNP o los controles (sin ARNm)
se administraron diariamente. Por consiguiente, los animales se expusieron durante 60 minutos a la composicién de
aerosol (grupo 3, dosis baja, 500 pg/kg), 90 minutos de aerosol (grupo 4, dosis media, 750 pg/kg) o 120 minutos de
aerosol (grupo 5, dosis alta) como se describe en la tabla 4. Al final del estudio, los animales se sacrificaron y se
recogieron los tejidos para inmunohistoquimica para detectar la expresién y localizacién de la proteina CFTR
humana en los pulmones. Para la deteccién inmunohistoquimica de la proteina CFTR humana de codones
optimizados, se incubaron secciones pulmonares durante una noche a 4 °C con una dilucién 1:250 de cada uno de
anticuerpo monoclonal de ratéon anti-CFTR (MAB 25031, R & D Systems) y anticuerpo de conejo anti-ZO1
(Ab214228, Abecam); o con anti-CFTR en solitario; y anti-ZO1 en solitario. Después de incubacién durante una
noche, las secciones se bloguearon con primer agente de bloqueo que contiene perdxido de hidrégeno, se
incubaron con el anticuerpo secundario (DyLight 594 antirratoén para anticuerpo contra CFTR, y anticuerpo DyLight
488 anticonejo) y seguido de segundo bloqueo en una solucién que contenia suero de caballo al 3% y BSAal3 %y
se sometieron a microscopia confocal para la colocalizaciéon. DyLight 594 emite sefial roja, y DyLight 488 emite
verde, y tras la colocalizacion de las dos sefiales (y, por lo tanto, las proteinas que se unen cada una), la
combinacion éptica produce sefial amarilla.

Como se muestra en la figura 8A, 8B y 8C, la proteina CFTR traducida a partir de ARNm de CFTR administrado se
expresa en el sistema respiratorio alto en células epiteliales bronquiales. En el estudio ejemplar, la proteina derivada
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de ARNm de CFTR presentd una expresién dependiente de la dosis y se colocalizé con la proteina de unién
ocluyente de membrana endégena ZO1 en la membrana de células epiteliales bronquiales altas. La figura 8A
representa imagenes de microscopio representativas de células epiteliales bronquiales de un animal de control que
recibi6 trehalosa al 10 % en solitario, visualizadas para tincién de CFTR (izquierda), tincién de ZO1 (centro) y
combinacion optica de tincién de CFTR y ZO1 (derecha). La figura 8B representa imagenes de microscopio
representativas de células epiteliales bronquiales de un animal que recibié dosis baja de ARNm de CFTR (500
Mg/kg), visualizadas para tincién de CFTR (izquierda), tincion de ZO1 (centro) y combinacién optica de tincion de
CFTR y ZO1 (derecha). La figura 8C representa imagenes de microscopio representativas de células epiteliales
bronquiales de un animal que recibié dosis alta de ARNm de CFTR (1000 ug/kg), visualizadas para tincién de CFTR
(izquierda), tincién de ZO1 (centro) y combinacién optica de tincién de CFTR y ZO1 (derecha). Como se indica en la
figura, la expresién de CFTR fue dependiente de la dosis, es decir, la sefial de inmunotincion fue mas fuerte a la
dosis mas alta (imagen de la izquierda de la figura 8C) que a la dosis baja (figura 8B, imagen de la izquierda).
Ademas, como es evidente por la colocacion de las sefiales de CFTR y ZO1, CFTR y ZO1 se expresan en la
membrana celular de las células epiteliales. Las dos proteinas se colocalizaban produciendo una sefial intensificada,
que era amarilla tras observacién visual (imagen de la derecha de la figura 8B y 8C). No se observd sefial roja
correspondiente a CFTR en la figura 8A, lo que indica la especificidad de la tincién. Ademas, la sefial éptica
combinada no estaba intensificada y era monocromatica para la sefial de ZO-1 en solitario.

Ejemplo 8. Colocalizacion de CFTR con proteina de membrana en células epiteliales de las vias respiratorias
bajas

Para un efecto terapéutico satisfactorio, el ARNm de CFTR administrado tiene que suministrarse a la parte baja de
los pulmones. Como se muestra en la figura 9A, 9B y 9C, la proteina CFTR traducida a partir de ARNm de CFTR
administrado se expresd en células epiteliales del sistema respiratorio bajo. La proteina derivada de ARNm de CFTR
present6 una expresion dependiente de la dosis y colocalizacién con la proteina de unién ocluyente de membrana
endégena ZO1 en la membrana de células epiteliales de las vias respiratorias bajas. La figura 9A muestra imagenes
de microscopio representativas de una seccion de tejido de la membrana de células epiteliales de las vias
respiratorias bajas de un animal de control que recibi6 trehalosa al 10 % en solitario, visualizadas para tincién de
CFTR (izquierda), tincion de ZO1 (centro) y combinacién éptica de tincion de CFTR y ZO1 (derecha). La figura 9B
muestra imagenes de microscopio representativas de una seccién de tejido de la membrana de células epiteliales de
las vias respiratorias bajas de un animal que recibidé dosis baja de ARNm de CFTR (500 pg/kg), visualizadas para
tincion de CFTR (izquierda), tincion de ZO1 (centro} y combinacién éptica de tincién de CFTR y ZO1 (derecha). La
figura 9C muestra imagenes de microscopio representativas de una seccién de tejido de las vias respiratorias bajas
de un animal que recibi6é dosis alta de ARNm de CFTR (1000 ug/kg), visualizadas para tincion de CFTR (izquierda),
tincion de ZO1 (centro) y combinacién optica de tincién de CFTR y ZO1 (derecha). La intensidad de la expresién de
CFTR fue mayor en la dosis alta (figura 9C, imagen de la izquierda) en comparacién con la dosis baja (figura 9B,
imagen de la izquierda). La imagen combinada en la figura 9C fue amarilla, lo que indica que las proteinas estaban
colocalizadas, mientras la figura 9A no tuvo sefial de CFTR (izquierda) como se esperaba del control.

Ejemplo 9. Expresion de proteina derivada de ARNm de CFTR en pulmén alveolar

El ARNm de CFTR se capto satisfactoriamente por células alveolares en el pulmén profundo. Como se muestra en
la figura 10A, 10B y 10C, la proteina CFTR traducida a partir de ARNm de CFTR administrado se expresé en
membranas de células alveolares y se colocalizé con proteina de unién ocluyente de membrana endégena ZO1 en
la membrana de células alveolares. La figura 10A muestra imagenes de microscopio representativas de una secciéon
de tejido de la membrana de células epiteliales de las vias respiratorias bajas de un animal de control que recibié
trehalosa al 10 % en solitario, visualizadas para tincién de CFTR (izquierda), tincién de ZO1 (centro) y combinacién
oOptica de tincién de CFTR y ZO1 (derecha). La figura 10B muestra imagenes de microscopio representativas de una
seccién de tejido de la membrana de células epiteliales de las vias respiratorias bajas de un animal que recibi6é dosis
baja de ARNm de CFTR (500 pg/kg), visualizadas para tincion de CFTR (izquierda), tincion de ZO1 (centro) y
combinacién optica de tincién de CFTR y ZO1 (derecha). La figura 10C muestra imagenes de microscopio
representativas de una seccién de tejido de las vias respiratorias bajas de un animal que recibié dosis alta de ARNm
de CFTR (1000 ug/kg), visualizadas para tincién de CFTR (izquierda), tincién de ZO1 (centro) y combinacién éptica
de tinciéon de CFTR y ZO1 (derecha). La intensidad de la expresién de CFTR fue mayor en la dosis alta (figura 10C,
imagen de la izquierda) en comparacién con la dosis baja (figura 10B, imagen de la izquierda). La imagen
combinada en la figura 10C fue amarilla, lo que indica que las proteinas estaban colocalizadas, mientras la figura
10A no tuvo sefial de CFTR (izquierda) como se esperaba para el control.

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2993 135 T3

REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende un ARNm de codones optimizados para su expresion en células humanas, que
codifica una proteina de regulador de la conductancia transmembranaria en fibrosis quistica (CFTR) que tiene la
secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 2, en donde el ARNm que codifica la proteina CFTR comprende una
secuencia polinucleotidica al menos un 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1, y en donde el ARNm esta a una
concentracion de al menos 0,4 mg/ml, y en donde la composicién comprende ademas un diluyente seleccionado del
grupo que consiste en DMSQ, etilenglicol, glicerol, 2-metil-2,4-pentanodiol (MPD), propilenglicol, sacarosa y
trehalosa, en donde dicha composicién es para su uso en un método de tratamiento de fibrosis quistica (CF) en un
sujeto, y la etapa de administracion de la composicion al sujeto comprende inhalacion.

2. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el ARNm esta a una concentracion
i} de al menos 0,5 mg/ml;

i) de al menos 0,6 mg/ml; o

i} que varia de 0,4 mg/ml a 0,8 mg/ml.

3. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la
secuencia polinucleotidica es al menos un 95 % o al menos un 99 % idéntica a SEQ ID NO: 1, o es idéntica a SEQ
ID NO: 1.

4. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la
secuencia polinucleotidica es un 100 % idéntica a SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 7.

5. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la
composicién se nebuliza antes de la inhalacién.

6. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la nebulizacion se consigue mediante
un nebulizador que comprende tecnologia de malla vibrante (VMT), opcionalmente en donde la VMT comprende una
malla o membrana con 1000-7000 orificios que vibra en la parte superior de un depdsito de liquido y de ese modo
hace salir por presiéon una bruma de gotas muy finas a través de los orificios en la malla 0 membrana.

7. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la
composicion se

i} almacena como una suspensién estéril congelada antes de su administracion; y/o

ii) almacena en un vial de un solo uso antes de su administracién, opcionalmente en donde el vial de un solo uso
puede comprender menos de 5,0 ml de la composicién, opcionalmente en donde el vial de un solo uso comprende
entre 3,0 y 4,0 ml de la composicién; opcionalmente en donde el vial de un solo uso comprende 3,2 ml de la
composicion.

8. La composicién para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, en donde la composicion farmacéutica

i} se almacena en forma de polvo seco liofilizado; y/o

i) es estable en forma liofilizada en un estado congelado durante 1, 2, 3, 4, 5 0 10 afios sin pérdida de actividad
farmacolégica o biolégica del ARNm que codifica la proteina CFTR; y/o

iiiy en forma liofilizada se reconstituye adicionalmente en una solucién acuosa antes de su administracion;
opcionalmente en donde la solucién acuosa es agua purificada.

9. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
ARNm que codifica la proteina CFTR:

i} esta a una dosificacion que varia de 8 mg a 24 mg; y/o

ii) comprende ademas una secuencia de regién no traducida (UTR) 5' de SEQ ID NO: 3; y/o

iii) comprende ademas una secuencia de region no traducida (UTR) 3' de SEQ ID NO: 4 o0 SEQ ID NO: 5.

10. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el
ARNm que codifica la proteina CFTR se encapsula dentro de una nanoparticula; opcionalmente en donde la
nanoparticula es un liposoma.

11. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde el liposoma comprende uno o mas
lipidos cati6nicos, uno o mas lipidos no catiénicos, y uno o mas lipidos modificados con PEG.

12. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde el liposoma comprende no mas de
tres componentes lipidicos distintos.

13. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde uno componente lipidico distinto es

un lipido catiénico a base de esterol, o los no mas de tres componentes lipidicos distintos son un lipido catiénico, un
lipido no catiénico y un lipido modificado con PEG.
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14. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 12 o 13, en donde el liposoma comprende éster de
imidazol colesterol (ICE), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE)} y 1,2-dimiristoil-sn-glicerol,
metoxipolietilenglicol (DMG-PEG-2K); opcionalmente en donde ICE y DOPE estan presentes a una relacién molar de
>1:1; ICE y DMG-PEG-2K estan presentes a una relacion molar de >10:1; o DOPE y DMG-PEG-2K estan presentes
a una relacién molar de >5:1.

15. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-14, en donde el liposoma
tiene un tamafio menor de aproximadamente 100 nm; opcionalmente en donde el liposoma tiene un tamafo que
varia de 40 nm a 60 nm.

55



ES 2993 135 T3

| VdNOIld

(opinbif) wu o0 > sejnojlied

%o
0% 0 2
i
A —
WNNMY sopidi| ap
N uotnjog
..,,.b..,....«,//“..f.“}(.q

O

X
/\/\/\/\/\/\/%OJ\/\ r\.AQ/\%/
‘ojdwale sod ‘©34 vOD opeoympol opidi
/\/\/\/\H/\/\/\/\@D .
\/\/\/\/ﬂ\/\/\/\%@:\/x@%b;\; N*H.
7
O

‘ojdwals 1od ‘oowioned ou opidi]
‘ N
Ol—;\
0 H

‘oidwale sod ‘oouones opidiy

56



ES 2993 135 T3

Z VdNold

LOIDISOAXs | 8p sandsoap sei(]

b

0¢

4¢

0¢

gl

0l

g

0

20+300°1L

80+300°L

60+300°L

01+300°}

L1+300°1

BAUNYY 8p seldo)

57



ES 2993 135 T3

€ Vvdnoid

UOINSOdXS B 9D sondsap seiq

0¢ G¢ 44 Gl 04 G 0

G0+300'}

90+300°1

£0+300°1

80+300°1

60+300°1

B/LNYY op seidon

58



ES 2993 135 T3

P VvdNoOid

{sopunbas) odwsi}

009z 0012 0091 0011 009
004~
T 4 ¢ leaidy - 611 9°9G '3 08-
— yzlelseloseg A jeody - 01985 0
T y Z leoidy - Bri g*/86 g
uodwe) ap oouelg 'y
““““““““““““““““““““““““““““““““““ H1i42Y ap BisSany s loo-
FBnosjotuoisIi
Jopeusiod U 001
T T H...:L.« } . | T
s TS PR -\.\w..,,
spuoysio4 | 0€
3 W 0L

{yn) suainion

59



ES 2993 135 T3

NP vacia

60

Dosis alta

.8
L o
el o
X I
D T
. O
D ~~ v-\\‘,;*;‘?‘*‘"y
%‘“\\ﬁ‘?v: v'&\\'&i
e
<
o™

Dosis media

FIGURAbS



ES 2993 135 T3

=

2000

3

n
Lo

1000
500

ousbiopus M| 40 ep seidod
31qos oluaLWINe ap 0084

61

Pulmon-

Pulmoén-
ceniral

Pulmon- Puimaén- Puimsén-

Puiman-

proximal

lateral medial
periferico  periférico

distal
periférico

distal

FIGURAG



ES 2993 135 T3

feinbuociagosnbesn N1

eanbel}
afune

uouing

LVdNold

BlE Siso(] BIpOW SISO
{

eleg siscq

Pz
ez g
Bizze ]

towind [e ajual ¥ 1404 ap WNYY-0D ap alejusdiod

62



ES 2993 135 T3

CAVNIGNOO

vg eunbi4

102 o 14D

o, Ol |e esojeysd) ‘| odnio
sejje sajeinbuouq sajelsida seinPen

63



ES 2993 135 T3

OaVvNIdNOD

€8 enbiy

1QZ

214D

uQIDISOdxs 8p SOINUIW 09

By/6riQ0S M1 4D 9p WNHY ‘€ odnig
seyjie sajeinbuolg saielsudes semnpn

64



ES 2993 135 T3

OAVvNIGINOD

Og einbi4

LOZ H140

uQIoisodxe ap soNuUIW OZ L

BY/6ri000 1 H1-40 op WNYY ‘g odnio
selje sajeinbuouq sajelBldsa seinien

65



ES 2993 135 T3

OAVvNIdINOD

V6 einbi4

LOZ H140

% 0l |e esojeyas] ‘| odnio
seleq sejeinbuoiqg sa|eieds sejnP D

66



ES 2993 135 T3

OAVvNIIINOD

a6 eunbi4

LOZ H140

uQIDISOdxXa ap SoINUIW 9

B/6r100G H 140 op WNYY ‘¢ odnig
seleq sojeinbuouqg sajeldids senen

67



ES 2993 135 T3

OAvNIdINOD

D6 einbi4

LOZ H140

UoIDISCdX® ap SOINUIW OZ L

B3/6n0001 Y140 ep WwNYY ‘G odnio
seleq ssjeinbuocliqg sajel@iids seinjan

68



ES 2993 135 T3

OAVNIdNOO

V0l einbid

LOZ

d4140

% Ol | esojeyal; ‘| odnio
Jejoanje uoibay

69



ES 2993 135 T3

OAVvNIdINOD

g0} einbi4

1074 d14D

UQIDISOAXs Bp SoJnuiWw 09

By/6r00G W14 op WNYY ‘¢ odnio
Jejoaaje uoibay

70



ES 2993 135 T3

OdVvNIdINOD

D01 einbid

LOZ d4140

EO_U_WOQme 2P sOINuUitl Oz L

B3/6r0001L Y140 op WNYY ‘G odni
jejosaje uoibayy

71



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - DESCRIPTION
	Page 44 - DESCRIPTION
	Page 45 - DESCRIPTION
	Page 46 - DESCRIPTION
	Page 47 - DESCRIPTION
	Page 48 - DESCRIPTION
	Page 49 - DESCRIPTION
	Page 50 - DESCRIPTION
	Page 51 - DESCRIPTION
	Page 52 - DESCRIPTION
	Page 53 - DESCRIPTION
	Page 54 - CLAIMS
	Page 55 - CLAIMS
	Page 56 - DRAWINGS
	Page 57 - DRAWINGS
	Page 58 - DRAWINGS
	Page 59 - DRAWINGS
	Page 60 - DRAWINGS
	Page 61 - DRAWINGS
	Page 62 - DRAWINGS
	Page 63 - DRAWINGS
	Page 64 - DRAWINGS
	Page 65 - DRAWINGS
	Page 66 - DRAWINGS
	Page 67 - DRAWINGS
	Page 68 - DRAWINGS
	Page 69 - DRAWINGS
	Page 70 - DRAWINGS
	Page 71 - DRAWINGS

