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DESCRIPCION
Nucleosidos, nucleétidos y acidos nucleicos modificados, y usos de los mismos
Antecedentes

Los ARN naturales se sintetizan a partir de cuatro ribonucleétidos basicos: ATP, CTP, UTP y GTP, pero pueden
contener nucleétidos modificados postranscripcionalmente. Ademas, se han identificado aproximadamente
cien modificaciones de nucleésidos diferentes en el ARN (Rozenski, J, Crain, P y McCloskey, J. (1999). The
RNA Modification Database: 1999 update (La base de datos de modificacién de ARN: actualizaciéon de 1999).
Nucl Acids Res 27: 196-197). Sin embargo, no esta claro el papel de las modificaciones de nucleésidos en el
potencial inmunoestimulador, la estabilidad y |a eficiencia de traduccion del ARN, y los consiguientes beneficios
para mejorar la expresion de proteinas y producir compuestos terapéuticos.

Existen miltiples problemas con las metodologias anteriores para efectuar la expresion de proteinas. Por
ejemplo, el acido desoxirribonucleico (ADN) heteroélogo introducido en una célula puede ser heredado por las
células hijas (ya sea que el ADN heterélogo se haya integrado o no en el cromosoma) o por la descendencia.
El ADN introducido puede integrarse en el ADN genémico de la célula huésped con cierta frecuencia, lo que
resulta en alteraciones y/o dafio al ADN gendmico de la célula huésped. Ademas, deben producirse multiples
etapas antes de que se produzca una proteina. Una vez dentro de la célula, el ADN debe transportarse al
nucleo donde se transcribe en ARN. El ARN transcrito a partir del ADN debe a continuacién entrar en el
citoplasma donde se traduce en proteina. Esta necesidad de multiples etapas de procesamiento crea tiempos
de retraso antes de la generacion de una proteina de interés. Ademas, es dificil obtener la expresién de ADN
en las células; con frecuencia, el ADN entra en las células pero no se expresa o0 no se expresa a velocidades
0 concentraciones razonables. Esto puede ser un problema particular cuando se introduce ADN en células
tales como células primarias o lineas celulares modificadas.

Hay una necesidad en la técnica de modalidades biolégicas para abordar la modulacién de la traduccién
intracelular de acidos nucleicos.

El documento WO 2007/024708 A2 se refiere al ARN que comprende determinados nucledsidos modificados,
particularmente la pseudouridina, que se descubrié que reduce la inmunogenicidad del ARN.

Compendio

La presente invencion proporciona un ARNm que comprende 1-metil-pseudouridina para su uso como
medicamento, en donde el 100% de los nucledtidos que comprenden uracilo en el ARNm se sustituyen por
nucleétidos que comprenden N1-metil-pseudouridina.

Otros aspectos de la invencién se proporcionan en las reivindicaciones.

Los nucledsidos modificados, nucleétidos modificados y acidos nucleicos modificados pueden mostrar una
respuesta inmunitaria innata reducida cuando se introducen en una poblacién de células, tanto in vivo como ex
vivo. Estos nucledsidos modificados, nucleétidos modificados y acidos nucleicos modificados pueden
interrumpir la unién de un componente asociado que interactia con el surco mayor con el acido nucleico.
Debido a la inmunogenicidad reducida y la disminucién de las interacciones del surco mayor, estos nucledsidos
modificados, nucledtidos modificados y acidos nucleicos modificados pueden ser mas eficaces durante la
produccién de proteinas que, por ejemplo, los acidos nucleicos no modificados.

La 1-metil-pseudouridina puede interrumpir la unién de un componente asociado de unién al surco mayor con
el ARNm.

La presente descripcion proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en esta invencién tienen
el mismo significado que entiende cominmente un experto en la materia a la que pertenece esta invencion. En
esta invencién se describen procedimientos y materiales; también pueden utilizarse otros procedimientos y
materiales adecuados conocidos en la técnica. Los materiales, procedimientos y ejemplos son sélo ilustrativos
y no pretenden ser limitativos. En caso de conflicto, prevalecera la presente especificacion, incluidas las
definiciones.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y
figuras, y a partir de las reivindicaciones.
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Breve descripcion de los dibujos

Las Fig. 1A y 1B representan iméagenes de geles de agarosa no desnaturalizantes de cada ARN modificado
transcrito in vitro.

Las Fig. 2A y 2B representan imagenes de un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para el
factor estimulante de colonias de granulocitos humanos (G-CSF) de células de queratinocitos humanos
transfectadas in vitro con cada ARNmod indicado que codifica G-CSF humano y la linea indica un nivel de
saturacion del limite maximo detectable de G-CSF secretado en el ensayo.

Las Fig. 3A-N representan graficos lineales de una serie de ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas
(ELISA) para el factor estimulante de colonias de granulocitos humanos (G-CSF) secretado a partir de células
de queratinocitos humanos transfectadas in vitro en diferentes momentos con cada ARNmod que codifica G-
CSF humano indicado en las dosis indicadas. La linea indica un nivel de saturaciéon del limite maximo
detectable de G-CSF secretado en el ensayo.

Las Fig. 4A y 4B representan graficos de barras de una serie de ensayos inmunoabsorbentes ligados a
enzimas (ELISA) para el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) celular endégeno humano secretado a partir de
células de queratinocitos humanos transfectadas /n vitro a las 24 horas con cada ARNmod que codifica hu-G-
CSF indicado en dosis crecientes.

Las Fig. 4C y 4D representan gréficos de barras de una serie de ensayos inmunoabsorbentes ligados a
enzimas (ELISA) para el interferén-p (IFN-B) celular enddégeno humano secretado a partir de células de
queratinocitos humanos transfectadas in vitro a las 24 horas con cada ARNmod que codifica hu-G-CSF
indicado en dosis crecientes.

Las Fig. 4E y 4F representan graficos de barras de una serie de ensayos inmunoabsorbentes ligados a
enzimas (ELISA) para el G-CSF humano secretado a partir de células de queratinocitos humanos transfectadas
in vitro a las 24 horas con cada ARNmod que codifica hu-G-CSF indicado en dosis crecientes.

La Fig- 5A es una tabla que muestra los resultados de un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
para G-CSF humano secretado a partir de células de queratinocitos humanos transfectadas in vitro
muestreadas de pocillos individuales en una placa de cultivo tisular de 24 pocillos de cocultivo 42 horas
después de la transfeccién con 750 ng de cada ARNmod que codifica hu-G-CSF indicado.

La Fig. 5B representa una imagen de un gel de agarosa de productos de ARNmod de hu-G-CSF por RT-PCR
de extractos de células de cocultivo 42 horas después de la transfeccion de la capa alimentadora de
queratinocitos humanos con ARNmod de hu-G-CSG y las células de cultivo de insercién Kasumi-1 y KG-1 no
transfectadas.

Las Fig. 5C y 5D representan graficos de resultados de un ensayo de proliferacién celular inducido por hu-G-
CSF-ARNmod de células Kasumi-1 (Fig. 5C) y KG-1 (Fig. 5D) normalizadas a células no transfectadas. Se
indica la identidad del ARNmod de hu-G-CSF transfectado en células alimentadoras de queratinocitos
humanos.

Las Fig. 6A-L representan graficos de los espectros de absorbancia UV para moléculas de ARNmod
ejemplares que incorporan el nucleétido modificado indicado.

Descripcion detallada

El ARNm para uso de la presente invencién presenta una respuesta inmunitaria innata reducida cuando se
introduce en una poblacién de células. La 1-metil-pseudouridina tiene un grupo -NH(CH)- en la cara del surco
principal que interrumpe las interacciones del socio de unién del surco principal, que de otro modo causan
respuestas inmunitarias innatas.

En general, los acidos nucleicos exdégenos no modificados, particularmente los acidos nucleicos virales,
introducidos en las células inducen una respuesta inmunitaria innata, lo que da como resultado la produccién
de citocinas e interferon (IFN) y la muerte celular. Sin embargo, es de gran interés para la terapéutica entregar
un ARNm dentro de una célula in vivo o tal que cause la traduccién intracelular del ARNm y la produccién de
la proteina codificada. De particular importancia es la entrega y la funcién de un ARNm no integrador, ya que
los acidos nucleicos caracterizados por la integracion en una célula diana son generalmente imprecisos en sus
niveles de expresion, perjudicialmente transferibles a la progenie y a las células vecinas, y sufren el riesgo
sustancial de causar mutacion. En esta invencién se proporciona en parte ARNm que codifica polipéptidos
Utiles capaces de modular la funcién y/o actividad de una célula, y procedimientos para preparar y usar estos.
Como se describe en esta invencion, este ARNm es capaz de reducir la actividad inmunitaria innata de una
poblacién de células en la que se introducen, aumentando asi la eficacia de la produccion de proteinas en esa
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poblacién celular. Ademas, se describen una o mas actividades y/o propiedades ventajosas adicionales del
ARNm de la presente descripcion.

Ademas, estas modificaciones del surco mayor pueden permitir alteraciones, por.ejemplo, una disminucion, en
la interaccién de los nucledsidos modificados, nucleétidos modificados y acidos nucleicos modificados con un
componente asociado del surco de unién.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente descripciéon proporciona el ARNm para su uso segun las
reivindicaciones anexas.

El ARNm puede comprender otro nucledtido que contiene modificaciones quimicas, en donde el nucleétido
puede tener una unién alterada con los componentes asociados que interactian, por ejemplo, se unen al surco
mayor.

En algunas realizaciones, las modificaciones quimicas estan ubicadas en la cara del surco mayor de la
nucleobase, y en donde las modificaciones quimicas pueden incluir reemplazar o sustituir un atomo de una
nucleobase de citidina con una amina, un SH, un alquilo (por ejemplo, metilo o etilo), o un halo (por ejemplo,
cloro o fldor).

En algunas realizaciones, las modificaciones quimicas se pueden ubicar en la cara del surco mayor de la
nucleobase, y en donde la modificacién quimica pueden incluir reemplazar o sustituir un atomo de una
nucleobase de pirimidina con una amina, un SH, un metilo o etilo, o un cloro o fluor.

En algunas realizaciones, las modificaciones quimicas pueden ubicarse en el resto de azlcar del nucledtido.

En algunas realizaciones, las modificaciones quimicas pueden ubicarse en la cadena principal de fosfato del
nucleétido.

En algunas realizaciones, las modificaciones quimicas pueden alterar la electroquimica en la cara del surco
mayor del nucleotido.

En algunas realizaciones, el ARNm esta comprendido en una composicién farmacéutica.
Definiciones

En varios lugares de la presente memoria descriptiva, los sustituyentes de los compuestos se describen en
grupos o en intervalos. Se pretende especificamente que la presente descripcion incluya todas y cada una de
las subcombinaciones individuales de los miembros de dichos grupos e intervalos. Por ejemplo, el término
"alquilo C1-" estd destinado especificamente a describir individualmente metilo, etilo, alquilo Cs, alquilo Ca4,
alquilo Cs y alquilo Ce.

Se pretende, ademas, que los compuestos sean estables. Como se usa en esta invencién, el término "estable”
se refiere a un compuesto que es lo suficientemente solido para sobrevivir al aislamiento con un grado (til de
pureza a partir de una mezcla de reaccién y, preferentemente capaz de formularse como un agente terapéutico
eficaz.

Se aprecia, ademas, que determinadas caracteristicas de la presente descripcion que, con fines de claridad,
se describen en el contexto de distintas realizaciones, también se pueden proporcionar en combinacién en una
sola realizaciones. Por el contrario, diversas caracteristicas de la descripcién que a efectos de brevedad se
describen en el contexto de una Unica realizacion, también se pueden proporcionar por separado o en cualquier
subcombinacion adecuada.

Como se usa en esta invencion, el término "alquilo” se refiere a un grupo hidrocarburo saturado que es de
cadena lineal o ramificada. Los ejemplos de grupos alquilo incluyen metilo (Me), etilo (Et), propilo (por ejemplo,
n-propilo e isopropilo), butilo (por ejemplo, n-butilo, isobutilo, t-butilo), pentilo (por efemplo, n-pentilo, isopentilo,
neopentilo), y similares. Un grupo alquilo puede contener de 1 a alrededor de 20, de 2 a alrededor de 20, de 1
a alrededor de 12, de 1 a alrededor de 8, de 1 a alrededor de 6, de 1 a alrededor de 4, o de 1 a alrededor de 3
atomos de carbono.

Como se usa en esta invencién, el término "alquenilo” se refiere a un grupo alquilo con uno o mas enlaces
dobles carbono-carbono. Los grupos alquenilo de ejemplo incluyen etenilo, propenilo, y similares.

Como se usa en esta invencion, el término "alcoxi" se refiere a un grupo -O-alquilo. Los grupos alcoxi de
ejemplo incluyen metoxi, etoxi, propoxi (por ejemplo, n-propoxi e isopropoxi), t-butoxi, y similares.

Como se usa en esta invencion, el término "alquinilo”" se refiere a un grupo alquilo con uno o mas enlaces
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triples carbono-carbono. Los grupos alquinilo de ejemplo incluyen etinilo, propinilo, y similares.

Como se usa en esta invencién, el término "arilo" se refiere a hidrocarburos aromaticos monociclicos o
policiclicos (por ejemplo, que tienen 2, 3 o 4 anillos fusionados) tales como, por ejemplo, fenilo, naftilo,
antracenilo, fenantrenilo, indanilo, indenilo, y similares. En algunas realizaciones, los grupos arilo tienen de 6
a alrededor de 20 atomos de carbono.

Como se usa en esta invencion, el término "halo" o "halégeno" incluye fllor, cloro, bromo y yodo.

Como se usa en esta invencion, el término "agente terapéutico” se refiere a cualquier agente que, cuando se
administra a un sujeto, tiene un efecto terapéutico, de diagnéstico y/o profilactico y/o provoca un efecto
biolégico y/o farmacolégico deseado.

Como se usa en esta invencion, el término "animal” se refiere a cualquier miembro del reino animal. En algunas
realizaciones, "animal" se refiere a seres humanos en cualquier etapa de desarrollo. En algunas realizaciones,
"animal” se refiere a animales no humanos en cualquier etapa de desarrollo. En determinados casos, el animal
no humano es un mamifero (por ejemplo, un roedor, un ratén, una rata, un conejo, un mono, un perro, un gato,
una oveja, ganado vacuno, un primate o un cerdo). En algunas realizaciones, los animales incluyen, pero no
se limitan a, mamiferos, aves, reptiles, anfibios, peces y gusanos. En algunas realizaciones, el animal es un
animal transgénico, un animal modificado genéticamente o un clon.

Como se usa en esta invencion, la expresién "aproximadamente" o "alrededor de", segln se aplica a uno o
mas valores de interés, se refiere a un valor que es similar a un valor de referencia establecido. En
determinadas realizaciones, "aproximadamente" o "alrededor de" se refiere a un intervalo de valores que se
encuentra dentro del 25 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %,
7 Y%, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2%, 1 % 0 menos en cualquier direccion (mayor o menor) del valor de referencia
establecido, a menos que se indique lo contrario, o resulte evidente de otro modo a partir del contexto (salvo
que dicho nimero exceda el 100 % de un valor posible).

Como se usa en esta invencion, las expresiones "asociado con", "conjugado”, "enlazado”, "unido" y "anclado",
cuando se usan con respecto a dos 0 mas restos, significa que los restos estan fisicamente asociados o
conectados entre si, ya sea directamente o mediante uno o mas restos adicionales que sirven como agente de
enlace, para formar una estructura que sea suficientemente estable de modo que los restos permanezcan
fisicamente asociados en las condiciones en las que se usa la estructura, por ejemplo, condiciones fisioldgicas.

Como se usa en esta invencion, la expresién "biolégicamente activo” se refiere a una caracteristica de cualquier
sustancia que tenga actividad en un sistema y/u organismo biolégico. Por ejemplo, una sustancia que, cuando
se administra a un organismo, tiene un efecto biolégico sobre ese organismo, se considera biolégicamente
activa. En realizaciones particulares, en los que un acido nucleico es biolégicamente activo, una porcién de
ese acido nucleico que comparte al menos una actividad biolégica del acido nucleico completo se denomina
tipicamente porcién "biologicamente activa”.

Como se usa en esta invencioén, el término "conservado” se refiere a nucleétidos o residuos de aminoacidos
de una secuencia de polinucleétidos o secuencia de aminoacidos, respectivamente, que son los que se
producen inalterados en la misma posicién de dos 0 mas secuencias relacionadas que se comparan. Los
nucleétidos o aminoacidos que estan relativamente conservados son aquellos que se conservan entre mas
secuencias relacionadas que los nucle6tidos o0 aminoacidos que aparecen en otras partes de las secuencias.
En algunas realizaciones, se dice que dos o mas secuencias estan "completamente conservadas” si son 100 %
idénticas entre si. En algunas realizaciones, se dice que dos o0 mas secuencias estan "altamente conservadas”
si son al menos un 70 % idénticas, al menos un 80 % idénticas, al menos un 90 % idénticas, o al menos un
95 % idénticas entre si. En algunas realizaciones, se dice que dos 0 mas secuencias estan "altamente
conservadas" si son alrededor de un 70 % idénticas, alrededor de un 80 % idénticas, alrededor de un 90 %
idénticas, alrededor de un 95 %, alrededor de un 98 %, o alrededor de un 99 % idénticas entre si. En algunas
realizaciones, se dice que dos o mas secuencias estan "conservadas" si son al menos un 30 % idénticas, al
menos un 40 % idénticas, al menos un 50 % idénticas, al menos un 60 % idénticas, al menos un 70 % idénticas,
al menos un 80 % idénticas, al menos un 90 % idénticas, o al menos un 95 % idénticas entre si. En algunas
realizaciones, se dice que dos 0 mas secuencias estan "conservadas" si son alrededor de un 30 % idénticas,
alrededor de un 40 % idénticas, alrededor de un 50 % idénticas, alrededor de un 60 % idénticas, alrededor de
un 70 % idénticas, alrededor de un 80 % idénticas, alrededor de un 90 % idénticas, alrededor de un 95 %
idénticas, alrededor de un 98 % idénticas, o alrededor de un 99 % idénticas entre si.

Como se usa en esta invencion, la "expresion" de una secuencia de acido nucleico se refiere a uno o mas de
los eventos siguientes: (1) produccién de una plantilla de ARN a partir de una secuencia de ADN (por ejemplo,
mediante transcripcién); (2) procesamiento de un transcrito de ARN (por ejemplo, mediante splicing, edicién,
formacion de cap en 5 y/o procesamiento en el extremo 3’); (3) traduccion de un ARN en un polipéptido o
proteina; y (4) modificacién postraduccional de un polipéptido o proteina.
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Como se usa en esta invencién, una molécula biolégica "funcional" es una molécula biolégica en una forma
que presenta una propiedad y/o actividad por la cual se caracteriza.

Como se usa en esta invencion, la expresién "in vitro" se refiere a eventos que se producen en un ambiente
artificial, por ejemplo, en un tubo de ensayo o en un recipiente de reaccién, en un cultivo celular, en una placa
de Petri, etc., y no dentro de un organismo (por ejemplo, animal, planta o microbio).

Como se usa en esta invencion, "in vivo" se refiere a eventos que se producen dentro de un organismo (por
ejemplo, animal, planta o0 microbio).

Como se usa en esta invencion, el término "aislado" se refiere a una sustancia o entidad que ha sido (1)
separada de al menos algunos de los componentes con los cuales estuvo asociada cuando fue inicialmente
producida (ya sea en la naturaleza o en un entorno experimental) y/o (2) producida, preparada y/o fabricada
por el ser humano. Las sustancias y/o entidades aisladas pueden separarse de al menos alrededor del 10 %,
alrededor del 20 %, alrededor del 30 %, alrededor del 40 %, aproximadamente el 50 %, alrededor del 60 %,
alrededor del 70 %, alrededor del 80 %, alrededor del 90 % o mas de los otros componentes a los cuales
estuvieron inicialmente asociadas. En algunas realizaciones los agentes aislados tienen una pureza de mas
de alrededor del 80 %, alrededor del 85 %, alrededor del 90 %, alrededor del 91 %, alrededor del 92 %,
alrededor del 93 %, alrededor del 94 %, alrededor del 95 %, alrededor del 96 %, alrededor del 97 %, alrededor
del 98 %, alrededor del 99 %, o0 mas de alrededor del 99 %. Como se usa en esta invencioén, una sustancia es
"pura” si se encuentra sustancialmente libre de otros componentes.

Como se usa en esta invencion, el término “sujeto” o "paciente” se refiere a cualquier organismo al que se
pueda administrar una composicion segun la presente descripcién, por ejemplo, con fines experimentales, de
diagnéstico, profilacticos y/o terapéuticos. Los sujetos tipicos incluyen animales (por ejemplo, mamiferos tales
como ratones, ratas, conejos, primates no humanos y humanos) y/o plantas.

Como se usa en esta invencién, el término "sustancialmente” se refiere a la condicién cualitativa de mostrar
una medida o grado total, o casi total, de una caracteristica o propiedad de interés. Un experto en las técnicas
bioldégicas comprendera que los fenémenos biolégicos y quimicos en raras ocasiones, si es que se producen,
se completan y/o llegan a completarse o logran o evitan un resultado absoluto. Por lo tanto, "sustancialmente”
se usa en esta invencién para capturar la posible falta de integridad inherente a muchos fenémenos bioldgicos
y quimicos.

Un individuo "que padece" una enfermedad, trastorno y/o afeccién ha sido diagnosticado o presenta uno o mas
sintomas de una enfermedad, trastorno y/o afeccion.

Un individuo que es "susceptible" a una enfermedad, trastorno y/o afeccién no ha sido diagnosticado y/o puede
no presentar sintomas de la enfermedad, trastorno y/o afeccién. En algunas realizaciones, un individuo que es
susceptible a una enfermedad, trastorno y/o afeccién (por ejemplo, cancer) puede caracterizarse por uno o
mas de los siguientes: (1) una mutacién genética asociada con el desarrollo de la enfermedad, trastorno y/o
afeccion; (2) un polimorfismo genético asociado con el desarrollo de la enfermedad, trastorno y/o afeccion; (3)
expresion y/o actividad aumentada y/o disminuida de una proteina y/o acido nucleico asociado con la
enfermedad, trastorno y/o afeccion; (4) habitos y/o estilos de vida asociados con el desarrollo de la enfermedad,
trastorno y/o afeccion; (5) antecedentes familiares de la enfermedad, trastorno y/o afeccién; y (6) exposicion
y/o infeccién con un microbio asociado con el desarrollo de la enfermedad, trastorno y/o afeccion. En algunas
realizaciones, un individuo que es susceptible a una enfermedad, trastorno y/o afeccién desarrollara la
enfermedad, trastorno y/o afeccion. En algunas realizaciones, un individuo que es susceptible a una
enfermedad, trastorno y/o afeccién no desarrollara la enfermedad, trastorno y/o afeccién.

Como se usa en esta invencion, la expresion "cantidad terapéuticamente efectiva” significa una cantidad de un
agente a administrar (por ejemplo, acido nucleico, farmaco, agente terapéutico, agente de diagndstico, agente
profilactico, etc.) que es suficiente, cuando se administra. a un sujeto que padece o es susceptible a una
enfermedad, trastorno y/o afeccion, para tratar, mejorar los sintomas, diagnosticar, prevenir y/o retrasar la
aparicion de la enfermedad, trastorno y/o afeccion.

Como se usa en esta invencion, el término "factor de transcripcion” se refiere a una proteina de unién al ADN
que regula la transcripcion del ADN en ARN, por ejemplo, mediante la activacion o represion de la transcripcion.
Algunos factores de transcripcién efectiian la regulacion de la transcripcién por si solos, mientras que otros
actlan en conjunto con otras proteinas. Algin factor de transcripcién puede activar y reprimir la transcripcion
bajo ciertas condiciones. En general, los factores de transcripcidn se unen a una secuencia o secuencias diana
especificas muy similares a una secuencia consenso especifica en una regioén reguladora de un gen diana.
Los factores de transcripcion pueden regular la transcripcion de un gen diana solos o en un complejo con otras
moléculas.
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Como se usa en esta invencién, el término "tratar" se refiere a aliviar parcial o totalmente, mitigar, mejorar,
atenuar, retrasar el inicio de, inhibir la progresion de, reducir la gravedad de, y/o reducir la incidencia de uno o
mas sintomas o caracteristicas de una enfermedad, trastorno y/o afeccion particular. Por ejemplo, "tratar" el
cancer puede referirse a inhibir la supervivencia, el crecimiento y/o la diseminacién de un tumor. El tratamiento
puede administrarse a un sujeto que no muestra signos de una enfermedad, trastorno y/o afeccion, y/o a un
sujeto que muestra Unicamente sintomas iniciales de una enfermedad, trastorno y/o afeccion, con el fin de
disminuir el riesgo de desarrollar una patologia asociada con la enfermedad, trastorno y/o afeccion. En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende el suministro de una proteina asociada con un acido nucleico
terapéuticamente activo a un sujeto que lo necesite.

Como se usa en esta invencién, la expresion "no modificado" se refiere a un &cido nucleico antes de ser
modificado, por ejemplo, adenosina, guanosina, citosina, timidina y uracilo, o un aminoacido natural. Los
compuestos que se describen en esta invencion pueden ser asimétricos (por ejemplo, tener uno 0 mas
estereocentros). Todos los estereoisdmeros, tales como enantibmeros y diasteredmeros, estan destinados a
menos que se indique lo contrario. Los compuestos que contienen &atomos de carbono sustituidos
asimétricamente pueden aislarse en formas Opticamente activas o racémicas. Se conocen en la técnica
procedimientos sobre cémo preparar formas Opticamente activas a partir de materiales de partida 6pticamente
activos, tales como por resolucién de mezclas racémicas o por sintesis estereoselectiva. Muchos isbmeros
geométricos de olefinas, dobles enlaces C=N, y similares también pueden estar presentes en los compuestos
descritos en esta invencion, y todos estos isémeros estables se contemplan. Los isbmeros geométricos cis y
trans de los compuestos se describen y pueden aislarse como una mezcla de isbmeros o como formas
isoméricas separadas.

Los compuestos también incluyen formas tautoméricas. Las formas tautoméricas son el resultado del
intercambio de un enlace simple con un enlace doble adyacente junto con la migraciéon concomitante de un
protén. Las formas tautoméricas incluyen tautdmeros prototropicos que son estados de protonacién isoméricos
que tienen la misma férmula empirica y carga total. Los tautémeros prototrépicos de ejemplo incluyen pares
cetona-enol, pares amida-acido imidico, pares lactama—lactima, pares amida-acido imidico, pares enamina—
imina y formas anulares donde un protén puede ocupar dos 0 mas posiciones de un sistema heterociclico, por
ejemplo, 1H- y 3H-imidazol, 1H-, 2H- y 4H- 1, 2, 4-triazol, 1H- y 2H- isoindol y 1H- y 2H-pirazol. Las formas
tautoméricas pueden estar en equilibrio o bloqueadas estéricamente en una forma mediante una sustitucién
apropiada.

Los compuestos también pueden incluir todos los is6topos de los atomos que se encuentran en los compuestos
intermedios o finales. Los isétopos incluyen aquellos atomos que tienen el mismo nimero atémico pero
diferentes nimeros de masa. Por ejemplo, los is6topos de hidrégeno incluyen tritio y deuterio.

El término "compuesto”, como se usa en esta invencion, pretende incluir todos los esterecisémeros, isémeros
geométricos, tautdmeros e isétopos de las estructuras representadas.

En algunas realizaciones, los compuestos de la presente descripcion se aislan sustancialmente. Por
"sustancialmente aislado” se entiende que el compuesto esta al menos parcial o sustancialmente separado del
entorno donde se form6 o detectd. La separacién parcial puede incluir, por ejemplo, una composicién
enriquecida en el compuesto de la presente descripcion. La separacién sustancial puede incluir composiciones
que contienen al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 60 %, al menos
aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos
aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 97 % o al menos aproximadamente el 99 % en peso del
compuesto de la presente descripcion, o una sal del mismo. Los procedimientos para aislar compuestos y sus
sales son habituales en |a técnica.

Los compuestos y sales de los mismos, se pueden preparar en combinacion con moléculas de agua o
disolvente para formar solvatos e hidratos mediante procedimientos habituales.

La presente descripcion también incluye las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos
en esta invencion. Como se usa en esta invencion, la expresion "sales farmacéuticamente aceptables" se
refiere a derivados de los compuestos descritos en donde se modifica el compuesto original al convertir un
resto basico o acido existente en su forma de sal. Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables
incluyen, pero no se limitan a, sales de acidos minerales u organicos de residuos basicos tales como aminas;
sales alcalinas u organicas de residuos acidos tales como &cidos carboxilicos; y similares. Las sales
farmacéuticamente aceptables de la presente descripcién incluyen las sales no toxicas convencionales del
compuesto original formado, por ejemplo, a partir de acidos inorganicos u organicos no toxicos. Las sales
farmacéuticamente aceptables de la presente descripcion se pueden sintetizar a partir del compuesto principal
que contiene un resto acido o basico mediante procedimientos quimicos convencionales. Generalmente, dichas
sales se pueden preparar haciendo reaccionar las formas de acido o base libre de estos compuestos con una
cantidad estequiométrica de la base o el &cido apropiados en agua o en un disolvente organico, o en una
mezcla de los dos; generalmente, se prefieren medios no acuosos como éter, acetato de etilo, etanol,
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isopropanol o acetonitrilo. En Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack Publishing Company,
Easton, Pa., 1985, p. 1418 y Journal of Pharmaceutical Science, 66, 2 (1977) se encuentran listas de sales
adecuadas.

La expresion "farmacéuticamente aceptable" se emplea en esta invencion para hacer referencia a aquellos
compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosificacién que, dentro del alcance del criterio médico
sensato, son adecuados para su uso en contacto con tejidos humanos y animales sin provocar una toxicidad
excesiva, irritacion, respuesta alérgica u otro problema o complicacién, con una relacién beneficio/riesgo
razonable.

Como se usa en esta invencion, el término "profarmacos" se refiere a cualquier vehiculo, tipicamente unido
covalentemente, que libera el farmaco original activo cuando se administra a un sujeto mamifero. Los
profarmacos se pueden preparar modificando grupos funcionales presentes en los compuestos de tal forma
que las modificaciones se escindan, bien con su manipulacién habitual o bien in vivo, de los compuestos
originales. Los profarmacos incluyen compuestos en donde los grupos hidroxilo, amino, sulfhidrilo o carboxilo
estan unidos a cualquier grupo que, cuando se administra a un sujeto mamifero, se escinde para formar un
grupo hidroxilo, amino, sulfhidrilo o carboxilo libre, respectivamente. Los ejemplos de profarmacos incluyen,
pero no se limitan a, derivados de acetato, formiato y benzoato de grupos funcionales de alcohol y amina en
los compuestos de la presente descripcién. En T. Higuchi y V. Stella, "Prodrugs as Novel Delivery Systems"
vol. 14 de la serie del Simposio ACS, y en Bioreversible Carriers in Drug Design, ed. Edward B. Roche,
Asociacién Farmacéutica Americana y Pergamon Press, 1987, se analiza la preparacién y uso de profarmacos.

Nucleésidos vy nucledtidos modificados

Como se describe en esta invencion, el término "nucledsido" se define como un compuesto que contiene una
molécula de azlcar de cinco carbonos (una pentosa o ribosa) o un derivado de la misma, y una base organica,
purina o pirimidina, o un derivado de la misma. Como se describe en esta invencion, el término "nucleétido” se
define como un nucledsido que consiste en un grupo fosfato. Los nucledsidos y nucleétidos descritos en esta
invencion generalmente se modifican quimicamente en la cara del surco mayor.

La Tabla 1 a continuacién identifica las caras quimicas de cada nucleétido canénico. Los circulos identifican
los atomos que comprenden las respectivas regiones quimicas.

Cara de apareamisnto
Cars def surto Cara det surco du hases de

mayar menor Watson-Crick

N

Citidina:

Pirimidinas

b3
o H o &)“m
= N e
Uridina: ooy N‘{\’} ey

P
q{g % {‘;:Fi\
T Lag ¥

Adenosina:

Purinas g

Guanosing: O-F0-y

I
e E:ff# L0

En algunas realizaciones, los nucleésidos modificados incluyen 5-aza-citidina, pseudoisocitidina, 3-metil-
citidina, N4-acetilcitidina, 5-formilcitidina, N4-metilcitidina, 5-hidroximetilcitidina, 1-metil-pseudoisocitidina,
pirrolo-citidina, pirrolo-pseudoisocitidina, 2-tio-citidina, 2-tio-5-metil-citidina, 4-tio-pseudoisocitidina, 4-tio-1-
metil-pseudoisocitidina, 4-tio-1-metil-1-deaza-pseudoisocitidina, 1-metil-1-deaza-pseudoisocitidina, zebularina,
5-aza-zebularina, 5-metil-zebularina, 5-aza-2-tio-zebularina, 2-tio-zebularina, 2-metoxi-citidina, 2-metoxi-5-
metil-citidina, 4-metoxi-pseudoisocitidina y 4-metoxi-1-metil-pseudoisocitidina.
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En algunas realizaciones, los nucledsidos modificados incluyen 2-aminopurina, 2,6-diaminopurina, 7-deaza-
adenina, 7-deaza-8-aza-adenina, 7-deaza-2-aminopurina, 7-deaza-8-aza-2-aminopurina, 7-deaza-2,6-
diaminopurina, 7-deaza-8-aza-2,6-diaminopurina, 1-metiladenosina, N6-metiladenosina, NG6-
isopenteniladenosina, N6-(cis-hidroxiisopentenil)adenosina, 2-metiltio-N6-(cis-hidroxiisopentenil) adenosina,
N6-glicinilcarbamoiladenosina, N6-treonilcarbamoiladenosina, 2-metiltio-N6-treonil  carbamoiladenosina,
N6,N6-dimetiladenosina, 7-metiladenina, 2-metiltio-adenina y 2-metoxi-adenina.

En algunas realizaciones, los nucleésidos modificados incluyen inosina, 1-metil-inosina, wyosina, wybutosina,
7-dcaza-guanosinac, 7-deaza-8-aza-guanosina, 6-tio-guanosina, 6-tio-7-deaza-guanosina, 6-tio-7-deaza-8-
aza-guanosina, 7-metil-guanosina, 6-tio-7-metil-guanosina, 7-metilinosina, 6-metoxi-guanosina, 1-
metilguanosina, N2-metilguanosina, N2,N2-dimetilguanosina, 8-oxo-guanosina, 7-metil-8-oxo-guanosina, 1-
metil-6-tio-guanosina, N2-metil-6-tio-guanosina y N2,N2-dimetil-6-tio-guanosina.

Otro nucleédsido y el nucledtido pueden ser un compuesto de Férmula |:

%
Yi—P—Y2 B
Y3 0O
‘RC'I
n
rY
¥’ F|>=z
3
k [
R m
1
en donde:
ZesOS;

cada uno de Y! se selecciona independientemente de entre -ORa!, -NRa'RPly -SRa';

cada uno de Y2 se selecciona independientemente de entre O, NRa, S o un enlazador que comprende un atomo
seleccionado de entre el grupo que consiste en C, O, Ny S;

cada uno de Y? se selecciona independientemente de entre Oy S;

Y* se selecciona de entre H, -OR?, -SRay -NHR?;

nes0,1,203;

mes0,1,203;

B es una nucleobase;

R? es H, alquilo Ci-20, alquenilo Cz-20, alquinilo C220 0 arilo Ce-20;

cada Ra' y R® son independientemente H o un contraion; e

-Y3-R°' es OH 0 SH a un pH de alrededor de 1 0 -Y3-R°! es O 0 S a pH fisiologico;
0 -Y3-Re! es alcoxi Ci-20, O-alquenilo Cz-20 u O-alquinilo Ci-20;

en donde cuando B es una nucleobase no modificada seleccionada de entre citosina, guanina y adenina,
entonces al menosunode Z, Y' 0 Y2 no es O ni OH.

En algunas realizaciones, B es una nucleobase de Férmula ll-a o ll-c:
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R? R2
1 4 3
S r
U.WAX %O
I-a {l-c
en donde:

RN indica un enlace simple o doble;

XesOo0S;

cada U y W son independientemente C o N;

VesO,S, CoN;

en donde cuando V es C entonces R' es H, alquilo Ci, alquenilo Ci, alquinilo Ci-s, halo u -ORe, en donde
cada alquilo Ci20, alquenilo Cz.20, alquinilo Cz-20 estan opcionalmente sustituidos con -OH, -NRaRP, -SH, -
C(O)Re, -C(O)OR¢, -NHC(O)R¢, o -NHC(O)ORS;

y en donde cuando V es O, S o N entonces R! estd ausente;

R2 es H, -OR¢, -SR¢, -NR?2R®, 0 halo;

o cuando V es C entonces R' y R? junto con los atomos de carbono a los que estan unidos pueden formar un
anillo de 5 o0 6 miembros opcionalmente sustituido con 1-4 sustituyentes seleccionados de entre halo, -OH, -
SH, -NRaR®, alquilo C1-20, alquenilo Cz-20, alquinilo Cz-20, alcoxi Ci-20 0 tioalquilo Ci-20;

R3 es H o alquilo C1-20;

R* es H o alquilo Ci-20; en donde cuando IS indica un doble enlace entonces R* esta ausente, o N-R*, en

conjunto, forma un N cargado positivamente sustituido con alquilo Ci-20;
cada Ray R® son independientemente H, alquilo C1-20, alquenilo C2-20, alquinilo C220 0 arilo Cs-20; ¥
Re es H, alquilo Ci-20, alquenilo C2-20, fenilo, bencilo, un grupo polietilenglicol, o un grupo amino-polietilenglicol.

En algunas realizaciones, B es una nucleobase de Férmula ll-a1, ll-a2, lI-a3, Il-a4 o II-a5:

(T, L

‘N

1l-al 1T-a2 11-a3 IT-a4 M-a5s..

En algunas realizaciones, B es una nucleobase seleccionada de entre el grupo que consiste en citosina,
guanina y adenina.

En algunas realizaciones, B es una citidina o un derivado de la misma.

En algunas realizaciones el otro nucleétido es un compuesto de Férmula I-a:

10
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I-a.

HO OH | HO OH | HO OH

En alguna realizaciones la modificacion quimica del surco mayor puede incluir el reemplazo del hidrégeno en
C-5 de la citosina con un grupo halo o un grupo metilo.

Por ejemplo, el nucleétido modificado puede ser:

NH;
] HBC\(QN
HO=P—0Q.. N’&G
i
OH G
' _ i
HO OH 4 HO  OM

En otra realizacion, la modificacion quimica del surco mayor puede incluir un anillo fusionado que esta formado
por el NHz en la posicion C-4 y el atomo de carbono en la posicién C-5.

Por ejemplo, el nucleétido modificado puede ser:

11
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HAG,
NH
/
()
0
HO—P—0 N’go
|
OH O
HO OH

En algunas realizaciones, un nucleétido modificado es 5'-O-(1-Tiofosfato)-Adenosina, 5'-O-(1-Tiofosfato)-
Citidina, 5-O-(1-Tiofosfato)-Guanosina, 5'-O-(1-Tiofosfato)-Uridina o 5'-O-(1-Tiofosfato)-Pseudouridina.

5
)
Nm e
e \M
a0
3 N N
i
(}"“‘x§"“"’d fo
o ’
oM O

§7-0-(}-Tiofostato)-Adenosing
NH,

N
&

LA

OH Ol

5°-0-{1-Trofosfato)-Citidina

10 57-0-(1-Tiofosfato)~-Guanosina

o
(N\NH
i
oo
&

OH COH

O

5°-0-(1-Tinfosfato)-Uridina
15
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70-{1-Tiofosfato)-Psoudouriding

El resto fosfato sustituido con a-tio se proporciona para conferir estabilidad a los polimeros de ARN y ADN a
través de los enlaces de la cadena principal de fosforotioato no naturales. El ADN y el ARN de fosforotioato

5 tienen una mayor resistencia a las nucleasas y, posteriormente, una semivida mas prolongada en un entorno
celular. Se espera que los acidos nucleicos unidos a fosforotioato también reduzcan la respuesta inmunitaria
innata a través de una union/activacion mas débil de moléculas inmunitarias innatas celulares.

Los nucleétidos modificados y combinaciones de nucleétidos modificados se proporcionan a continuacion en
10 la Tabla 2.

Tabla 2
Nucleétido modificado Combinacion de nucleétidos modificados
6-aza-citidina a-tio-citidina/5-yodo-uridina
2-tio-citidina a-tio-citidina/N1-metil-pseudouridina
a-tio-citidina a-tio-citidina/a-tio-uridina
Pseudo-iso-citidina a-tio-citidina/5-metil-uridina
5-aminoalil-uridina a-tio-citidina/pseudo-uridina
5-yodo-uridina Pseudo-iso-citidina/5-yodo-uridina
N1-metil-pseudouridina Pseudo-iso-ciitidina/N1-metil-pseudo-uridina
5,6-dihidrouridina Pseudo-iso-citidina/a-tio-uridina
a-tio-uridina Pseudo-iso-ciitidina/5-metil-uridina
4-tio-uridina Pseudo-iso-citidina/Pseudo-uridina
6-aza-uridina Pirrolo-citidina
5-hidroxi-uridina Pirrolo-citidina/5-yodo-uridina
Desoxi-timidina Pirrolo-citidina/N1-metil-pseudo-uridina

N1-metil-adenosina 5-metil-citidina/Pseudo-uridina

2-amino-6-Cloro-purina 5-metil-citidina

R

N6-metil-2-aminopurina 25 % de Pseudo-iso-citidina

6-Cloro-purina | 25 % de N1-metil-pseudouridina
N6met||adenosma25%deN1Met||pseudour|d|na/75%depseudour|d|na
............... - tloadenoslna5met|Iur|d|na
S 8az|doadenos|na ............................................................................... 5yodoc|t|d|na
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R R e

Nucleétido modificado Combinacion de nucledtidos modificados

Sintesis de nucleétidos modificados

Los nucledsidos y nucleétidos modificados descritos en esta invencién se pueden preparar a partir de
materiales de partida facilmente disponibles usando los siguientes procedimientos generales. Se entiende que
cuando se dan condiciones de procedimiento tipicas o preferidas (es decir, temperaturas de reaccion, tiempos,
relaciones molares de reactivos, disolventes, presiones, etc.), también se pueden utilizar otras condiciones de
procedimiento a menos que se indique lo contrario. Las condiciones de reaccidén éptimas pueden variar con los
reactivos particulares o el disolvente utilizado, pero un experto en la materia puede determinar dichas
condiciones mediante procedimientos de optimizacién habituales.

Los procedimientos descritos en esta invencion pueden monitorearse segun cualquier procedimiento adecuado
conocido en la técnica. Por ejemplo, la formacién de productos se puede monitorear por medios
espectroscopicos, tal como espectroscopia de resonancia magnética nuclear (por ejemplo, 'H o '3C),
espectroscopia infrarroja, espectrofotometria (por ejemplo, UV visible) o espectrometria de masas, 0 por
cromatografia tal como cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) o cromatografia de capa fina.

La preparaciénde nucleésidos y nucleétidos modificados puede implicar la proteccion y la desproteccion de
diversos grupos quimicos. Un experto en la materia puede determinar facilmente la necesidad de proteccion y
desproteccién y la seleccion de los grupos protectores apropiados. La quimica de los grupos protectores se
puede encontrar, por ejemplo, en Greene, y col., Protective Groups in Organic Synthesis, 22. ed., Wiley & Sons,
1991.

Las reacciones de los procedimientos descritos en esta invencion se pueden llevar a cabo en disolventes
adecuados que un experto en la técnica de la sintesis organica puede seleccionar faciimente. Los disolventes
adecuados pueden ser sustancialmente no reactivos con los materiales de partida (reactivos), los compuestos
intermedios o los productos a las temperaturas a las que se llevan a cabo las reacciones, es decir, temperaturas
que pueden variar entre la temperatura de congelacion del disolvente y la temperatura de ebullicién del
disolvente. Se puede llevar a cabo una determinada reaccién en un disolvente o en una mezcla de mas de un
disolvente. Dependiendo de la etapa de reaccién particular, se pueden seleccionar disolventes adecuados para
una etapa de reaccion particular. La resolucién de mezclas racémicas de nucleésidos y nucleétidos modificados
se puede llevar a cabo mediante cualquiera de los numerosos procedimientos conocidos en la técnica. Un
procedimiento de ejemplo incluye la recristalizacion fraccionada usando un "acido de resolucion quiral" que es
un acido organico formador de sal épticamente activo. Los agentes de resolucién adecuados para los
procedimientos de recristalizacion fraccionada son, por ejemplo, acidos Opticamente activos, tales como las
formas D y L de acido tartarico, acido diacetiltartarico, acido dibenzoiltartarico, acido mandélico, acido malico,
acido lactico o los diversos acidos alcanforsulfénicos Opticamente activos. La resolucién de mezclas racémicas
también puede llevarse a cabo mediante la elucién en una columna empacada con un agente de resolucion
opticamente activo (por ejemplo, dinitrobenzoilfenilglicina). Un experto en la materia puede determinar la
composicion de disolvente de elucién adecuada.

A continuacién se proporcionan sintesis de nucleétidos modificados ejemplares en los Esquemas 1y 2.
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También se pueden preparar nucledsidos y nucleétidos modificados segln los procedimientos sintéticos
descritos en Ogata y col., Journal of Organic Chemistry 74:2585-2588, 2009; Purmal y col., Nucleic Acids
Research 22(1): 72-78, 1994; Fukuhara y col., Biochemistry, 1(4): 563-568, 1962; y Xu y col., Tetrahedron,
48(9): 1729-1740, 1992.
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Acidos nucleicos modificados

Los descritos en el presente documento tienen propiedades (tiles, incluida la disminucién significativa o la falta
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de una induccién sustancial de la respuesta inmunitaria innata de una célula en la que se introduce el ARNm,
o la supresién de la misma. Debido a que este ARNm modificados mejoran la eficiencia de la produccién de
proteinas, la retencién intracelular de ARNm y la viabilidad de las células en contacto, ademas de poseer una
inmunogenicidad reducida, este ARNm en comparacién con el ARNm no modificado, que tienen estas
propiedades se denomina " ARNm mejorado” en esta invencion.

El término "acido nucleico" en su sentido mas amplio, incluye cualquier compuesto y/o sustancia que se
encuentre o se pueda incorporar en una cadena de oligonucleétidos. Los acidos nucleicos para su uso segin
la presente descripcién son ARNm.

Se proporcionan acidos nucleicos modificados que contienen una region traducible y una, dos o mas de dos
modificaciones de nucleésidos diferentes. En algunas realizaciones, el acido nucleico modificado muestra una
degradacion reducida en una célula en la que se introduce el acido nucleico, en relacion con un acido nucleico
no modificado correspondiente. Como se describe en esta invencion, los acidos nucleicos de la presente
descripcién no inducen sustancialmente una respuesta inmunitaria innata de una célula en la que se introduce
el ARNm.

En determinadas realizaciones, es deseable degradar intracelularmente un acido nucleico modificado
introducido en la célula, por ejemplo, si se desea una sincronizacion precisa de la produccién de proteinas. Por
lo tanto, la presente descripcion proporciona un acido nucleico modificado que contiene un dominio de
degradacion, sobre el que se puede actuar de manera dirigida dentro de una célula.

Otros componentes del acido nucleico son opcionales y son beneficiosos en algunas realizaciones. Por
ejemplo, se proporcionan una regién no traducida (UTR) 5' y/o una 3'UTR. También se proporcionan acidos
nucleicos que contienen una secuencia Kozak.

Ademas, se proporcionan &cidos nucleicos que contienen una o mas secuencias de nucleétidos intrénicos
capaces de escindirse del acido nucleico.

Ademas, se proporcionan acidos nucleicos que contienen un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES). Un
IRES puede actuar como el Unico sitio de unién al ribosoma, o puede servir como uno de los multiples sitios
de unién al ribosoma de un ARNm. Un ARNm que contiene mas de un sitio de unién al ribosoma funcional
puede codificar varios péptidos o polipéptidos que los ribosomas traducen de forma independiente ("ARNm
multicistronico"). Cuando los acidos nucleicos se proporcionan con un IRES, ademas se proporciona una
segunda regién traducible. Los ejemplos de secuencias IRES que se pueden usar segun la presente
descripcién incluyen, sin limitacién, aquellas de picornavirus (por ejemplo, FMDV), virus de plagas (CFFV),
virus de la polio (PV), virus de encefalomiocarditis (ECMV), virus de la fiebre aftosa (FMDV), virus de la hepatitis
C (HCV), virus de la peste porcina clasica (CSFV), virus de la leucemia murina (MLV), virus de la
inmunodeficiencia de los simios (VIS) o virus de la paralisis del grillo (CrPV).

En algunas realizaciones, las secuencias de acido nucleico comprenden ademas un compuesto de Férmula I-
d:

I-d
en donde:
ZesOS;
cada uno de Y! se selecciona independientemente de entre -ORa!, -NRa'RPly -SRa';

cada uno de Y? se selecciona independientemente de entre O, NR?, S o un enlazador que comprende un atomo
seleccionado de entre el grupo que consiste en C, O, Ny S;

cada uno de Y? se selecciona independientemente de entre Oy S;
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Y* se selecciona de entre H, -OR2, -SRay -NHR3;

B es una nucleobase;

R? es H, alquilo Ci-20, alquenilo Cz-20, alquinilo C220 0 arilo Ce-20;

cada Ra' y R son independientemente H o un contraion; y

-Y3-R°' es OH 0 SH a un pH de alrededor de 1 0 -Y3-R°! es O 0 S a pH fisiologico;
0 -Y3-Re! es alcoxi Ci-20, O-alquenilo Cz-20 u O-alquinilo Ci-20;

en donde cuando B es una nucleobase no modificada seleccionada de entre citosina, guanina y adenina,
entonces al menos uno de Z, Y' 0 Y2 no es O ni OH.

En algunas realizaciones, B es una nucleobase de Férmula ll-a o ll-c:

R? R?
R1‘\/J*‘N’Ra Fe3‘N)*N
s P
I-a iI¢c
en donde:\\‘t

indica un enlace simple o doble;

XesOS;

cada U y W son independientemente C o N;

VesO,S, CoN;

en donde cuando V es C entonces R' es H, alquilo Ci, alquenilo Ci, alquinilo Ci-s, halo u -ORe, en donde
cada alquilo Ci20, alquenilo Cz.20, alquinilo Cz-20 estan opcionalmente sustituidos con -OH, -NRaRP, -SH, -
C(O)Re, -C(O)OR¢, -NHC(O)R¢, o -NHC(O)ORS;

y en donde cuando V es O, S o N entonces R! estd ausente;

R2 es H, -OR¢, -SR¢, -NR?2R®, 0 halo;

o cuando V es C entonces R' y R? junto con los atomos de carbono a los que estan unidos pueden formar un
anillo de 5 o0 6 miembros opcionalmente sustituido con 1-4 sustituyentes seleccionados de entre halo, -OH, -
SH, -NRaR®, alquilo C1-20, alquenilo Cz-20, alquinilo Cz-20, alcoxi Ci-20 0 tioalquilo Ci-20;

R3 es H o alquilo C1-20;

R* es H o alquilo Ci-20; en donde cuando N indica un doble enlace entonces R* esta ausente, o N-R*, en

conjunto, forma un N cargado positivamente sustituido con alquilo Ci-20;
cada R? y RP son independientemente H, alquilo Ci-20, alquenilo C2-20, alquinilo C220 0 arilo Ce-20; ¥
Re es H, alquilo Ci-20, alquenilo C2-20, fenilo, bencilo, un grupo polietilenglicol, o un grupo amino-polietilenglicol.

En algunas realizaciones, B es una nucleobase de Férmula ll-a1, ll-a2, lI-a3, Il-a4 o II-a5:
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X )R\ R
1 4 4 1 1 R!
R\fLN’R N N,R R N R\AN \“)J\NH
| N/&X N N

II-al II-a2 1I-a3 II-a4 -a5.

En algunas realizaciones, al menos el 25 % de las citosinas se reemplazan por un compuesto de Férmula I-a
(por ejemplo, al menos alrededor del 30 %, al menos alrededor del 35 %, al menos alrededor del 40 %, al
menos alrededor del 45 %, al menos alrededor del 50 %, al menos alrededor del 55 %, al menos alrededor del
60 %, al menos alrededor del 65 %, al menos alrededor del 70 %, al menos alrededor del 75 %, al menos
alrededor del 80 %, al menos alrededor del 85 %, al menos alrededor del 90 %, al menos alrededor del 95 %,
0 alrededor del 100 %).

Componentes asociados gue interactian con el surco mayor

Como se describe en esta invencion, la expresién "componente asociado que interactia con el surco mayor"
se refiere a receptores de reconocimiento de ARN que detectan y responden a ligandos de ARN a través de
interacciones, por ejemplo, unién, con la cara del surco mayor de un nucleétido o acido nucleico. Como tales,
los ligandos de ARN que comprenden nuclettidos o acidos nucleicos modificados como se describe en esta
invencion disminuyen las interacciones con los componentes asociados de unién al surco mayor y, por lo tanto,
disminuyen una respuesta inmunitaria innata, o la expresién y secrecion de citocinas proinflamatorias, o ambas.

Los componentes asociados de queinteractian, por efemplo, se unen al surco mayor de ejemplo incluyen, pero
no se limitan a, las siguientes nucleasas y helicasas. Dentro de las membranas, los TLR (receptores tipo Toll)
3, 7y 8 pueden responder a los ARN monocatenarios y bicatenarios. Dentro del citoplasma, los miembros de
la superfamilia 2 clase de DEX(D/H) helicasas y ATPasas pueden detectar ARN para iniciar respuestas
antivirales. Estas helicasas incluyen RIG-I (gen | inducible por acido retinoico) y MDA5 (gen 5 asociado a la
diferenciacion de melanomay). Otros ejemplos incluyen el laboratorio de genética y fisiologia 2 (LGP2), proteinas
que contienen el dominio HIN-200 o proteinas que contienen el dominio helicasa.

Prevencién o reduccién de la activacién de la respuesta inmunitaria celular innata utilizando acidos nucleicos
modificados

La expresién "respuesta inmunitaria innata" incluye una respuesta celular a acidos nucleicos exégenos,
incluidos acidos nucleicos monocatenarios, generalmente de origen viral o bacteriano, que implica la induccién
de la expresién y liberacién de citocinas, particularmente los interferones, y la muerte celular. La sintesis de
proteinas también se reduce durante la respuesta inmunitaria celular innata. Si bien es ventajoso eliminar la
respuesta inmunitaria innata en una célula, la presente descripcién proporciona ARNm modificados que
reducen sustancialmente la respuesta inmunitaria, incluida la sefializacién de interferén, sin eliminar por
completo dicha respuesta. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria se reduce en un 10 %, 20 %,
30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 %, 99,9 % o mas de un 99,9 %, en comparacién con la
respuesta inmunitaria inducida por un &cido nucleico no modificado correspondiente. Dicha reduccién se puede
medir por la expresion o el nivel de actividad de los interferones de tipo 1 o la expresién de genes regulados
por interferones, tales como los receptores tipo toll (por ejemplo, TLR7 y TLR8). La reduccién de la respuesta
inmunitaria innata también puede medirse por la disminucién de la muerte celular después de una 0 mas
administraciones de ARN modificados a una poblacién celular; por efemplo, la muerte celular es un 10 %, 25 %,
50 %, 75 %, 85 %, 90 %, 95 % o mas de un 95 % menor que la frecuencia de muerte celular observada con
un acido nucleico no modificado correspondiente. Ademas, la muerte celular puede afectar a menos del 50 %,
40 %, 30 %, 20 %, 10 %, 5 %, 1 %, 0,1 %, 0,01 % o menos del 0,01 % de células en contacto con los acidos
nucleicos modificados.

La presente descripcion prevé la introduccion repetida (por ejemplo, transfeccién) de acidos nucleicos
modificados en una poblacién de células diana, por ejemplo, in vitro, ex vivo, o in vivo. La etapa de poner en
contacto la poblacién de células puede repetirse una o mas veces (tal como dos, tres, cuatro, cinco o mas de
cinco veces). En algunas realizaciones, la etapa de poner en contacto la poblacién de células con los acidos
nucleicos modificados se repite un numero de veces suficiente para lograr una eficiencia predeterminada de
traduccion de proteinas en la poblacion celular. Dada la citotoxicidad reducida de la poblacion de células diana
proporcionada por las modificaciones del acido nucleico, dichas transfecciones repetidas se pueden lograr en
una serie diversa de tipos de células.

Variantes de polipéptidos

Se proporcionan acidos nucleicos que codifican polipéptidos variantes, que tienen una determinada identidad
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con una secuencia polipeptidica de referencia. El término "identidad", como se conoce en la técnica, se refiere
a una relacién entre las secuencias de dos 0 mas péptidos, segin se determina comparando las secuencias.
En la técnica, identidad también significa el grado de relacién de secuencia entre péptidos segun lo determinado
por el nimero de coincidencias entre cadenas de dos 0 mas residuos de aminoacidos. La identidad mide el
porcentaje de coincidencias idénticas entre la menor de dos 0 mas secuencias con alineaciones de espacios
(si los hubiera) conforme a un modelo matematico o programa informatico particular (es decir, "algoritmos"). La
identidad de los péptidos relacionados se puede calcular facilmente mediante procedimientos conocidos.
Dichos procedimientos incluyen, pero no se limitan a, los descritos en Computational Molecular Biology, Lesk,
A. M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith,
D. W, ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, A. M., y
Griffin, H. G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G.,
Academic Press, 1987; Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, New
York, 1991; y Carillo y col., SIAM J. Applied Math. 48, 1073 (1988).

En algunas realizaciones, la variante de polipéptido tiene la misma actividad o similar que el polipéptido de
referencia. Alternativamente, la variante puede tiene una actividad alterada (por ejemplo, aumentada o
disminuida) con respecto a un polipéptido de referencia. En general, las variantes de un polinucleétido o
polipéptido particular de la presente descripcién tendran al menos alrededor del 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de
identidad de secuencia con las del polinucledtido o polipéptido de referencia particular, segin se determina
mediante parametros y programas de alineacién de secuencia descritos en esta invencion y conocidos por los
expertos en la materia.

Como reconocen los expertos en la materia, los fragmentos proteicos, los dominios proteicos funcionales y las
proteinas homologas también se consideran dentro del alcance de la presente descripcion. Por gjemplo, se
proporciona en el presente documento cualquier fragmento proteico de una proteina de referencia (es decir,
una secuencia de polipéptidos al menos un residuo de aminoacido mas corta que una secuencia de
polipéptidos de referencia, pero de cualquier otro modo idéntica) de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o
mas de 100 aminoacidos de longitud. En otro ejemplo, cualquier proteina que incluya un tramo de alrededor
de 20, alrededor de 30, alrededor de 40, alrededor de 50 o alrededor de 100 aminoacidos que sean alrededor
del 40 %, alrededor del 50 %, alrededor del 60 %, alrededor del 70 %, alrededor del 80 %, alrededor del 90 %,
alrededor del 95 % o alrededor del 100 % idénticos a cualquiera de las secuencias descritas en esta invencion
se puede utilizar segln la presente descripcion. En determinadas realizaciones, una secuencia de proteina
para ser utilizada segun la presente descripcion incluye 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas mutaciones, segun se
muestra en cualquiera de las secuencias que se proporcionan o a las que se hace referencia en esta invencién.

Complejos polipéptido-acido nucleico

La traduccién adecuada de proteinas implica la agregacion fisica de varios polipéptidos y acidos nucleicos
asociados con el ARNm. El ARNm puede estar unido a uno o mas polipéptidos. Generalmente, las proteinas
se proporcionan en una cantidad efectiva para evitar o reducir una respuesta inmunitaria innata de una célula
en la que se introduce el complejo.

Sintesis de acidos nucleicos modificados

Los acidos nucleicos para su uso segun la presente descripcién pueden prepararse segun cualquier técnica
disponible, incluyendo, pero sin limitacion, sintesis quimica, sintesis enzimatica, que generalmente se
denomina transcripcién in vitro, escisiébn enzimatica o quimica de un precursor mas largo, etc. Los
procedimientos para sintetizar ARN son conocidos en la técnica (véase, por efemplo, Gait, M.J. (cd.)
Oligonucleotide synthesis: a practical approach, Oxford [Oxfordshire], Washington, DC: IRL Press, 1984; y
Herdewijn, P. (ed.) Oligonucleotide synthesis: methods and applications, Methods in Molecular Biology, v. 288
(Clifton, N.J.) Totowa, N.J.: Humana Press, 2005).

Los nucledsidos y nucleétidos modificados descritos en esta invencién se pueden preparar a partir de
materiales de partida facilmente disponibles usando los siguientes procedimientos generales. Se entiende que
cuando se dan condiciones de procedimiento tipicas o preferidas (es decir, temperaturas de reaccion, tiempos,
relaciones molares de reactivos, disolventes, presiones, etc.), también se pueden utilizar otras condiciones de
procedimiento a menos que se indique lo contrario. Las condiciones de reaccidén éptimas pueden variar con los
reactivos particulares o el disolvente utilizado, pero un experto en la materia puede determinar dichas
condiciones mediante procedimientos de optimizacién habituales.

Los procedimientos descritos en esta invencion pueden monitorearse segun cualquier procedimiento adecuado
conocido en la técnica. Por ejemplo, la formacién de productos se puede monitorear por medios
espectroscopicos, tal como espectroscopia de resonancia magnética nuclear (por ejemplo, 'H o '3C),
espectroscopia infrarroja, espectrofotometria (por ejemplo, UV visible) o espectrometria de masas, 0 por
cromatografia tal como cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) o cromatografia de capa fina.
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La preparacion de nucledsidos y nucleétidos modificados puede implicar la proteccion y la desproteccién de
diversos grupos quimicos. Un experto en la materia puede determinar facilmente la necesidad de proteccion y
desproteccién y la seleccion de los grupos protectores apropiados. La quimica de los grupos protectores se
puede encontrar, por ejemplo, en Greene, y col., Protective Groups in Organic Synthesis, 22 ed., Wiley & Sons,
1991.

Las reacciones de los procedimientos descritos en esta invencion se pueden llevar a cabo en disolventes
adecuados que un experto en la técnica de la sintesis organica puede seleccionar faciimente. Los disolventes
adecuados pueden ser sustancialmente no reactivos con los materiales de partida (reactivos), los compuestos
intermedios o los productos a las temperaturas a las que se llevan a cabo las reacciones, es decir, temperaturas
que pueden variar entre la temperatura de congelacion del disolvente y la temperatura de ebullicién del
disolvente. Se puede llevar a cabo una determinada reaccién en un disolvente o en una mezcla de mas de un
disolvente. Dependiendo de la etapa de reaccién particular, se pueden seleccionar disolventes adecuados para
una etapa de reaccién particular.

La resolucién de mezclas racémicas de nucledsidos y nucleétidos modificados se puede llevar a cabo mediante
cualquiera de los numerosos procedimientos conocidos en la técnica. Un procedimiento de ejemplo incluye la
recristalizacion fraccionada usando un "acido de resolucién quiral" que es un &cido organico formador de sal
opticamente activo. Los agentes de resolucién adecuados para los procedimientos de recristalizacion
fraccionada son, por ejemplo, acidos 6pticamente activos, tales como las formas D y L de acido tartarico, acido
diacetiltartarico, acido dibenzoiltartarico, acido mandélico, acido malico, acido lactico o los diversos acidos
alcanforsulfénicos épticamente activos. La resolucién de mezclas racémicas también puede llevarse a cabo
mediante la elucién en una columna empacada con un agente de resolucién épticamente activo (por ejemplo,
dinitrobenzoilfenilglicina). Un experto en la materia puede determinar la composicién adecuada del disolvente
de elucién. No es necesario que los acidos nucleicos modificados se modifiquen uniformemente a lo largo de
toda la longitud de la molécula. Pueden existir diferentes modificaciones de nucledtidos y/o estructuras
principales en diversas posiciones en el acido nucleico. Un experto en la materia apreciara que los analogos
de nucleétidos u otra modificacion o modificaciones se pueden encontrar en cualquier posiciéon o posiciones
de un acido nucleico de manera que la funcién del acido nucleico no se vea sustancialmente disminuida. Una
modificacion también puede ser una modificacion terminal en 5' 0 3'.

Los acidos nucleicos pueden contener un modificado. En algunas realizaciones, al menos el 5 %, al menos el
10 %, al menos el 25 %, al menos el 50 %, al menos el 80 %, al menos el 90 % o el 100 % de la citosina en el
acido nucleico se reemplaza con una citosina modificada. La citosina modificada se puede reemplazar por un
compuesto que tiene una estructura Unica simple o se puede reemplazar por una pluralidad de compuestos
que tienen diferentes estructuras (por ejemplo, 2, 3, 4 o mas estructuras nicas).

Generalmente, la longitud mas corta de un ARNm modificado de la presente descripcion puede ser la longitud
de una secuencia de ARNm que sea suficiente para codificar un dipéptido. En otra realizacién, la longitud de
la secuencia de ARNm es suficiente para codificar un tripéptido. En otra realizacién, la longitud de una
secuencia de ARNm es suficiente para codificar un tetrapéptido. En otra realizacién, la longitud de una
secuencia de ARNm es suficiente para codificar un pentapéptido. En otra realizacion, la longitud de una
secuencia de ARNm es suficiente para codificar un hexapéptido. En otra realizacién, la longitud de una
secuencia de un ARNm es suficiente para codificar un heptapéptido. En otra realizacion, la longitud de una
secuencia de ARNm es suficiente para codificar un octapéptido. En otra realizacién, la longitud de una
secuencia de ARNm es suficiente para codificar un nonapéptido. En otra realizacion, la longitud de una
secuencia de ARNm es suficiente para codificar un decapéptido.

Los ejemplos de dipéptidos que las secuencias de acido nucleico modificadas pueden codificar incluyen, pero
no se limitan a, carnosina y anserina.

En una realizacién adicional, el ARNm tiene mas de 30 nucleétidos de longitud. En otra realizacién, la molécula
de ARN tiene mas de 35 nucleétidos de longitud. En otra realizacion, la longitud es de al menos 40 nucleotidos.
En otra realizacién, la longitud es de al menos 45 nucleétidos. En otra realizacion, la longitud es de al menos
55 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 60 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud
es de al menos 60 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 80 nucleétidos. En otra
realizacion, la longitud es de al menos 90 nucledtidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 100
nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 120 nucleétidos. En otra realizacion, la longitud es
de al menos 140 nucleétidos. En otra realizacion, la longitud es de al menos 160 nucleétidos. En otra
realizacion, la longitud es de al menos 180 nuclettidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 200
nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 250 nucleétidos. En otra realizacion, la longitud es
de al menos 300 nucleétidos. En otra realizacion, la longitud es de al menos 350 nucleétidos. En otra
realizacion, la longitud es de al menos 400 nucleotidos. En otra realizacion, la longitud es de al menos 450
nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 500 nucleétidos. En otra realizacion, la longitud es
de al menos 600 nucleétidos. En otra realizacion, la longitud es de al menos 700 nucleétidos. En otra
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realizacion, la longitud es de al menos 800 nucledtidos. En otra realizacion, la longitud es de al menos 900
nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1000 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud
es de al menos 1100 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1200 nucleétidos. En otra
realizacion, la longitud es de al menos 1300 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1400
nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1500 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud
es de al menos 1600 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 1800 nucleétidos. En otra
realizacion, la longitud es de al menos 2000 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud es de al menos 2500
nucleétidos. En otra realizacion, la longitud es de al menos 3000 nucleétidos. En otra realizacién, la longitud
es de al menos 4000 nucledtidos. En otra realizacion, la longitud es de al menos 5000 nucleétidos o mayor que
5000 nucleétidos.

Usos de los acidos nucleicos modificados

Agentes terapéuticos

El acido nucleico modificado descrito en el presente documento puede administrarse a un sujeto, en donde el
acido nucleico modificado se traduce in vivo para producir un péptido terapéutico en el sujeto. En consecuencia,
se proporcionan composiciones, métodos, Kits y reactivos para el tratamiento o la prevencion de enfermedades
o afecciones en seres humanos y otros mamiferos. Los agentes terapéuticos activos de la presente descripcion
incluyen acidos nucleicos modificados, o células que contienen acidos nucleicos modificados.

En ciertas realizaciones, se proporcionan terapias de combinacién que contienen uno o més acidos nucleicos
modificados que contienen regiones traducibles que codifican una proteina o proteinas que potencian la
inmunidad de un sujeto mamifero junto con una proteina que induce toxicidad celular dependiente de
anticuerpos. Por ejemplo, se proporcionan compuestos terapéuticos que contienen uno o mas acidos nucleicos
que codifican trastuzumab y factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). En particular, dichas
terapias de combinacién son Utiles en pacientes con cancer de mama Her2+ que desarrollan resistencia
inducida a trastuzumab. (Véase, por ejemplo, Albrecht, Immunotherapy. 2(6):795-8 (2010)).

Se puede inducir la traduccién de un polipéptido recombinante en una poblacién celular que utiliza los acidos
nucleicos modificados descritos en el presente documento. La poblacién celular se pone en contacto con una
cantidad efectiva de una composicién que contiene un &cido nucleico segun la region traducible reivindicada
que codifica el polipéptido recombinante. La poblacién se pone en contacto en condiciones tales que el ARNm
se localiza en una o0 mas células de la poblacion celular y el polipéptido recombinante se traduce en la célula
a partir del acido nucleico.

Se proporciona una cantidad efectiva de la composicién en funcién, al menos en parte, del tejido diana, el tipo
de célula diana, los medios de administracion, las caracteristicas fisicas del acido nucleico (por ejemplo, el
tamafio y la extensién de los nucledsidos modificados) y otros determinantes. En general, una cantidad efectiva
de la composicion proporciona una produccién eficaz de proteinas en la célula, preferiblemente mas eficaz que
una composicién que contiene un acido nucleico no modificado correspondiente. El aumento de la eficacia
puede demostrarse mediante el aumento de la transfeccién celular (es decir, el porcentaje de células
transfectadas con el &cido nucleico), el aumento de la traduccién de proteinas del acido nucleico, la disminucion
de la degradacién del acido nucleico (como se demuestra, por ejemplo, mediante el aumento de la duracién
de la traduccién de proteinas de un &cido nucleico modificado), o la respuesta inmunitaria innata reducida de
la célula huésped.

Aspectos de la presente descripcion estan dirigidos a procedimientos para inducir la traduccion in vivo de un
polipéptido recombinante en un sujeto mamifero que lo necesita. Alli, se administra al sujeto una cantidad
efectiva de una composicién que contiene un &cido nucleico segun las reivindicaciones que codifica el
polipéptido recombinante usando los procedimientos de administracién descritos en esta invencién. El acido
nucleico se proporciona en una cantidad y en otras condiciones tales que el acido nucleico se localiza en una
célula del sujeto y el polipéptido recombinante se traduce en la célula a partir del acido nucleico. La célula en
la que se localiza el acido nucleico, o el tejido en el que esta presente la célula, puede ser alcanzada con una
0 mas rondas de administracién de acido nucleico.

Otros aspectos de la presente descripcion se refieren al trasplante de células que contienen acidos nucleicos
modificados a un sujeto mamifero. La administracion de células a sujetos mamiferos es conocida por los
expertos en la materia, tales como la implantacion local (por ejemplo, administracién topica o subcutanea), el
suministro de érganos o inyeccion sistémica (por ejemplo, inyeccién intravenosa o inhalacién), al igual que la
formulacién de células en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones que contienen acidos
nucleicos modificados se formulan para la administracién por via intramuscular, transarterial, intraperitoneal,
intravenosa, intranasal, subcutanea, endoscopica, transdérmica o intratecal. En algunas realizaciones, la
composicion se formula para una liberacién prolongada.

El sujeto al que se administra el agente terapéutico padece o corre €l riesgo de desarrollar una enfermedad,
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trastorno o afeccién deletérea.

El ciertas realizaciones, el acido nucleico modificado administrado dirige la produccién de uno o mas
polipéptidos recombinantes que proporcionan una actividad funcional que esta sustancialmente ausente en la
célula en la que se traduce el polipéptido recombinante. Por ejemplo, la actividad funcional faltante puede ser
de naturaleza enzimatica, estructural o reguladora de genes.

En ciertas realizaciones, el acido nucleico modificado administrado dirige la produccién de uno o mas
polipéptidos recombinantes que reemplazan un polipéptido (o0 multiples polipéptidos) que esta sustancialmente
ausente en la célula en la que se traduce el polipéptido recombinante. Dicha ausencia puede deberse a una
mutacién genética del gen codificante o via reguladora del mismo. Alternativamente, el polipéptido
recombinante sirve para antagonizar la actividad de una proteina endégena presente en, sobre la superficie
de, o secretada de la célula. Generalmente, la actividad de la proteina endégena es perjudicial para €l sujeto,
por ejemplo, debido a la mutacién de la proteina endégena que da como resultado una actividad o localizacién
alterada. Ademas, el polipéptido recombinante antagoniza, directa o indirectamente, la actividad de un resto
bioldégico presente en, sobre la superficie de, o0 secretado de la célula. Los ejemplos de restos biolégicos
antagonizados incluyen lipidos (por ejemplo, colesterol), una lipoproteina (por ejemplo, lipoproteina de baja
densidad), un &cido nucleico, un carbohidrato o una toxina de molécula pequefia.

Las proteinas recombinantes descritas en esta invencién estan disefiadas para la localizacion dentro de la
célula, potencialmente dentro de un compartimento especifico tal como el nicleo, o estan disefiadas para la
secrecion de la célula o la translocacién a la membrana plasmatica de la célula.

Como se describe en el presente documento, una caracteristica Util de los acidos nucleicos modificados de la
presente descripcién es la capacidad de reducir la respuesta inmunitaria innata de una célula a un acido
nucleico exégeno.

Tratamiento para enfermedades v afecciones

En algunas realizaciones, el ARNm de la invencién, se usa en procedimientos para tratar o prevenir un sintoma
de enfermedades caracterizadas por una actividad proteica faltante o aberrante, reemplazando la actividad
proteica faltante o superando la actividad proteica aberrante. Debido al rapido inicio de la produccién de
proteinas tras la introduccion de ARNm modificados, en comparacién con los vectores de ADN viral, los ANRm
de la presente descripcidn son particularmente ventajosos en el tratamiento de enfermedades agudas tales
como sepsis, accidente cerebrovascular e infarto de miocardio. Ademas, la falta de regulacién transcripcional
de los ARNm modificados de la presente descripcién es ventajosa porque se puede lograr una titulacién precisa
de la produccion de proteinas.

Las enfermedades caracterizadas por una actividad proteica disfuncional o aberrante incluyen, pero sin
limitacion, cancer y enfermedades proliferativas, enfermedades genéticas (por ejemplo, fibrosis quistica),
enfermedades autoinmunes, diabetes, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardiovasculares y
enfermedades metabdlicas. La presente descripcion permite el tratamiento de tales afecciones o enfermedades
en un sujeto mediante la introduccién de acidos nucleicos o terapias basadas en células que contienen los
acidos nucleicos modificados aqui proporcionados, en donde los acidos nucleicos modificados codifican para
una proteina que antagoniza o supera de otro modo la actividad proteica aberrante presente en la célula del
sujeto. Los ejemplos especificos de una proteina disfuncional son las variantes de mutacién sin sentido del gen
regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), que producen una variante proteica
disfuncional de la proteina CFTR, que provoca la fibrosis quistica.

Multiples enfermedades se caracterizan por la ausencia (o disminucién sustancial de tal manera que no se
produce la funcién proteica adecuada) de la actividad proteica. Dichas proteinas pueden no estar presentes o
ser esencialmente no funcionales. La presente descripcién permite el tratamiento de tales afecciones o
enfermedades en un sujeto mediante la introduccién de acidos nucleicos o terapias basadas en células que
contienen los acidos nucleicos modificados aqui proporcionados, en donde los acidos nucleicos modificados
codifican para una proteina que reemplaza la actividad proteica que falta en las células diana del sujeto. Los
ejemplos especificos de una proteina disfuncional son las variantes de mutacién sin sentido del gen regulador
de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), que producen una variante proteica
disfuncional de la proteina CFTR, que provoca la fibrosis quistica.

El tratamiento de la fibrosis quistica en un sujeto mamifero puede conseguirse poniendo en contacto una célula
del sujeto con un acido nucleico modificado que tenga una regién traducible que codifique un polipéptido CFTR
funcional, en condiciones tales que una cantidad efectiva del polipéptido CFTR esta presente en la célula. Las
células diana preferidas son las células epiteliales, tales como las de pulmén, y los procedimientos de
administracién se determinan teniendo en cuenta el tejido diana; es decir, para la administracién pulmonar, las
moléculas de ARN se formulan para administracién por inhalacion.
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En otra realizacién, la presente descripcion permite el tratamiento de la hiperlipidemia en un sujeto,
introduciendo en una poblacién celular del sujeto una molécula de ARNm modificada que codifica sortilina, una
proteina recientemente caracterizada por estudios gendémicos, mejorando asi la hiperlipidemia en un sujeto. El
gen SORTT1 codifica una proteina transmembrana de la red trans-Golgi (TGN) llamada sortilina. Los estudios
genéticos han demostrado que uno de cada cinco individuos tiene un polimorfismo de un solo nucleétido,
rs12740374, en el locus 1p13 del gen SORT1 que los predispone a tener niveles bajos de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) . Cada copia del alelo menor, presente en
alrededor del 30 % de las personas, altera el colesterol LDL en 8 mg/dl, mientras que dos copias del alelo
menor, presente en alrededor del 5 % de la poblacion, reduce el colesterol LDL 16 mg/dl. También se ha
demostrado que los vehiculos del alelo menor tienen un 40 % menos de riesgo de infarto de miocardio. Los
estudios funcionales in vivo en ratones describen que la sobreexpresién de SORT1 en tejido hepatico de ratén
condujo a niveles de colesterol LDL significativamente mas bajos, hasta un 80 % mas bajos, y que silenciar
SORT1 aument6 el colesterol LDL aproximadamente en un 200 % (Musunuru K y col. From noncoding variant
to phenotype via SORT1 at the 1p13 cholesterol locus. Nature 2010; 466: 714-721).

Procedimientos de suministro de écido nucleico celular

La administracién in vivo de un acido nucleico puede mejorarse. Por ejemplo, una composiciéon que contiene
un acido nucleico mejorado t también contiene generalmente un reactivo de transfeccion u otro compuesto que
aumenta la eficiencia de la absorcion del acido nucleico mejorado en las células huésped. El acido nucleico
mejorado presenta una retencién mejorada en la poblacién celular, en relacion con un acido nucleico no
modificado correspondiente. La retencién del acido nucleico mejorado es mayor que la retencion del acido
nucleico no modificado. En algunas realizaciones, es de al menos alrededor del 50 %, 75 %, 90 %, 95 %,
100 %, 150 %, 200 % o mas del 200 % mayor que la retencién del acido nucleico no modificado. Dicha ventaja
de retencion puede lograrse mediante una ronda de transfeccion con el acido nucleico mejorado, o puede
obtenerse después de repetidas rondas de transfeccion.

En algunas realizaciones, el acido nucleico mejorado se administra a una poblacién de células diana con uno
0 mas acidos nucleicos adicionales. Dicha administracién puede ser al mismo tiempo, o el &cido nucleico
mejorado se administra antes de la administracion del uno o mas &cidos nucleicos adicionales. El uno o0 mas
acidos nucleicos adicionales pueden ser acidos nucleicos modificados o acidos nucleicos no modificados. Se
entiende que la presencia inicial de los acidos nucleicos mejorados no induce sustancialmente una respuesta
inmunitaria innata de la poblacion celular y, ademas, que la respuesta inmunitaria innata no se activara por la
presencia posterior de los acidos nucleicos no modificados. A este respecto, el acido nucleico mejorado puede
no contener por si mismo una regién traducible, si la proteina que se desea que esté presente en la poblacién
de células diana se traduce a partir de los acidos nucleicos no modificados.

Restos de direccionamiento

En algunas realizaciones, se proporcionan acidos nucleicos modificados para expresar un componente
asociado de unién a proteinas o un receptor en la superficie de la célula, que funciona para dirigir la célula a
un espacio de tejido especifico o para interactuar con un resto especifico, ya sea in vivo o in vitro. Los
componentes asociados de unién a proteinas adecuados incluyen anticuerpos y fragmentos funcionales de los
mismos, proteinas estructurales o péptidos. Ademas, se pueden emplear acidos nucleicos modificados para
dirigir la sintesis y la localizacién extracelular de lipidos, carbohidratos u otros restos biolégicos.

Silenciamiento permanente de la expresién génica

El ARNm se puede usar en un procedimiento para silenciar epigenéticamente la expresién génica en un sujeto
mamifero, que comprende el ARNm en el que la region traducible codifica un polipéptido o polipéptidos capaces
de dirigir la metilacién de la histona H3 especifica de secuencia para iniciar la formacion de heterocromatina y
reducir la transcripcion génica alrededor de genes especificos con el fin de silenciar el gen. Por gjemplo, una
mutacién de ganancia de funcién en el gen Janus Kinase 2 es responsable de la familia de enfermedades
mieloproliferativas.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender opcionalmente una 0 mas sustancias terapéuticamente
activas adicionales. En algunas realizaciones, las composiciones se administran a seres humanos. A los
efectos de la presente descripcién, la expresion "ingrediente activo” se refiere, en general, a un complejo que
contiene proteinas como se describe en esta invencion.

Aunque las descripciones de las composiciones farmacéuticas proporcionadas en esta invencién se refieren
principalmente a composiciones farmacéuticas que son adecuadas para su administracién a seres humanos,
el experto en la materia entenderd que dichas composiciones son generalmente adecuadas para su
administracién a animales de todo tipo. La modificacién de las composiciones farmacéuticas adecuadas para
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su administracién a seres humanos con el fin de hacer las composiciones adecuadas para su administracion a
diversos animales es bien conocida, y el farmacélogo veterinario con experiencia habitual puede disefiar y/o
realizar dicha modificacion con experimentacion, si es que la hay, meramente habitual. Los sujetos para los
cuales se contempla la administracién de las composiciones farmacéuticas incluyen, pero no se limitan a, seres
humanos y/u otros primates; mamiferos, incluyendo mamiferos pertinentes en términos comerciales, tales
como ganado vacuno, cerdos, caballos, ovejas, gatos, perros, ratones y/o ratas; y/o aves, incluyendo aves
pertinentes en términos comerciales, tales como pollos, patos, gansos y/o pavos.

Las formulaciones de las composiciones farmacéuticas descritas en esta invencién se pueden preparar
mediante cualquier procedimiento conocido o que se desarrolle posteriormente en la técnica de la
farmacologia. En general, dichos procedimientos de preparacion incluyen la etapa de asociar el ingrediente
activo con un excipiente y/o uno o mas de otros ingredientes adicionales, y a continuacién, si es necesario y/o
deseable, conformar y/o envasar el producto en una unidad de dosis Unica o multiple deseada.

Una composicion farmacéutica segun la presente descripcion puede prepararse, empaquetarse y/o venderse
a granel, como una dosis unitaria individual y/o como una pluralidad dosis unitarias individuales. Como se usa
en esta invencién una "dosis unitaria" es una cantidad discreta de la composicioén farmacéutica que comprende
una cantidad predeterminada del ingrediente activo. La cantidad del ingrediente activo es generalmente igual
a la dosificacién del ingrediente activo que se administraria a un sujeto y/o una fraccién conveniente de dicha
dosificacion tal como, por ejemplo, la mitad o un tercio de dicha dosificacion.

Las cantidades relativas del ingrediente activo, el excipiente farmacéuticamente aceptable y/o cualquier
ingrediente adicional en una composicion farmacéutica segln la presente descripcién variaran conforme a la
identidad, el tamafio y/o la condicién del sujeto tratado y adicionalmente segln la via por la que se va a
administrar la composicion. A modo de ejemplo, la composicién puede comprender entre el 0,1 % y el 100 %
(p/p) de ingrediente activo.

Las formulaciones farmacéuticas pueden comprender adicionalmente un excipiente farmacéuticamente
aceptable, el cual, como se usa en esta invencién, incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de
dispersion, diluyentes u otros vehiculos liquidos, auxiliares de dispersion o suspension, agentes tensioactivos,
agentes isotonicos, agentes espesantes o emulsionantes, conservantes, aglutinantes sélidos, lubricantes, y
similares, segun se adapte a la forma de dosificacién particular deseada. Remington the Science and Practice
of Pharmacy, 21.2 edicion, A.R. Gennaro (Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore, MD, 2006} describe diversos
excipientes utilizados en la formulacion de composiciones farmacéuticas y técnicas conocidas para la
preparacién de los mismos. Salvo en la medida en que cualquier medio excipiente convencional sea
incompatible con una sustancia o sus derivados, tal como al producir cualquier efecto biolégico no deseado o
en la interaccion de otro modo de forma nociva con cualquier otro componente o componentes de la
composicion farmacéutica, su uso esta contemplado dentro del ambito de la presente descripcion.

En algunas realizaciones, un excipiente farmacéuticamente aceptable tiene una pureza de al menos el 95 %,
al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %, o el 100 %. En algunas realizaciones,
un excipiente se aprueba para su uso en seres humanos y para uso veterinario. En algunas realizaciones, un
excipiente esta aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés)
de los Estados Unidos. En algunas realizaciones, un excipiente tiene un grado farmacéutico. En algunos casos,
un excipiente cumple con los estandares de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP), la Farmacopea
europea (EP), la Farmacopea britanica y/o la Farmacopea internacional.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables utilizados en la fabricacién de composiciones farmacéuticas
incluyen, pero no se limitan a, diluyentes inertes, agentes dispersantes y/o granulantes, agentes tensioactivos
y/o emulsionantes, agentes desintegrantes, agentes aglutinantes, conservantes, agentes tamponadores,
agentes lubricantes y/o aceites. Dichos excipientes pueden incluirse opcionalmente en formulaciones
farmacéuticas. Los excipientes tales como manteca de cacao y ceras de supositorios, agentes colorantes,
agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, saborizantes y/o perfumantes pueden estar presentes en la
composicion, segun el criterio del formulador.

Los diluyentes ejemplares incluyen, pero no se limitan a, carbonato de calcio, carbonato de sodio, fosfato de
calcio, fosfato de dicalcio, sulfato de calcio, hidrogenofosfato de calcio, fosfato de sodio, lactosa, sacarosa,
celulosa, celulosa microcristalina, caolin, manitol, sorbitol, inositol, cloruro de sodio, almidén seco, almidén de
maiz, azdcar en polvo, efc., y/o combinaciones de los mismos.

Los agentes de granulacion y/o dispersién ejemplares incluyen, pero no se limitan a, almidén de patata, almidén
de maiz, almidén de tapioca, glicolato de almidén de sodio, arcillas, acido alginico, goma guar, pulpa de citricos,
agar, bentonita, celulosa y productos de madera, esponja natural, resinas de intercambio de cationes,
carbonato de calcio, silicatos, carbonato de sodio, poli(vinil-pirrolidona) reticulada (crospovidonay), almidén de
carboximetilo de sodio (glicolato de almidén de sodio), carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio
reticulada (croscarmelosa), metilcelulosa, almidén pregelatinizado (almidén 1500), almidén microcristalino,
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almidén insoluble en agua, carboximetilcelulosa de calcio, aluminosilicato de magnesio (Veegum), laurilsulfato
de sodio, compuestos de amonio cuaternario, etc., y/o combinaciones de los mismos.

Los agentes tensioactivos y/o emulsionantes ejemplares incluyen, pero no se limitan a, emulsionantes
naturales (por ejemplo, acacia, agar, acido alginico, alginato de sodio, tragacanto, chondrux, colesterol,
xantana, pectina, gelatina, yema de huevo, caseina, lanolina, colesterol, cera y lecitina), arcillas coloidales (por
ejemplo, bentonita [silicato de aluminio] y Veegum® [aluminiosilicato de magnesio]), derivados de aminoacidos
de cadena larga, alcoholes de peso molecular alto (por ejemplo, alcohol estearilico, alcohol cetilico, alcohol
oleilico, monoestearato de triacetina, diestearato de etilenglicol, monoestearato de glicerilo y monoestearato
de propilenglicol, alcohol polivinilico), carbémeros (por ejemplo, carboxipolimetileno, &cido poliacrilico, polimero
de é&cido acrilico y polimero de carboxivinilo), carragenano, derivados de celulosa (por ejemplo,
carboximetilcelulosa de sodio, celulosa en polvo, hidroximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, metilcelulosa), ésteres de acidos grasos de sorbitan (por ejemplo, monolaurato de
sorbitan polioxietileno [Tween®20], polioxietileno de sorbitan [Tween®60], monooleato de sorbitan polioxietileno
[Tween®80], monopalmitato de sorbitan [Span®40], monoestearato de sorbitdn [Span®60], triestearato de
sorbitan [Span®65], monooleato de glicerilo, monooleato de sorbitan [Span®80]), ésteres de polioxietileno (por
ejemplo, monoestearato de polioxietileno [Myr®45], aceite de ricino hidrogenado de polioxietileno, estearato de
polioximetileno y Solutol®), ésteres de acido graso de sacarosa, ésteres de acido graso de polietilenglicol (por
ejemplo, Cremophor®), éteres de polioxietileno (por ejemplo, lauril éter de polioxietileno [Brij®30]), poli(vinil-
pirrolidona), monolaurato de dietilenglicol, oleato de trietanolamina, oleato de sodio, oleato de potasio, oleato
de etilo, acido oleico, laurato de etilo, lauril sulfato de sodio, Pluronic®F 68, Poloxamer®188, bromuro de
cetrimonio, cloruro de cetilpiridinio, cloruro de benzalconio, docusato de sodio, etc., y/o combinaciones de los
mismos.

Los agentes aglutinantes ejemplares incluyen, pero no se limitan a, almidén (por ejemplo, almidén de maiz y
pasta de almidén), gelatina; azlcares (por ejemplo, sacarosa, glucosa, dextrosa, dextrina, melaza, lactosa,
lactitol, manitol,); gomas naturales y sintéticas (por ejemplo, acacia, alginato de sodio, extracto de musgo
irlandés, goma panwar, goma ghatti, mucilago de cascara de isapol, carboximetilcelulosa, metilcelulosa,
etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, celulosa microcristalina,
acetato de celulosa, poli(vinil-pirrolidona), aluminosilicato de magnesio (Veegum®), y arabogalactano de larice);
alginatos; 6xido de polietileno; polietilenglicol; sales inorganicas de calcio; acido silicico; polimetacrilatos; ceras;
agua; alcohol; etc.,; y combinaciones de los mismos.

Los conservantes ejemplares pueden incluir, pero no se limitan a, antioxidantes, agentes quelantes,
conservantes antimicrobianos, conservantes antifingicos, conservantes de alcohol, conservantes acidos, y/u
otros conservantes. Los antioxidantes ejemplares incluyen, pero no se limitan a, alfa tocoferol, acido ascérbico,
palmitato de acorbilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, monotioglicerol, metabisulfito de potasio,
acido propidnico, galato de propilo, ascorbato de sodio, bisulfito de sodio, metabisulfito de sodio y/o sulfito de
sodio. Los agentes quelantes ejemplares incluyen acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido citrico
monohidrato, edetato disédico, edetato dipotasico, acido edético, acido fumarico, acido malico, acido fosforico,
edetato sédico, acido tartarico y/o edetato trisédico. Los conservantes antimicrobianos ejemplares incluyen,
pero no se limitan a, cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, alcohol bencilico, bronopol, cetrimida,
cloruro de cetilpiridinio, clorhexidina, clorobutanol, clorocresol, cloroxilenol, cresol, alcohol etilico, glicerina,
fenetidina, fenetidina, imidureaxidinio, alcohol feniletilico, nitrato fenilmercurico, propilenglicol y/o timerosal.
Conservantes antifingicos ejemplares incluyen, pero no se limitan a, butil paraben, metil paraben, etil paraben,
propil paraben, acido benzoico, acido hidroxibenzoico, benzoato de potasio, sorbato de potasio, benzoato de
sodio, propionato de sodio y/o acido soérbico. Los conservantes de alcohol ejemplares incluyen, pero no se
limitan a, etanol, polietilenglicol, fenol, compuestos fenélicos, bisfenol, clorobutanol, hidroxibenzoato y/o alcohol
feniletilico. Los conservantes acidos ejemplares incluyen, pero no se limitan a, vitamina A, vitamina C, vitamina
E, beta-caroteno, acido citrico, acido acético, acido deshidroacético, acido ascoérbico, acido sérbico y/o acido
fitico. Otros conservantes incluyen, pero no se limitan a, tocoferol, acetato de tocoferol, mesilato de deteroxima,
cetrimida, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitoluenado butilado (BHT), etilendiamina, lauril sulfato de sodio
(SLS), lauril éter sulfato de sodio (SLES), bisulfito de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de potasio,
metabisulfito de potasio, Glydant Plus®, Phenonip®, metilparabeno, Germall®115, Germaben®ll, Neolone™,
Kathon™ y/o Euxyl®.

Los agentes tamponadores ejemplares incluyen, pero no se limitan a, soluciones tampoén de citrato, soluciones
tamp6n de acetato, soluciones tampon de fosfato, cloruro de amonio, carbonato de calcio, cloruro de calcio,
citrato de calcio, glubionato de calcio, gluceptato de calcio, gluconato de calcio, acido d-gluconico,
glicerofosfato de calcio, lactato de calcio, acido propanoico, levulinato de calcio, acido pentanoico, fosfato de
calcio dibasico, acido fosférico, fosfato de calcio tribasico, hidroxido fosfato de calcio, acetato de potasio,
cloruro de potasio, gluconato de potasio, mezclas de potasio, fosfato de potasio dibasico, fosfato de potasio
monobasico, mezclas de fosfato de potasio, acetato de sodio, bicarbonato de sodio, cloruro de sodio, citrato
de sodio, lactato de sodio, fosfato de sodio dibéasico, fosfato de sodio monobasico, mezclas de fosfato de sodio,
trometamina, hidréxido de magnesio, hidréxido de aluminio, acido alginico, agua sin pirégenos, solucién salina
isotdnica, solucién de Ringer, alcohol etilico, etc., y/o combinaciones de los mismos.
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Los agentes lubricantes ejemplares incluyen, pero no se limitan a, estearato de magnesio, estearato de calcio,
acido estearico, silice, talco, malta, behenato de glicerilo, aceites vegetales hidrogenados, polietilenglicol,
benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio, leucina, lauril sulfato de magnesio, lauril sulfato de sodio,
etc., y combinaciones de 10s mismos.

Los aceites ejemplares incluyen, pero no se limitan a, aceites de almendra, semilla de albaricoque, aguacate,
babasu, bergamota, semilla de grosella negra, borraja, cade, manzanilla, canola, alcaravea, carnauba, ricino,
canela, manteca de cacao, coco, higado de bacalao, café, maiz, semilla de algodén, emu, eucalipto, onagra,
pescado, linaza, geraniol, calabaza, semilla de uva, avellana, hisopo, miristato de isopropilo, jojoba, nuez kukui,
lavandina, lavanda, limén, litsea cubeba, nuez de macademia, malva, semilla de mango, semilla de espuma
de prado, visén, nuez moscada, aceituna, naranja, reloj anaranjado, palma, almendra de palma, almendra de
melocotén, cacahuete, semilla de amapola, semilla de calabaza, colza, salvado de arroz, romero, cartamo,
sandalo, sasquana, savoury (summer savoury), espino amarillo, sésamo, manteca de karité, silicona, soja,
girasol, arbol de té, cardo, tsubaki, vetiver, nuez y germen de trigo. Los aceites ejemplares incluyen, pero no
se limitan a, estearato de butilo, triglicérido caprilico, triglicérido caprico, ciclometicona, sebacato de dietilo,
dimeticona 360, miristato de isopropilo, aceite mineral, octildodecanol, alcohol oleilico, aceite de silicona, y/o
combinaciones de los mismos.

Las formas de dosificacion liquidas para administracion oral y parenteral incluyen, pero no se limitan a,
emulsiones, microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y/o elixires farmacéuticamente aceptables.
Ademas de los ingredientes activos, las formas de dosificacién liquidas pueden comprender diluyentes inertes
comunmente usados en la técnica, tales como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y
emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol
bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, dimetilformamida, aceites (en particular aceites
de semilla de algodon, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico,
polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitan, y mezclas de los mismos. Ademas de diluyentes
inertes, las composiciones orales pueden incluir adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes
emulsionantes y de suspension, agentes edulcorantes, saborizantes y/o perfumantes. En determinadas
realizaciones, para administracion parenteral, las composiciones se mezclan con agentes solubilizantes tales
como Cremophor®, alcoholes, aceites, aceites modificados, glicoles, polisorbatos, ciclodextrinas, polimeros,
y/o combinaciones de los mismos.

Se pueden formular las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas
inyectables estériles, segun la técnica conocida utilizando agentes dispersantes, agentes humectantes y/o
agentes de suspension adecuados. Las preparaciones inyectables estériles pueden ser soluciones,
suspensiones y/o emulsiones inyectables estériles en diluyentes y/o disolventes parenteralmente aceptables
no téxicos, por ejemplo, como una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los solventes y vehiculos aceptables que
pueden ser empleados se encuentran agua, solucién de Ringer, U.S.P. y solucién isotonica de cloruro de sodio.
Se emplean convencionalmente aceites no volatiles estériles como un solvente o medio de suspension. A tales
efectos, se puede emplear cualquier aceite no volatil insipido, inclusive mono o diglicéridos sintéticos. Los
acidos grasos tales como el acido oleico se pueden usar en la preparacion de inyectables.

Las formulaciones inyectables se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante filtracién a través de un filtro de
retencion de bacterias, y/o mediante la incorporacién de agentes esterilizantes en forma de composiciones
solidas estériles que se puedan disolver o dispersar en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su
uso.

Para prolongar el efecto de un ingrediente activo, a menudo es deseable retardar la absorcion del ingrediente
activo por inyeccién subcutanea o intramuscular. Esto se puede lograr mediante el uso de una suspension
liquida de material cristalino o0 amorfo con una escasa solubilidad en agua. Entonces, la velocidad de absorcién
del farmaco depende de su velocidad de disolucién, la que, a su vez, puede depender del tamario del cristal y
de la forma cristalina. De manera alternativa, la absorcion retardada de una forma de farmaco administrado
parenteralmente se logra al disolver o suspender el farmaco en un vehiculo oleoso. Las formas de depésito
inyectables se preparan formando matrices de microcépsulas de los farmacos en polimeros biodegradables
tales como polilactida-poliglicélido. En funcién de la relacién del farmaco respecto al polimero y de la naturaleza
del polimero particular utilizado se puede controlar la velocidad de liberacién del farmaco. Los ejemplos de
otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Las formulaciones de depésito
inyectables se preparan atrapando el farmaco en liposomas o microemulsiones que son compatibles con los
tejidos corporales.

Las composiciones para la administracién rectal o vaginal son tipicamente supositorios que pueden prepararse
mezclando las composiciones con excipientes no irritantes adecuados, tales como manteca de cacao,
polietilenglicol o una cera de supositorio, los cuales son solidos a temperatura ambiente pero liquidos a
temperatura corporal y, por lo tanto, se derriten en el recto o cavidad vaginal y liberan el ingrediente activo.
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Las formas de dosificacion solidas para administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pastillas, polvos y
granulos. En dichas formas de dosificacion solidas, un ingrediente activo se mezcla con al menos un excipiente
inerte farmacéuticamente aceptable, tal como citrato de sodio o fosfato dicélcico y/o cargas o diluyentes (por
efemplo, almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y &cido silicico), aglutinantes (por ejemplo,
carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidinona, sacarosa y acacia), humectantes (por ejemplo,
glicerol), agentes desintegrantes (por efemplo, agar, carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca, acido
alginico, determinados silicatos y carbonato de sodio), agentes retardantes de la solucién (por
efemplo,parafina), aceleradores de absorcion (por ejemplo, compuestos de amonio cuaternario), agentes
humectantes (por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol), absorbentes (por ejemplo, caolin y
arcilla de bentonita) y lubricantes (por ejemplo, talco, estearato de calcio, estearato de magnesio,
polietilenglicoles solidos, laurilsulfato de sodio), y mezclas de los mismos. En el caso de las capsulas,
comprimidos y pastillas, las formas de dosificacion pueden comprender agentes tamponadores.

Las composiciones solidas de un tipo similar se pueden emplear como cargas en capsulas de gelatina rellenas
duras y blandas usando excipientes tales como lactosa o azUcar de la leche asi como polietilenglicoles de alto
peso molecular y similares. Las formas de dosificacion sélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y
granulos se pueden preparar con recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos entéricos y otros
recubrimientos bien conocidos en la técnica de formulacién farmacéutica. Opcionalmente pueden comprender
agentes opacificantes y pueden ser de una composicion que liberen el ingrediente o ingredientes activos solo,
o preferentemente, en una determinada parte del tracto intestinal, opcionalmente, de manera retardada. Los
ejemplos de composiciones de inclusién que se pueden usar incluyen sustancias poliméricas y ceras. Las
composiciones so6lidas de un tipo similar se pueden emplear como cargas en capsulas de gelatina rellenas
duras y blandas usando excipientes tales como lactosa o azUcar de la leche asi como polietilenglicoles de alto
peso molecular y similares.

Las formas de dosificacion para administracion topica y/o transdérmica de una composicién pueden incluir
ungiientos, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, atomizadores, inhaladores y/o parches.
Generalmente, un ingrediente activo se mezcla en condiciones estériles con un excipiente farmacéuticamente
aceptable y/o cualquier conservante y/o tampoén necesario, segin sea necesario. Ademas, la presente
descripcién contempla el uso de parches transdérmicos, que a menudo tienen la ventaja adicional de
proporcionar una administracion controlada de un compuesto al cuerpo. Dichas formas de dosificacion pueden
prepararse, por ejemplo, disolviendo y/o dispersando el compuesto en el medio apropiado. Como alternativa o
adicionalmente, la velocidad se puede controlar ya sea proporcionando una membrana de control de velocidad
y/o mediante la dispersién del compuesto en un gel y/o una matriz polimérica.

Los dispositivos adecuados para usar en la administracién de composiciones farmacéuticas intradérmicas
descritas en esta invencion incluyen dispositivos de aguja corta, tales como los que se describen en las
Patentes de EE.UU 4.886.499; 5.190.521; 5.328.483; 5.527.288; 4.270.537; 5.015.235; 5.141.496; y
5.417.662. Las composiciones intradérmicas se pueden administrar mediante dispositivos que limitan la
extension de penetracion efectiva de una aguja en la piel, tales como los que se describen en la publicacion
PCT W(099/34850 y equivalentes funcionales del mismo. Son adecuados los dispositivos de inyeccion a chorro
que administran las composiciones liquidas a la dermis mediante un inyector a chorro de liquidos y/o mediante
una aguja que perfora la capa cérnea y que produce un chorro que alcanza la dermis. Se describen dispositivos
de inyeccion a chorro, por ejemplo, en las Patentes de EE. UU. 5,480,381; 5,599,302; 5,334,144; 5,993,412;
5,649,912; 5,569,189; 5,704,911; 5,383,851; 5,893,397; 5,466,220; 5,339,163; 5,312,335; 5,503,627;
5,064,413; 5,520,639; 4,596,556; 4,790,824; 4,941,880; 4,940,460; y las publicaciones PCT WO 97/37705 y
WO 97/13537. Son adecuados los dispositivos balisticos de administracion de polvo/particulas que utilizan gas
comprimido para acelerar la vacuna en forma de polvo a través de las capas externas de la piel hasta la dermis.
Como alternativa o adicionalmente, se pueden usar jeringas convencionales en el procedimiento clasico de
administracién intradérmica de mantoux.

Las formulaciones adecuadas para la administracion tépica incluyen, pero no se limitan a, preparaciones
liquidas y/o semiliquidas tales como linimentos, lociones, emulsiones de aceite en agua y/o de agua en aceite
tales como cremas, unglientos y/o pastas y/o soluciones y/o suspensiones. Las formulaciones administrables
tépicamente pueden comprender, por ejemplo, de alrededor del 1 % a alrededor del 10 % (p/p) de ingrediente
activo, aunque la concentracion de ingrediente activo puede ser tan alta como el limite de solubilidad del
ingrediente activo en el disolvente. Las formulaciones para administracion tépica pueden comprender ademas
uno o mas de los ingredientes adicionales descritos en esta invencion.

Se puede preparar, empaquetar y/o vender una composicion farmacéutica en una formulacién adecuada para
administracién pulmonar a través de la cavidad bucal. Dicha formulaciéon puede comprender particulas secas
que comprenden el ingrediente activo y que tienen un didametro en el intervalo de alrededor de 0,5 nm a
alrededor de 7 nm o de alrededor de 1 nm a alrededor de 6 nm. De manera conveniente, dichas composiciones
se encuentran en forma de polvos secos para su administracién con un dispositivo que comprende un depésito
de polvo seco al que es posible dirigir una corriente de propulsor para dispersar el polvo y/o utilizar un recipiente
dispensador de disolvente/polvo autopropulsor tal como un dispositivo que comprende el ingrediente activo
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disuelto y/o suspendido en un propulsor de bajo punto de ebullicion en un recipiente sellado. Dichos polvos
comprenden particulas en donde al menos el 98 % de las particulas en peso tienen un diametro superior a 0,5
nm y al menos el 95 % de las particulas en nimero tienen un diametro inferior a 7 nm. Alternativamente, al
menos el 95 % de las particulas en peso tienen un diametro mayor de 1 nmy al menos el 90 % de las particulas
en numero tienen un diametro menor de 6 nm. Las composiciones de polvo seco pueden incluir un diluyente
de polvo fino sélido tal como azlcar y se proporcionan convenientemente en forma de dosis unitaria.

Los propulsores de bajo punto de ebullicién generalmente incluyen propulsores liquidos que tienen un punto
de ebullicién por debajo de 65 °F a presién atmosférica. Generalmente, el propulsor puede constituir del 50 %
al 99,9 % (p/p) de la composicion, y el ingrediente activo puede constituir del 0,1 % al 20 % (p/p) de la
composicion. Un propulsor puede comprender ademas ingredientes adicionales tales como un tensioactivo
liquido no idnico y/o aniénico sélido y/o un diluyente sélido (que puede tener un tamario de particula del mismo
orden que las particulas que comprenden el ingrediente activo).

Las composiciones farmacéuticas formuladas para administracién pulmonar pueden proporcionar un
ingrediente activo en forma de gotitas de una solucién y/o suspension. Dichas formulaciones pueden
prepararse, empaquetarse y/o venderse como soluciones y/o suspensiones acuosas y/0 alcohodlicas diluidas,
opcionalmente estériles, que comprenden ingrediente activo, y pueden administrarse convenientemente
usando cualquier dispositivo de nebulizacién y/o atomizacion. Dichas formulaciones pueden comprender
ademas uno o mas ingredientes adicionales que incluyen, pero no se limitan a, un agente aromatizante como
sacarina sodica, un aceite volatil, un agente tamponador, un agente tensioactivo y/o un conservante como
metilhidroxibenzoato. Las gotitas proporcionadas por esta via de administraciéon pueden tener un diametro
promedio en el intervalo de alrededor de 0,1 nm a alrededor de 200 nm.

Las formulaciones descritas en esta invencién como Utiles para la administracion pulmonar son dtiles para la
administracién intranasal de una composicién farmacéutica. Otra formulacién adecuada para la administracion
intranasal es un polvo grueso que comprende el ingrediente activo y que tiene una particula promedio de
alrededor de 0,2 um a 500 um. Dicha formulacién se administra de la manera en que se toma el rapé, es decir,
mediante inhalacion rapida a través de las fosas nasales desde un recipiente del polvo que se mantiene cerca
de la nariz.

Las formulaciones adecuadas para la administracién nasal pueden comprender, por ejemplo, desde alrededor
de tan solo un 0,1 % (p/p) hasta un 100 % (p/p) de ingrediente activo, y pueden comprender uno o mas de los
ingredientes adicionales descritos en esta invencién. Se puede preparar, empaquetar y/o vender una
composicion farmacéutica en una formulacion adecuada para administraciéon bucal. Tales formulaciones
pueden, por ejemplo, estar en forma de comprimidos y/o pastillas preparadas usando procedimientos
convencionales, y pueden, por ejemplo, de 0,1 % a 20 % (p/p) de ingrediente activo, comprendiendo el resto
un ingrediente activo que se disuelve por via oral y/o composicién degradable y, opcionalmente, uno o mas de
los ingredientes adicionales descritos en esta invencion. Alternativamente, las formulaciones adecuadas para
la administracién bucal pueden comprender un polvo y/o una solucién y/o suspensién aerosolizada y/o
atomizada que comprende un ingrediente activo. Dichas formulaciones en polvo, aerosolizadas y/o en aerosol,
cuando se dispersan, pueden tener un tamafio promedio de particulas y/o gotas en el intervalo de alrededor
de 0,1 nm a alrededor de 200 nm, y pueden comprender ademas uno o mas de cualquiera de los ingredientes
adicionales descritos en esta invencion.

Se puede preparar, empaquetar y/o vender una composicion farmacéutica en una formulacién adecuada para
administracién oftalmica. Dichas formulaciones pueden estar, por ejemplo, en forma de gotas para los 0jos que
incluyen, por ejemplo, una solucién y/o suspension al 0,1/1,0 % (p/p) del ingrediente activo en un excipiente
liquido acuoso u oleoso. Dichas gotas pueden comprender ademas agentes tamponadores, sales y/o uno o
mas de cualquiera de los ingredientes adicionales descrito en esta invencion. Otras formulaciones que se
pueden administrar de forma oftalmica Gtiles incluyen aquellas que comprenden el ingrediente activo en forma
microcristalina y/o en una preparacion liposomal. Se contempla que las gotas para los oidos y/o las gotas
oftédlmicas quedan comprendidas en el alcance de la presente descripcion.

Es posible encontrar consideraciones generales de la formulacién y/o fabricacién de agentes farmacéuticos,
por ejemplo, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 212 ed., Lippincott Williams & Wilkins,
2005.

Administracion

La presente descripcion permite la administracién de proteinas o complejos segun la presente descripcion a
un sujeto que lo necesite. Los complejos, o composiciones farmacéuticas o profilacticas de los mismos se
pueden administrar a un sujeto usando cualquier cantidad y cualquier via de administracion efectiva para
prevenir, tratar, diagnosticar u obtener imagenes de una enfermedad, trastorno y/o afeccion (por ejemplo, una
enfermedad, trastorno y/o afeccion relacionada con déficits de memoria de trabajo). La cantidad exacta
requerida variara de un sujeto a otro, dependiendo de la especie, la edad y el estado general del sujeto, la
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gravedad de la enfermedad, la composicion particular, su modo de administracién, su modo de actividad, y
similares. Las composiciones se formulan tipicamente en forma de dosificaciéon unitaria para facilitar la
administracién y la uniformidad de la dosificacién. Se entendera, sin embargo, que el uso diario total de las
composiciones de la presente descripcion lo decidira el médico responsable dentro del alcance del buen criterio
médico. El nivel de dosis de formacién de imagenes especifico terapéuticamente efectivo, profilacticamente
efectivo o apropiado para cualquier paciente particular dependeran de una variedad de factores que incluyen
el trastorno que se esta tratando y la gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico empleado;
la composicién especifica empleada; la edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta del paciente; el tiempo
de administracion, via de administracion y velocidad de excrecién del compuesto especifico empleado; la
duracién del tratamiento; farmacos utilizados en combinacién o coincidentes con el compuesto especifico
empleado; y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas. En algunas realizaciones, los
complejos, y/o las composiciones farmacéuticas o profilacticas se administran mediante inyeccién intravenosa
sistémica. En determinadas realizaciones, los complejos y/o las composiciones farmacéuticas o profilacticas
pueden administrarse por via intravenosa y/u oral. En determinadas realizaciones, los complejos, y/o las
composiciones farmacéuticas o profilacticas pueden administrarse de una manera que permita que la proteina
o el complejo atraviese la barrera hematoencefélica, la barrera vascular u otra barrera epitelial.

Sin embargo, la presente descripcion abarca a la administracién de proteinas o complejos, y/o composiciones
farmacéuticas o profilacticas de las mismas por cualquier via apropiada teniendo en cuenta los posibles
avances en las ciencias de la administracién de farmacos.

En general, la via de administracién mas apropiada dependera de una variedad de factores, incluida la
naturaleza del complejo que comprende proteinas asociadas con al menos un agente que se administrara (por
efemplo, su estabilidad en el entorno del tracto gastrointestinal, torrente sanguineo, etc.), la condicién del
paciente (por efemplo, si el paciente es capaz de tolerar determinadas vias de administracién), efc. La presente
descripcién abarca a la administracion de las composiciones farmacéuticas o profilécticas por cualquier via
apropiada teniendo en cuenta los posibles avances en las ciencias de la administracion de farmacos.

En ciertas realizaciones, las composiciones segun la presente descripcion pueden administrarse en niveles de
dosificacion suficientes para administrar de alrededor de 0,0001 mg/kg a alrededor de 100 mg/kg, de alrededor
de 0,01 mg/kg a alrededor de 50 mg/kg, de alrededor de 0,1 mg/kg a alrededor de 40 mg/kg, de alrededor de
0,5 mg/kg a alrededor de 30 mg/kg, de alrededor de 0,01 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg, de alrededor de 0,1
mg/kg a alrededor de 10 mg/kg, o de alrededor de 1 mg/kg a alrededor de 25 mg/kg del peso corporal del sujeto
por dia, una o mas veces al dia, para obtener el efecto terapéutico o profilactico deseado. La dosis deseada
se puede administrar tres veces al dia, dos veces al dia, una vez al dia, cada dos dias, cada tercer dia,
semanalmente, cada dos semanas, cada tres semanas o cada cuatro semanas. En ciertas realizaciones, la
dosis deseada se puede administrar usando multiples administraciones (por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco,
seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce, 0 mas administraciones).

Los complejos se pueden usar en combinaciébn con uno o mas agentes terapéuticos, profilacticos, de
diagnéstico o de formacion de imagenes. Por "en combinacién con", no se pretende implicar que los agentes
deben administrarse al mismo tiempo y/o que deben formularse para su administracién conjunta, aunque estos
procedimientos de administracién estan dentro del alcance de la presente descripcién. Las composiciones se
pueden administrar simultaneamente con, antes o después de, uno o mas de otros procedimientos terapéuticos
0 médicos deseados. En general, cada agente se administrara en una dosis y/o segin un calendario
determinado para ese agente. En algunas realizaciones, la presente descripcion abarca la administracion de
composiciones farmacéuticas, profilacticas, de diagnéstico o de formacién de imagenes en combinacion con
agentes que mejoran su biodisponibilidad, reducen y/o modifican su metabolismo, inhiben su excrecién y/o
modifican su distribucién dentro del cuerpo.

Se apreciard ademas que los agentes activos terapéuticos, profilacticos, de diagnéstico o de formacion de
imagenes utilizados en combinacion pueden administrarse juntos en una sola composicion o administrarse por
separado en diferentes composiciones. En general, se espera que los agentes utilizados en combinacién se
utilicen en niveles que no excedan los niveles en los que se utilizan individualmente. En algunas realizaciones,
los niveles utilizados en combinacién seran inferiores a los utilizados individualmente.

La combinacion particular de terapias (productos terapéuticos o procedimientos) para emplear en un régimen
de combinacién debera tener en cuenta la compatibilidad de los productos terapéuticos y/o los procedimientos
deseados y el efecto terapéutico deseado a conseguir. También se apreciara que las terapias empleadas
pueden alcanzar un efecto deseado para el mismo trastorno (por ejemplo, se puede administrar una
composicion Util para tratar el cancer segin la presente descripcidon simultaneamente con un agente
quimioterapéutico), o pueden alcanzar efectos diferentes (por ejemplo, control de cualquier efecto adverso).
Kits

La presente descripcion proporciona una variedad de kits para llevar a cabo conveniente y/o eficazmente la
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presente descripcién. Tipicamente, los kits comprenderan nimeros y/o cantidades suficientes de componentes
para permitir que un usuario realice multiples tratamientos de un sujeto o sujetos.

El ARNm para uso de la invencion puede estar comprendido en cualquiera de los kits siguientes. En un aspecto,
la descripcion proporciona kits para la producciéon de proteinas, que comprenden un primer acido nucleico
aislado segun las reivindicaciones, en donde el acido nucleico es capaz de evadir una respuesta inmunitaria
innata de una célula en la que se introduce el primer acido nucleico aislado, y empaque e instrucciones.

En otras realizaciones, el ARNm comprende ademas un nucledsido seleccionado de entre el grupo que
consiste en 5-aza-citidina, pseudoisocitidina, 3-metil-citidina, N4-acetilcitidina, 5-formilcitidina, N4-metilcitidina,
5-hidroximetilcitidina, 1-metil-pseudoisocitidina, pirrolo-citidina, pirrolo-pseudoisocitidina, 2-tio-citidina, 2-tio-5-
metil-citidina, 4-tio-pseudoisocitidina, 4-tio-1-metil-pseudoisocitidina, 4-tio-1-metil-1-deaza-pseudoisocitidina,
1-metil-1-deaza-pseudoisocitidina, zebularina, 5-aza-zebularina, 5-metil-zebularina, 5-aza-2-tio-zebularina, 2-
tio-zebularina, 2-metoxi-citidina, 2-metoxi-5-metil-citidina, 4-metoxi-pseudoisocitidina y 4-metoxi-1-metil-
pseudoisocitidina.

En otras realizaciones, el ARNm comprende ademas un nucledsido seleccionado de entre el grupo que
consiste en 2-aminopurina, 2,6-diaminopurina, 7-deaza-adenina, 7-deaza-8-aza-adenina, 7-deaza-2-
aminopurina, 7-deaza-8-aza-2-aminopurina, 7-deaza-2,6-diaminopurina, 7-deaza-8-aza-2,6-diaminopurina, 1-
metiladenosina, N6-metiladenosina, N6-isopenteniladenosina, N6-(cis-hidroxiisopentenilyadenosina, 2-metiltio-
N6-(cis-hidroxiisopentenil} adenosina, N6-glicinilcarbamoiladenosina, N6-treonilcarbamoiladenosina, 2-
metiltio-N6-treonil carbamoiladenosina, N6,N6-dimetiladenosina, 7-metiladenina, 2-metiltio-adenina y 2-
metoxi-adenina.

En otras realizaciones, el ARNm comprende ademas un nucledsido seleccionado de entre el grupo que
consiste en inosina, 1-metil-inosina, wyosina, wybutosina, 7-deaza-guanosina, 7-deaza-8-aza-guanosina, 6-
tio-guanosina, 6-tio-7-deaza-guanosina, 6-tio-7-deaza-8-aza-guanosina, 7-metil-guanosina, 6-tio-7-metil-
guanosina, 7-metilinosina, 6-metoxi-guanosina, 1-metilguanosina, N2-metilguanosina, N2,N2-
dimetilguanosina, 8-oxo-guanosina, 7-metil-8-oxo-guanosina, 1-metil-6-tio-guanosina, N2-metil-6-tio-
guanosina y N2,N2-dimetil-6-tio-guanosina.

Ejemplos

La invencién se describe ademas en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencién descrita
en las reivindicaciones.

Ejemplo 1. Transcripcién in vitro de ARNm modificado
Materiales y procedimientos

Los ARNm modificados (ARNmodj) se fabricaron utilizando procedimientos y materiales de laboratorio estandar
para la transcripcién in vitro, con la excepcién de que la mezcla de nucledtidos contenia nucleétidos
modificados. El marco de lectura abierto (ORF) del gen de interés esta flanqueado por una regién no traducida
(UTR) 5' que contiene una fuerte sefial de iniciacién de la traduccion Kozak y una UTR 3' de globina alfa que
termina con una secuencia de oligo(dT) para la adicién moldeada de una cola poliA para ARNmod que no
incorporan analogos de adenosina. Los ARNmod que contienen adenosina se sintetizaron sin una secuencia
de oligo (dT) para permitir la formacién de cola poli(A) de poli(A) polimerasa posterior a la transcripcion. Los
ARNmod se modificaron mediante la incorporacion de nucleétidos modificados quimicamente indicados en la
Tabla 3 (a continuacién) durante la transcripcion in vitro con el 100 % de sustitucién del nucleétido natural
correspondiente o la sustitucion parcial del nucleétido natural correspondiente en el porcentaje indicado.

La Tabla 3 indica la identidad quimica de cada nucleétido modificado quimicamente distinto incorporado en un
ARNm modificado con el nimero de designacién quimica dado.

Tabla 3
% % Combinacion de nucleétidos modificados %
6-aza-citidina Quim 1 a-tio-citidina/5-yodo-uridina Quim 29
2-tio-citidina Quim 2 a-tio-citidina/N 1-metil-pseudo-uridina Quim 30
a-tio-citidina Quim 3 a-tio-citidina/a-tio-uridina Quim 31
Pseudo-iso-citidina Quim 4 a-tio-citidina/5-metil-uridina Quim 32
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...................................................................................................................................................................................................................................

% % Combinacion de nucleétidos modificados %
....... 5a—m|noal|lur|d|na Qu|m5 atlocltldlna/pseudourldlnaQu|m33
.......... 5 yodour|d|na Qu|m6 Pseudo|soc|t|d|na/5yodour|d|na ..... Qu|m34
N1-metil- Quim 7 Pseudo-iso-citidina/N1-metil-pseudo-uridina Quim 35
pseudouridina
. 5,6-dihidrouridina Quim 8 Pseudo-iso-citidina/a-tio-uridina Quim 36
............ at|our|d|na Qu|m9 ................................... P seudo|soc|t|d|na/5metllurldlna ..... Qu|m37
.............. . t|our|d|na Qu|m10 Pseudo|soc|t|d|na/PseudourldlnaQu|m38
I 6azaur|d|na ................ Qu|m11 ....................................................... P|rroloc|t|d|na ..... Qu|m39
- 5h|drOX|ur|d|na ............. Q u|m12 ....................................... P|rroloc|t|d|na/5yodour|d|naQu|m40 ......
.......... DeSOXItImIdIna Qu|m13 Plrrolocltldlna/N1metllpseudourldlnaQu|m41
.......... 5 seudourldlna .............. Q u|m14 P|rroloc|t|d|na/at|ourldlnaQu|m42 ......
Inosma ...................... Qu|m15 ....................................... : |rro|oc|t|d|na/5met||ur|d|na ..... Qu|m43
.......... atlowanosmanmm P|rroloc|t|d|na/PseudourldlnaQu|m44
....... 80xoguanosmaQu|m17 ......................... 5met||c|t|d|na/5yodour|d|na ..... Q u|m45
O6met|lguanos|naQu|m18 0 S 5met|Ic|t|d|na/N1metllpseudourldlna ..... Qu|m46 ......
7deazaguanos|na ........... Qu|m19 5met||C|t|d|na/at|our|d|na ...... Q u|m47
- S|nmod|f|cac|onQu|m20 5met|lc|t|d|na/5met|Iur|d|naQu|m48
N1met|Iadenos|na ..... Qu|m21 pr— 5metllc|t|d|na/Pseudour|d|na
z'amiggr'ii'aC'OrO' Quim 22 5-metil-citidina
Aot Quim 23 25 % de Pseudo-iso-citidina
.......... GCIoropurlna ............... Q u|m24 ................................... 25%deN1met||pseudour|d|naQu|m52 ......
N6met”adenosma ......... mezs ................ 25%deN1|\/|et||pselljjcrjl(zjlﬁgdlna/75°/odepseudo ..... Qu|m53
a-tio-adenosina Quim 26 5-metil-uridina Quim 54
8-azido-adenosina Quim 27 5-yodo-citidina Quim 55
7-deaza-adenosina Quim 28

Electroforesis en gel de agarosa de ARNmod: se cargaron ARNmod individuales (200-400 ng en un volumen
de 20 pl) en un pocillo de agarosa E-Gel al 1,2 % no desnaturalizante (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se corrieron
durante 12-15 minutos segun el protocolo del fabricante (Fig. 1A). Las Tablas 4 y 5 a continuacion indican el
nucleétido modificado (Tabla 4) o el acido nucleico (Tabla 5) cargado en cada carril. Estos datos indican qué
nucleétidos modificados quimicamente se transcribieron en ARNm modificados quimicamente y la calidad de
cada ARNmod individual. Estos datos demuestran que los nucleétidos con modificaciones quimicas en la cara
del surco mayor y del surco menor del nucleétido eran capaces de transcribirse en un ARNmod.
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Tabla 4

| Carril NTP muodificade

Pseudo-iso-citidina

|

& S-yodo-uridina

24 G-aza-citidina

26 S6-dihiidro-uridina

28 7-deaza-guanosing
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Tabla §

Combinacitn de NTE modificados

a-go-citiding/N L-metib-pseudouriding

Mg

& . 0 odtio-citidina/psetdouridi
& 5-yodo-citidina/5-yodo-uridina

Pirro

30 25 % de NL-metil-peeudouriding! 78 % de pseudouriding

Electroforesis en gel de agarosa de productos de RT-PCR: se cargaron productos de PCR de la
transcripcion inversa individual (200-400 ng) en un pocillo de agarosa E-Gel al 1,2 % no desnaturalizante
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y se corrieron durante 12-15 minutos segun el protocolo del fabricante (Fig. 1B). La
Tabla 5 a continuacién indica el nucleétido modificado cargado en cada carril.

Cuantificacion de ARNmod con Nanodrop y datos espectrales UV: los ARNmod en tampon TE (1 pl) se
utilizaron para las lecturas de absorbancia UV de Nanodrop para cuantificar el rendimiento de cada ARNmod
a partir de una reaccién de transcripcion in vitro (las trazas de absorbancia de UV se muestran en las Figuras
B6A-6L). Estos datos indican qué nucledtidos modificados quimicamente se transcribieron en ARNm
modificados quimicamente. Estos datos también demuestran que los nucleétidos con modificaciones quimicas
en la cara del surco mayor y del surco menor del nucleétido eran capaces de transcribirse en un ARNmod.
Estos datos demuestran ademés que los nucleétidos de la presente invencion son aptos para la transcripcion
y compatibles con la incorporacion en un ARNmod, que puede tener espectros UV alterados debido a la
presencia de un nucledtido modificado dado. Por ejemplo, los ARNmod que contienen Pirrolo-C tienen un
aumento en la absorbancia UV a una longitud de onda mas baja debido a la presencia del anillo de pirrolo del
nucleétido C modificado. En otro ejemplo, los ARNmod que contienen nucleétidos de 2-amino-adenina tienen
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un aumento en la absorbancia UV a una longitud de onda mas alta debido a la presencia de una amina
exociclica fuera del anillo de purina. Los nucleétidos que no son aptos para la transcripcion y no pueden
incorporarse en un ARNmod tienen un espectro UV mezclado que indica que no hay producto de la reaccién
de transcripcion.

Ejemplo 2. Transfeccién de ARN modificado

Transfeccion inversa: para los experimentos realizados en una placa de cultivo de tejidos recubierta de
colageno de 24 pocillos, se sembraron queratinocitos a una densidad celular de 1 x 10°. Para los experimentos
realizados en una placa de cultivo de tejidos recubierta de colageno de 96 pocillos, se sembraron queratinocitos
a una densidad celular de 0,5 x 10°. Para cada ARNmod a transfectar, se preparé6 ARNmod: RNAIMAX como
se ha descrito y se mezclo con las células en la placa multipocillo dentro de un periodo de tiempo, por ejemplo,
6 horas, desde la siembra celular antes de que las células se adhirieran a la placa de cultivo de tejido.

Transfeccion directa: en una placa de cultivo de tejidos recubierta de colageno de 24 pocillos, se sembraron
queratinocitos a una densidad celular de 0,7 x 10°. Para los experimentos realizados en una placa de cultivo
de tejidos recubierta de colageno de 96 pocillos, se sembraron queratinocitos a una densidad celular de 0,3 x
105. A continuacion, los queratinocitos se cultivaron hasta una confluencia de >70 % durante mas de 24 horas.
Para cada ARNmod a transfectar, se preparé ARNmod: RNAIMAX como se ha descrito y se transfecté en las
células de la placa de multiples pocillos durante 24 horas después de la siembra celular y la adherencia a la
placa de cultivo de tejidos.

Cribado de traducciéon de ARNmod: G-CSF ELISA

Las Fig. 2A y 2B muestran un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para el factor estimulante
de colonias de granulocitos humanos (hu-G-CSF) de células de queratinocitos humanos transfectadas in vitro.
Los queratinocitos se cultivaron en medio EpilLife con Suplemento S7 de Invitrogen en una confluencia
de >70 %. Fig. 2A Los queratinocitos se transfectaron inversamente con 300 ng del ARNm modificado
quimicamente indicado en complejo con RNAIMAX de Invitrogen. Fig. 2B Los queratinocitos se transfectaron
directamente con 300 ng de ARNmod en complejo con RNAIMAX de Invitrogen. El complejo ARN:RNAIMAX
se formo incubando primero el ARN con medios EpiLife sin suplemento en una dilucién volumétrica 5X durante
10 minutos a temperatura ambiente. En un segundo vial, el reactivo RNAIMAX se incub6 con medios EpiLife
sin suplemento en una dilucién volumétrica 10X durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacién,
el vial de ARN se mezcld con el vial de RNAIMAX y se incub6 durante 20-30 a temperatura ambiente antes de
afiadirlo a las células gota a gota. La concentracién de huG-CSF secretada en el medio de cultivo se midié 18
horas después de la transfeccion para cada uno de los ARNm modificados quimicamente por triplicado. La
secrecion del factor estimulante de colonias de granulocitos humanos (G-CSF) de queratinocitos humanos
transfectados se cuantific utilizando un kit ELISA de Invitrogen o R&D Systems (Minneapolis, MN} siguiendo
las instrucciones recomendadas por los fabricantes. Estos datos muestran que los ARNmod de huG-CSF
compuestos por analogos de nucleotidos quimicamente distintos (SEQ ID NO: 2) pueden traducirse en células
de queratinocitos humanos y que huG-CSF se transporta fuera de las células y se libera en el entorno
extracelular. Estos datos indican qué nucleétidos modificados se tradujeron en proteina cuando se incorporaron
a un ARNm modificado quimicamente. Estos datos muestran que los nucleétidos que contienen ARN
modificado con modificaciones quimicas en la cara del surco mayor de los analogos de pirimidina tienen los
niveles mas altos de hu-G-CSF secretado en el medio de cultivo celular.

Dosis y duracion de ARNmod: G-CSF ELISA

Las Fig. 3A-N muestran ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) para el factor estimulante de
colonias de granulocitos humanos (G-CSF) de células de queratinocitos humanos transfectadas in vitro. Los
queratinocitos se cultivaron en medio EpilLife con Suplemento S7 de Invitrogen en una confluencia de >70 %.
Los queratinocitos se transfectaron inversamente con 0 ng, 46,875 ng, 93,75 ng, 187,5 ng, 375 ng, 750 ng o
1500 ng de ARNmod en complejo con RNAIMAX de Invitrogen. El complejo ARNmod:RNAIMAX se formé como
se describe. La concentracion de huG-CSF secretada en el medio de cultivo se midié a las 0, 6, 12, 24 y 48
horas después de la transfeccién para cada concentracion de cada ARNmod por triplicado. La secrecion del
factor estimulante de colonias de granulocitos humanos (G-CSF) de queratinocitos humanos transfectados se
cuantificé utilizando un kit ELISA de Invitrogen o R&D Systems siguiendo las instrucciones recomendadas por
los fabricantes. Estos datos muestran que los ARNmod de huG-CSF compuestos por analogos de nucleétidos
quimicamente distintos (SEQ ID NO: X y Tabla 6) secretaron la proteina hu-G-CSF de una manera dependiente
de la dosis de ARNmod de las células de queratinocitos humanos y que huG-CSF se transporta fuera de las
células y se libera al medio extracelular. Estos datos indican qué ARN modificados que contienen analogos de
nucleétidos modificados mantienen la expresioén de hu-G-CSF durante mas tiempo y en los niveles mas altos.
Estos datos muestran que el ARN modificado que contiene nucleétidos modificados con modificaciones
quimicas en la cara del surco mayor de los analogos de pirimidina tiene los niveles mas altos de hu-G-CSF
secretado en el medio de cultivo celular y que 750 ng de ARNmod provocan el nivel mas alto de hu-G-CSF
secretado.
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Ejemplo 3. Respuesta inmunltaria innata celular a ARNmod
IFN-B ELISA y TNF-a ELISA:

Las Fig. 4A-F muestran un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para el factor de necrosis
tumoral humano-a (TNF-a) (Fig. 4A y 4B); interfer6n-B humano (IFN-B) (Fig. 4C y 4D); y el factor estimulante
de colonias de granulocitos humanos (G-CSF) (Fig. 4E y 4F) secretado a partir de células de queratinocitos
humanos transfectadas in vitro. Los queratinocitos se cultivaron en medio EpiLife con suplemento de
crecimiento de queratinocitos humanos en ausencia de hidrocortisona de Invitrogen en una confluencia
de >70 %. En las Fig. 4A y 4B, los queratinocitos se transfectaron inversamente con 0 ng, 93,75 ng, 187,5 ng,
375 ng, 750 ng, 1500 ng o 3000 ng del ARNm modificado quimicamente indicado en complejo con RNAIMAX
de Invitrogen como se describe por triplicado. El TNF-a secretado en el medio de cultivo se midié 24 horas
después de la transfeccién para cada uno de los ARNm modificados quimicamente usando un kit ELISA de
Invitrogen segun los protocolos del fabricante.

En las Fig. 4C y 4D, el IFN-B secretado en el medio de cultivo se midi6é 24 horas después de la transfeccion
para cada uno de los ARNm modificados quimicamente usando un kit ELISA de Invitrogen segun los protocolos
del fabricante. En las Fig. 4E y 4F, se midié la concentracién de hu-G-CSF secretada en el mismo medio de
cultivo 24 horas después de la transfeccién para cada uno de los ARNm modificados quimicamente. La
secrecion del factor estimulante de colonias de granulocitos humanos (G-CSF) de queratinocitos humanos
transfectados se cuantific utilizando un kit ELISA de Invitrogen o R&D Systems (Minneapolis, MN} siguiendo
las instrucciones recomendadas por los fabricantes. Estos datos indican qué ARN modificados que contienen
nucleétidos modificados fueron capaces de provocar una respuesta inmunitaria innata celular reducida en
comparacién con los nucleodtidos naturales y otros modificados quimicamente midiendo las citocinas de tipo |
ejemplares TNF-a e IFN-B. Estos datos muestran que los ARN modificados que contienen nucleétidos
modificados con modificaciones quimicas en la cara del surco mayor de los analogos de pirimidina tienen los
niveles mas bajos de TNF-a e IFN-f secretados en el medio de cultivo celular mientras mantienen altos niveles
de ARNmod que codifica la secrecion de hu-G-CSF en el medio de cultivo celular.

Ejemplo 4. Ensayo de proliferacion celular inducida por ARN modificado con factor estimulante de colonias de
granulocitos humanos

Las Fig. 5A-D muestran que el ARNmod que codifica hu-G-CSF producido por una capa de células
alimentadoras de queratinocitos humanos indujo la proliferacién de células mieloblasticas humanas KG-1 y
Kasumi-1 que expresan el receptor de G-CSF donde las poblaciones celulares estan separadas por una
membrana semipermeable.

Se cultivaron queratinocitos humanos en medio EpiLife con Suplemento S7 de Invitrogen en una confluencia
de >70 % en una placa de cultivo de tejidos de cocultivo Transwell® (Corning, Lowell, MA) recubierta de
colageno de 24 pocillos. Los queratinocitos se transfectaron inversamente con 750 ng del ARNm modificado
quimicamente indicado en complejo con RNAIMAX de Invitrogen como se describe por triplicado. El complejo
ARNmod:RNAIMAX se formé como se describe. El medio de queratinocitos se intercambié 6-8 horas después
de la transfeccién. 42 horas después de la transfeccion, se coloco el inserto de placa Transwell® de 24 pocillos
con una membrana de poliéster semipermeable de poro de 0,4 um en la placa de cultivo que contenia
queratinocitos transfectados con ARNmod de hu-G-CSF. La Fig. 5A es una tabla que muestra los resultados
de un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para G-CSF humano secretado a partir de células
de queratinocitos humanos transfectadas in vitro muestreadas de pocillos individuales en una placa de cultivo
tisular de 24 pocillos de cocultivo 42 horas después de la transfeccién con 750 ng de cada ARNmod que
codifica hu-G-CSF indicado.

Se sembraron células de mieloblastos humanos, células Kasumi-1 (Fig. 5C) o KG-1 (Fig. 5D) (0,2 x 105 células),
en el pocillo del inserto y se cuantificé la proliferacion celular 42 horas después del inicio del cocultivo utilizando
el ensayo de proliferacion celular directa CyQuant (Invitrogen) en un volumen de 100-120 pl en una placa de
96 pocillos. La proliferacion de células mieloblasticas inducida por ARNmod que codifica hu-G-CSF se expreso
como un porcentaje de proliferacion celular normalizada a pocillos de control de cocultivo de
queratinocitos/mieloblastos no transfectados. La concentracién de hu-G-CSF secretada en los pocillos de
cocultivo del inserto de queratinocitos y mieloblastos se midié 42 horas después del inicio del cocultivo para
cada ARNmod por duplicado. La secrecién del factor estimulante de colonias de granulocitos humanos (G-
CSF) se cuantificé utilizando un kit ELISA de Invitrogen siguiendo las instrucciones recomendadas por los
fabricantes.

El ARNmod de hu-G-CSF transfectado en células alimentadoras de queratinocitos humanos y células
mieloblasticas humanas no transfectadas se detectaron mediante RT-PCR. El ARN total de las células de
muestra se extrajo y liso utilizando el kit RNeasy (Qiagen, Valencia, CA) segln las instrucciones del fabricante.
El ARN total extraido se envié a RT-PCR para la amplificacién especifica de ARNmod-G-CSF usando el kit
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ProtoScript® M-MuLV Taqg RT-PCR (New England BioLabs, Ipswich, MA) segun las instrucciones del fabricante
con cebadores especificos hu-G-CSF (véase mas abajo). Los productos de RT-PCR se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,2 % (Fig. 5B). La Tabla 6 a continuacién muestra qué ARNmod se corrieron
en el gel de agarosa.

Tabla 6

alimentadora de gueratinocitos KG-1

Cuirn. 37

Alimentadora de geratinocitos Kasumi-1

ARN mezclado

Alimentadora de geratinocitos Kasumi-1

Qo 7

Alimentadora de geratinocites Kasumi-1

Quim. 37

Alimentadora de queratingc

Quirm, 48

Alimentadora de queratinocitos K5-1

Alimentadera de geratinocites Kasumi-1

Vehiculo

ARN mezclada

Kasgmi-l

Kasumi-1

KG-1

KG-1

cio

44

Vacio

10 Estos datos muestran que las células de queratinocitos humanos que contienen ARNmod de hu-G-CSF
compuestos por analogos de nucledtidos quimicamente distintos secretaron proteina hu-G-CSF y que el hu-
G-CSF secretado fue fisioldgicamente activo en la induccién de la proliferacion de células mieloblasticas
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humanas que expresan el receptor de G-CSF. Estos datos también muestran que la proteina hu-G-CSF
secretada era permeable a través de una membrana semipermeable y actuaba sobre una poblacién celular
diferente que no producia G-CSF. Ademas, estos datos muestran que el ARNmod de hu-G-CSF transfectado
en células de queratinocitos humanos en un entorno de cocultivo estaba presente solo en las células de
queratinocitos transfectadas y no en las células de mieloblastos no transfectadas. Ademas, estos datos
muestran que la composicién quimica de nucleétidos modificada de ARNmod de hu-G-CSF no afect6 a la
actividad de la proteina resultante.

Ejemplo 5. El efecto de ARNmod en la viabilidad celular
Citotoxicidad y apoptosis:

Este experimento demuestra la viabilidad celular, la citotoxicidad y la apoptosis para distintas células de
queratinocitos humanos transfectadas in vitro con ARNmod. Los queratinocitos se cultivan en medio Epilife
con suplemento de crecimiento de queratinocitos humanos en ausencia de hidrocortisona de Invitrogen a una
confluencia de >70 %. Los queratinocitos se transfectaron inversamente con 0 ng, 46,875 ng, 93,75 ng, 187,56
ng, 375 ng, 750 ng, 1500 ng, 3000 ng o 6000ng de ARNmod en complejo con RNAIMAX de Invitrogen. Se
forma el complejo ARNmod:RNAIMAX. La concentracién de huG-CSF secretada en el medio de cultivo se mide
alas 0, 6, 12, 24 y 48 horas después de la transfeccion para cada concentracion de cada ARNmod por
triplicado. La secrecién del factor estimulante de colonias de granulocitos humanos (G-CSF) de queratinocitos
humanos transfectados se cuantifica utilizando un kit ELISA de Invitrogen o R&D Systems siguiendo las
instrucciones recomendadas por los fabricantes. La viabilidad celular, la citotoxicidad y la apoptosis se miden
alas 0, 12, 48, 96 y 192 horas después de la transfeccion utilizando el kit ApoToxGlo de Promega (Madison,
WI) segun las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 6. Cocultivo

El ARNm modificado compuesto por nucledtidos modificados quimicamente distintos que codifican el factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) humano puede estimular la proliferacién celular de una célula
no apta para la transfeccion en un entorno de cocultivo. El cocultivo incluye un tipo celular altamente
transfectable tal como un queratinocito humano y un tipo celular no apto para la transfeccion tal como un
glébulo blanco (WBC). EI ARNm modificado que codifica G-CSF puede transfectarse en la célula altamente
transfectable, lo que permite la produccion y secrecién de la proteina G-CSF en el entorno extracelular donde
G-CSF actua de manera paracrina para estimular los glébulos blancos que expresan el receptor de G-CSF
para proliferar. La poblacion de WBC ampliada se puede usar para tratar pacientes inmunocomprometidos o
reconstituir parcialmente la poblacién de WBC de un paciente inmunodeprimido y asi reducir el riesgo de
infecciones oportunistas.

Otro ejemplo, una célula altamente transfectable tal como un fibroblasto puede transfectarse con determinados
factores de crecimiento para apoyar y simular el crecimiento, mantenimiento o diferenciacion de células madre
embrionarias mal transfectables o células madre pluripotentes inducidas.

Ejemplo 7. Capping de 5'-guanosina en acidos nucleicos modificados (ARNmod})

La clonacién, sintesis de genes y secuenciacion de vectores fue realizada por DNA2.0 Inc. (Menlo Park, CA).
La secuenciay la secuencia de insercion se exponen en esta invencion. El ORF se digirié por restriccién usando
Xbal y se us6 para la sintesis de ADNc usando PCR con cola o sin cola. El producto de ADNc de PCR con cola
se us6 como plantilla para la reaccion de sintesis de ARNm modificado usando una mezcla de 25 mM para
cada nucleétido modificado (todos los nucledtidos modificados se sintetizaron a medida o se adquirieron en
TriLink Biotech, San Diego, CA, excepto el trifosfato de pirrolo-C adquirido en Glen Research, Sterling VA; los
nucleétidos no modificados se adquirieron de Epicenter Biotechnologies, Madison, WI) y el kit completo de
sintesis de ARNm de CellScript MegaScript™ (Epicenter Biotechnologies, Madison, WI). La reaccién de
transcripcion in vitro se llevd a cabo durante 4 horas a 37 °C. Los ARNmod que incorporaban analogos de
adenosina se acoplaron con poli (A) utilizando poli (A) polimerasa de levadura (Affymetrix, Santa Clara, CA).
La reaccion de PCR utilizé HiFi PCR 2X Master Mix™ (Kapa Biosystems, Woburn, MA). Los ARNmod se
sometieron a capping postranscripcionalmente usando la enzima de capping del virus Vaccinia recombinante
(New England BiolLabs, Ipswich, MA) y una 2'-O-metiltransferasa recombinante (Epicenter Biotechnologies,
Madison, WI) para generar la estructura Cap1 de 5'-guanosina. La estructura Cap 2 y las estructuras Cap 3 se
pueden generar usando 2'-O-metiltransferasas adicionales. El producto de ARNm transcrito in vitro se corrid
en un gel de agarosa y se visualizé. EIl ARNmod se purificé con el kit de purificacion MEGACIlear RNA™ de
Ambion/Applied Biosystems (Austin, TX). La PCR utiliz6 el kit de purificacion de PCR PureLink™ (Invitrogen,
Carlsbad, CA). El producto se cuantificé en Nanodrop™ UV Absorbance (ThermoFisher, Waltham, MA). La
calidad, la calidad de la absorbancia UV y la visualizacién del producto se realizaron en un gel de agarosa al
1,2 %. El producto se resuspendié en tamp6n TE.

Estructura de acido nucleico modificado (ARNm) con capping en 5"
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El capping de 5'-ARNmod se puede completar de manera concomitante durante la reaccion de transcripcion in
vitro usando los siguientes analogos quimicos de cap de ARN para generar la estructura de cap de 5'-
guanosina segln los protocolos del fabricante: 3'-O-Me-m’G(5")ppp(5')G; G(5)ppp(5YA; G(5)ppp(5)G;
m’G(5")ppp(5"1A; m’G(5")ppp(5')G (New England BioLabs, Ipswich, MA). El capping de 5'-ARNmod puede
completarse después de la transcripcién utilizando una enzima de capping del virus Vaccinia para generar la
estructura "Cap 0": m’G(5")ppp(5)G (New England BiolLabs, Ipswich, MA). La estructura Cap 1 puede
generarse usando tanto la enzima de capping del virus Vaccinia como una 2'-O metil-transferasa para generar:
m7G(5")ppp(5')G-2'-O-metilo. La estructura Capa 2 puede generarse a partir de la estructura Capa 1 seguida
de la 2'-O-metilacion del nucleétido 5'-antependltimo usando una 2'-O metiltransferasa. La estructura Capa 3
puede generarse a partir de la estructura Capa 2 seguida de la 2'-O-metilacién del nucledtido 5'-antepentltimo
usando una 2'-O metiltransferasa. Las enzimas se derivan preferentemente de una fuente recombinante.

ADNCc de G-CSF:

agettttggaccctegtacagaagctaatacgactcactataggganatuagagagaaaagaagagtaagaagaaatataagay
ceaccatggecggteecgegacccaaagecceatgaaacttatggccetgeagtigetgctitggoactcggccctetggacagiccaaga
agegactcetcteggacctgecteategttgeegeagteattecttttgaagtetctggagcaggtgcgaaagaticaggpcgatggagecg,
cactccaagagaagetetgegegacatacaaactttgecatcecgaggagetegtactgetegg geacagettgggpattcectgggctee
tetetegtectgtocgtegeaggcttigcagitggcaggptgoctttcccagetecacteceggtitgttcttgtatcagggactgergeaagece
ttgaggoaatctcgecagaattggocccgacgctggacacgttgcagetegacgiggeggatttcgeaacaaccatetggeageagatgyg
aggaactggpgatggeacccpegetgecageccacgeagggprcaatgccggectttgegtcegegtttcagegeaggpepgotopaot
ccicgtagegagccaccttcaateatttttggaagtotegtaccgggtectgagacatcttgegecageegtgaagegctgeotictgogeepce
ttgcctictggecatgeccttcticteteecttgeacetgtacctettggtctitgaataaagectgagtaggaaggcggecgotegagcatgca
tctagagppeccaattegecctattegaagteg (SEQ 1D NO: 1)

ARNm de G-CSF:
4gcuuUUgLaccCucguACagaageuaauacgacucacualaggeanauaagagagasasgaagaguaagaagaaau
auaagageeaccauggccgeuccecgegacccaaagccecaugalacuuangecccugcaguugcugeuluggcacucgececu
CLZEACAZUCCAAZAAZCRACUCCUCUCEEACCUZCCUCAUCZUNZCCECAgUCAUUCCULUUZA ZUZUCUZEAZCATLY
cgaaagauucagggegauggagecgeacuccaagagaageucugegegacavacaaacuuugecauccegaggageucguacu
CUCEEECACAECUUZEETAUUCCCUZEZCUCCUCUCUCEUCCUZUCCEUCECAZECULUECAEUUZICAZEEULCCULLC
ccagecuccacuccgguuuguucuuguaucagggacugeugeaageccuugagggaaucucgecagaauugggeccgacgeug
£4c4CgULECAgCUCLACEUZECLLAULICLCAACHACCAUCULECAZTALAUZEALTAACULLETAUPICATCCLCLCUZE
APCCCACECAgEEUICaAdUECCEPCCUILECEUCCECEUNLCAZCECATUPCIUUIIPTATICCUCEUAZCEALCCACCHUCH
ALCAUUUUUELEAAFUCUC EUACCLELULCUZAZACHUCUUZCECAECCEULAAPC gCULCCUUCUECEELECULECCULCU
ggEecaugeccuucuucucucccungeaccuguaccucuuggucuulgaauaaagecugaguaggaagecsgccgcucgagea

ugcaucuagagggcccaauucgeccuauucgaagucg (SEQ 1D NG: 2)
Proteina G-CSF:

MAGPATQSPMKLMALQLLLWHSALWTVQEATPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKI
QGDGAALQEKLVSECATYKLCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGCLSQLHS
GLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVADFATTIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPA
FASAFQRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP (SEQ ID NO: 3)

Cebadores de sintesis de ADNc:
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Cebador directo: 5'- TTG GAC CCT CGT ACA GAA GCT AAT ACG (SEQ ID NO: 4)

Cebador inverso para formacion de la cola Poli (A) de la plantilla: 5'- T(120)CT TCC TAC TCA GGC TTT ATT
CAA AGA CCA (SEQ ID NO: 5)

Cebador inverso para la formacién de la cola de poli (A) polimerasa postranscripcional: 5'- CTT CCT ACT CAG
GCT TTATTC AAA GAC CA (SEQ ID NO: 6)

Cebadores de ARNmod de G-CSF por RT-PCR:

Cebador directo: 5'- TGG CCG GTC CCG CGA CCC AA (SEQ ID NO: 7)

Cebador inverso: 5'- GCT TCA CGG CTG CGC AAG AT (SEQ ID NO: 8)

Otras realizaciones

Debe entenderse que, si bien la invencién se ha descrito conjuntamente con la descripcion detallada detallada
de la misma, la descripcién anterior tiene por objeto ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, que se define

por el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del
alcance de las reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES

1. Un ARNm que comprende 1-metil-pseudouridina para su uso como medicamento, en donde el 100% de los
nucleétidos que comprenden uracilo en el ARNm se sustituyen por nucleétidos que comprenden N1-metil-
pseudouridina.

2. El ARNm para uso de la reivindicacién 1, en donde el uso es para el tratamiento o prevenciéon de una
enfermedad o afeccién en un mamifero.

3. El ARNm para uso de cualquier reivindicacion anterior, en donde el uso es para el tratamiento o prevencion
de una enfermedad o afeccion en un humano.

4. El ARNm para uso de cualquier reivindicacion precedente, en donde el ARNm es obtenible por transcripcion

in vitro, en donde los nicos NTPs usados para preparar el ARNm en dicha transcripcion in vitro son N1-metil-
pseudouridina trifosfato, ATP, CTP y GTP.
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MRNmod de G- ueratingcios (ng/m) | de kG- ngrm)
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Mezdla 46217 (,0086
Quiny. 7 »5 >3
Quim. 20 25 25
{uim. 46 25 25
Quim, 53 25 >3
ARNmod deHu-G-SF|  queratinodtos (hg/ml de Kocame Gt
Vehiculo {0434 0,0256
Mezda £,0055 03317
Quim. 6 25 25
Quim. 7 25 25
Quim. 20 5 55
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