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DESCRIPCION
ARN para su uso en el tratamiento de lesiones de ligamentos o tendones
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicién liquida que contiene ARNm desnudo que codifica para un
polipéptido tal como se define en las reivindicaciones para su uso en el tratamiento o la prevencién de lesiones de
ligamentos o tendones, en la dicho ARN esta disuelto en una disolucién de glucosa. También se da a conocer en el
presente documento un método para tratar lesiones de ligamentos o tendones que comprende la administracion de
una composicion liquida que contiene ARN desnudo, tal como ARNm que codifica para un polipéptido que es
beneficiosa en el procedimiento de cicatrizacion de lesiones de ligamentos o tendones.

Los ligamentos son estructuras de tejido fibroso densas que se componen principalmente de fibrillas de colageno
muy orientadas y compactas. Debido a esta organizacion matricial especializada, los ligamentos poseen una gran
resistencia a la traccion y flexibilidad. Al mismo tiempo, las lesiones de ligamentos son una de las lesiones mas
comunes en las articulaciones. Los tendones tienen un papel crucial en el mantenimiento de la mecanica corporal,
ya que su funcién principal es conectar los musculos con los huesos. Son tejidos conjuntivos axiales que aseguran la
transmision de la traccion ejercida por el masculo al hueso dando lugar a movimientos articulares. Los tendones
estan compuestos por unas pocas células y matrices paralelas de fibras de colageno. Su importante funcion
mecanica los hace propensos a sufrir lesiones y roturas. Estas lesiones pueden tener diferentes origenes, como
traumatismos, uso excesivo, consecuencia de una enfermedad metabdlica o pérdida de elasticidad relacionada con
la edad. Normalmente, los ligamentos y los tendones pueden cicatrizar de manera espontanea, pero su
regeneracion es muy dificil y requiere un periodo muy largo, es decir, varios meses y, a veces, incluso un afo.
Aunque la cicatrizaciéon natural o una reparacion quirdrgica eficaz permite principalmente la restituciéon de una
funcion satisfactoria, a menudo no consigue restituir las caracteristicas bioldgicas y biomecanicas completas de un
tejido no lesionado. El ligamento o tenddn cicatrizado permanece mecanicamente débil y susceptible de volver a
lesionarse. Otras lesiones como la tendinosis presentan cambios degenerativos en los que se ven afectados todos
los componentes del tenddén (tenocitos, matriz extracelural y colageno). Cuando la cicatrizacion natural es
insuficiente, muchas de las lesiones de ligamentos o tendones contindan presentando problemas clinicos que
desafian los tratamientos médicos y quirurgicos. La imposibilidad de obtener unas condiciones de cicatrizacién
6ptimas dio lugar a nuevos enfoques teniendo en cuenta los avances en la comprension del proceso de cicatrizacion
del ligamento o tenddn a nivel celular y molecular. En el caso de la cicatrizacién del tendon este proceso de
cicatrizacion consta de fases sucesivas: formacion de coagulos, inflamacion, proliferacion, remodelacién y
maduracion (Frank, CB, J. Am. Acad. Orthop. Surgeons 4(1996), 74-83). Se ha demostrado que varios factores de
crecimiento y citocinas desempefian un papel en el proceso de reparaciéon del tendén (Evans, CH, Sports Med. 28
(1999), 71-76). Actuan sobre el crecimiento vascular, la migracion celular, la proliferacion celular y la sintesis de
colageno y proteinas extracelulares. Para optimizar el proceso de cicatrizacion de lesiones de ligamentos o
tendones, se han desarrollado diferentes enfoques para administrar factores de crecimiento localmente, en particular
mediante transferencia de genes. Nakamura et al. (J. Clin. Invest. 97 (1996), 226-231) describen la introduccion
transitoria de un plasmido que lleva un gen indicador (B-gal) en el ligamento rotuliano de rata en cicatrizacion para
estudiar la biologia del ligamento. La introduccion del ADN plasmidico se logré usando transferencia génica mediada
por liposomas por virus hemaglutinante del Japon (VHJ). El mismo grupo informé posteriormente que habian podido
introducir con la misma técnica un plasmido que codifica el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)-B en
el ligamento rotuliano en cicatrizacién (Nakamura et al., Gene Therapy 5 (1998), 1165-1170). La suspension de
liposomas se inyectd directamente en el ligamento rotuliano lesionado de ratas y pudo observarse una expresion
mejorada de PDGF-B en el ligamento en cicatrizacién hasta 4 semanas después de la transfeccion, lo que condujo a
una promocion inicial de la angiogénesis y la posterior deposicion mejorada de colageno. Ozkan et al. (Eur. J. Clin.
Invest. 29 (1999), 63-67) describen la transferencia génica directa in vivo de un ADN plasmidico que contiene el gen
indicador B-gal en el ligamento rotuliano en cicatrizacién mediante administracion intraarterial de liposomas de VHJ.
En 2000, Goomer et al. (Clinical Orthopaedics and Related Research 379S (2000), S189-S200) informaron sobre un
método de transferencia de genes in vivo no viral para introducir ADN plasmidico que contiene el gen B-gal, TGF- 1
o PTHrP en cartilago o tejido tendinoso. Jayankura et al. (J. Gene Med. 5 (2003), 618-624) informan sobre la
transferencia de genes in situ a tendones de animales mediante la inyeccion de ADN desnudo y la
electrotransferencia. La expresion génica se observd exclusivamente en las células adyacentes al sitio de inyeccion
y a lo largo del recorrido de la aguja, lo que indica que el plasmido no podia difundirse a través del tendon denso y
que las células transducidas no migran con el tiempo. Delalande et al., informaron sobre otro método de
administracion no viral de ADN plasmidico al tejido de tendones. (Ultrasonics 50 (2010), 269-272 y J. Controlled
Release 156 (2011), 223-230). Los autores introdujeron un plasmido que codifica para la luciferasa o la
fibromodulina humana en el tejido de tendones de ratones usando microburbujas y transferencia génica asistida por
untrasonido. Suwalski et al. (Biomaterials 31 (2010), 5237-5245) describe la posibilidad de acelerar la cicatrizacion
del tendén de Aquiles mediante la introduccién de un plasmido que codifica para PDGF a través de nanoparticulas
de silice mesoporosas. Un enfoque adicional se describié en Qui et al. (Gene Therapy 19 (2012), 703-710) usando
destruccion de microburbujas dirigida por ultrasonidos para mejorar la transfeccién de ADN plasmidico desnudo en
tendones de Aquiles de conejo in vivo. EI documento WO 2007/103787 da a conocer el tratamiento de la
tendinopatia mediante la inhibicion de moléculas que contribuyen a la formacion de cartilago. Por ejemplo, en el
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contexto del documento WO 2017/103787, debe usarse una molécula de ARN de interferencia como inhibidor
respectivo y el inhibidor puede inyectarse directamente en el tejido de tendones lesionados. En vista del uso previsto
de enfoques de terapia génica en el contexto de la cicatrizacion de lesiones de ligamentos y tendones en la clinica,
seria deseable tener a mano métodos para aplicar las proteinas deseadas en forma de acidos nucleicos que
permitan una facil manipulacion.

La presente solicitud aborda esta necesidad proporcionando las realizaciones tal como se define en las
reivindicaciones.

En particular, los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que es posible administrar y expresar de
manera eficaz ARN, en particular ARNm que codifica para un polipéptido, al tejido de ligamentos o tendones
permitiendo asi la expresion del polipéptido deseado en el tejido de ligamentos o tendones. EI ARN esta presente en
forma desnuda en una composicion liquida. Esta composicién liquida puede administrarse directamente en el tejido
de ligamentos o tendones, por ejemplo, mediante inyeccion, y no es necesario ningun portador o vector de
transferencia génica para el ARN o métodos para mejorar la transferencia en el tejido como electrotransferencia o
ultrasonido. Por consiguiente, la presente invencion permite una manera facil de administrar proteinas por medio de
terapia génica a través de ARNm al tejido de ligamentos o tendones que puede implementarse de manera eficaz en
la clinica. Ademas, se observd que la expresién de una proteina codificada por un ARN inyectado no sélo se
observa directamente en el sitio de inyeccion, sino también en ubicaciones mas distantes en el tendon. Mas
particular, se demostrd que la inyeccién de ARN desnudo, en particular ARNm modificado quimicamente (ARNmq)
desnudo, en una disolucién que contiene glucosa en tendones dio como resultado una alta expresion de proteina en
tendones sanos y lesionados (de manera experimental). Por ejemplo, se demostré que la inyeccion de BMP-7 que
codifica para ARNmq dio como resultado una expresion aumentada de proteina BMP-7, menos degradacion
fulminante del colageno tipo I, formacién disminuida de colageno tipo Ill asi como tendencia hacia una mayor razén
colageno I/lll y atraccion celular quimiotactica en tendones disecados de manera quirurgica. Ademas, se encontro
que la sobrexpresion de BMP-7 especialmente durante la fase inflamatoria de la regeneracion de tendones influye
de manera positiva en la cicatrizacion.

En comparacion con el ADN, el ARN tiene la ventaja de que previene el riesgo de mutagénesis de insercion y, por
consiguiente, la genotoxicidad. Ademas, el ARN, en particular ARNmq, que va a emplearse en el contexto de la
invencion se demostré que tenia una excelente compatibilidad bioldgica in vivo cuando se inyecta de manera local
en ligamentos o tendones. Por ejemplo, se demostrd en el contexto de la invencion que la inyeccion de ARN, en
particular ARNmq, en tendones o bien intactos o bien lesionados dio como resultado una expresiéon de proteinas
local y distinta. Las proteinas expresadas respectivamente eran biolégicamente funcionales.

Por tanto, la presente invencion se refiere a una composicion liquida que contiene ARN desnudo tal como se define
en las reivindicaciones para su uso en el tratamiento o la prevencion de lesiones de ligamentos o tendones (en un
paciente), en la que dicho ARN esta disuelto en una disolucion de glucosa. También se prevé particularmente que la
composicion liquida de la invencién es un composicién liquida farmacéutica.

Los ejemplos adjuntos muestran que es posible expresar de manera eficaz proteinas a partir de ARNm en tejido de
tendones segun la presente invencion. Sin embargo, la presente divulgacion no se restringe al uso de un ARN que
codifica para un polipéptido. En el contexto de la presente divulgacion también es posible emplear otras clases de
moléculas ARN, por ejemplo, ARN no codificante, tal como se explicara adicionalmente a continuacion.

Un ligamento es el tejido fibroso que conecta los huesos con otros huesos y también se conoce como ligamento
articular, larua articular, ligamento fibroso o ligamento verdadero. Por tanto, el término “ligamento” se refiere a una
banda de haces de tejido conjuntivo regulares densos, fibrosos, resistentes, hechos de fibras de colageno
atenuadas; con dichos haces protegidos por densas vainas de tejido conjuntivo irregulares. Los ligamentos conectan
los huesos con otros huesos para estabilizar las articulaciones. No conectan los musculos a los huesos; que es la
funcion de los tendones. Algunos ligamentos limitan la movilidad de las articulaciones o impiden por completo
determinados movimientos.

El término “tendén” (o sinex) se refiere a una banda resistente de tejido conjuntivo fibroso que conecta habitualmente
el musculo al hueso y es capaz de resistir la tension. Los tendones y los musculos trabajan juntos para mover los
huesos.

El término “lesion” se refiere a cualquier tipo clase de dafio en el ligamento o tendén que tenga un efecto negativo
sobre su funcion, en particular una disminucion de la capacidad de recuperacion, tenacidad a la fractura y/o
resistencia a la traccion. Una lesién puede ser, por ejemplo, inflamacién de tejido con o sin areas necréticas debido
al uso excesivo, degeneracion, un estado patoldgico, la causa de la edad, tal como una pérdida de funciéon o
elasticidad relacionada con la edad, de una lesién o ruptura. Ademas, los tendones y ligamentos sanos disecados
quirdrgicamente que se propone usar como trasplantes autélogos o alogénicos para reconstruir tendones y
ligamentos enfermos o rotos también se consideran lesionados, aunque se genera un estado similar a una lesion
como consecuencia del procedimiento quirurgico. En principio, esta previsto en el contexto de la invencién tratar (o
prevenir) cualquier lesion o dafo de ligamento o tenddn, cualquier enfermedad o trastorno (degenerativo) de
ligamento o tenddn y cualquier ligamentopatia (degenerativa) y tendinopatia (degenerativa).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 879 606 T3

En principio, una lesidon de ligamento o tendon, una lesion o dafio de ligamento o tenddn, una enfermedad o
trastorno (degenerativo) de ligamento o tendén o una ligamentopatia (degenerativa) y una tendinopatia
(degenerativa) pueden desarrollarse en cualquier tendén y ligamento, respectivamente, del cuerpo.

En un aspecto especifico, existe el problema de que la tasa de cicatrizacion/regeneracion en el tendén/ligamento es
menor que la tasa de lesion/sobrecarga. En otras palabras, puede haber un deterioro del tendén/ligamento debido a
una sobrecarga repetitiva. Esto conduce a procesos de degeneracion en el tenddn/ligamento. Como tal, la
tendinopatia/ligamentopatia empeora progresivamente con el uso continuo (excesivo) (de la articulacién/musculo(s)
afectado(s)). La epicondilosis lateral, también conocida como epicondilitis lateral y “codo de tenista”,
respectivamente, es un ejemplo comun de una tendinopatia de este tipo. Se caracteriza por dolor lateral en el codo
provocado por uso excesivo. Afecta aproximadamente al dos por ciento de la poblacion, principalmente en la cuarta
y quinta décadas. Desde una perspectiva patomecanica, los musculos y tendones del antebrazo se dafian debido al
uso excesivo, por ejemplo, repitiendo los mismos movimientos una y otra vez. Ademas, también los factores
intrinsecos estan asociados con el riesgo de padecer tendiopatia/ligamentopatia (degenerativa). Estos factores son
factores como edad, sexo, obesidad y/o diabetes mellitus tipo Il (Ribbans, Bone Joint J. 95-B, 2013, 305-313). Si
bien las fibras musculares tienen un alto potencial de cicatrizacion, las fibras de ligamento/tendén son relativamente
avasculares, estan peor sostenidas por la sangre y tienden a cicatrizarse muy lentamente. Como consecuencia,
puede haber una inflamacion progresiva (debido al uso excesivo); en el caso de la epicondilosis lateral, inflamacion
progresiva de los tendones que unen los musculos del antebrazo en la parte externa del codo. El tendén implicado
generalmente en la epicondilosis lateral se llama extensor radial corto del carpo.

La terapia a corto plazo mas comun para la epicondilosis lateral es la inyeccidén de farmacos antiinflamatorios tales
como los corticosteroides en las partes blandas que rodean el codo. Aunque los estudios apoyan su eficacia para el
alivio del dolor a corto plazo, no demuestran beneficio ni cicatrizacion a largo plazo. En otra terapia de inyeccion se
inyecta sangre autdloga o plasma rico en plaquetas. Sin embargo, también estas terapias de inyeccion no muestran
una mejor eficacia a lo largo del tiempo que la terapia con corticosteroides.

De lo anterior queda claro que también existe la necesidad de profilaxis y prevencion, respectivamente, de una
lesion de ligamento o tenddn, una lesion o dafio de ligamento o tenddn, una enfermedad o trastorno (degenerativo)
de ligamento o tenddén o ligamentopatia (degenerativa) y tendinopatia (degenerativa) como, por ejemplo,
epicondilosis lateral. Por tanto, en una realizacién, la presente invenciéon proporciona tal profilaxis y prevencion,
respectivamente, como, por ejemplo, profilaxis/prevencién de la epicondilosis lateral. En particular, la presente
invencién proporciona la composicion liquida que contiene ARN desnudo de la invencion para su uso en la
prevencién de una lesion de ligamento o tenddn, una lesion o dafio de ligamento o tenddn, una enfermedad o
trastorno (degenerativo) de ligamento o tenddn o ligamentopatia (degenerativa) y tendinopatia (degenerativa). Lo
que se ha dicho en el presente documento en cualquier otra parte con respecto al modo de administracion se aplica
en este caso, mutatis mutandis. En particular, se prevé que la composicion liquida que contiene ARN desnudo que
va a usarse segun la invencion se administre directamente al tejido del tendén/ligamento (por ejemplo, mediante
inyeccion).

En aun otra realizacion, la presente invencion proporciona profilaxis y prevencion, respectivamente, de la progresion
de una lesién de ligamento o tendén, una lesién o dafio de ligamento o tenddén, una enfermedad o trastorno
(degenerativo) de ligamento o tendon o ligamentopatia (degenerativa) y (tendinopatia degenerativa),
respectivamente, como, por ejemplo, profilaxis/prevencion de la progresion de la epicondilosis lateral. En particular,
la presente invencion proporciona la composicion liquida que contiene ARN desnudo de la invencidn para su uso en
la profilaxis y prevencion, respectivamente, de la progresion de una lesion de ligamento o tenddn, una lesion o dafo
de ligamento o tendén, una enfermedad o trastorno (degenerativo) de ligamento o tenddon o ligamentopatia
(degenerativa) y tendinopatia (degenerativa). Nuevamente, lo que se ha dicho en el presente documento en
cualquier otra parte con respecto al modo de administracidon se aplica en este caso, mutatis mutandis. En particular,
se prevé que la composicién liquida que contiene ARN desnudo que va a usarse segun la invencién se administre
directamente al tejido del tendén/ligamento (por ejemplo, mediante inyeccion).

En un aspecto especifico, la profilaxis y la prevencion, respectivamente, segun la invencién pueden comenzar una
vez que se hayan observado (a) el/los primer(os) sintoma(s). Por ejemplo, un sintoma de este tipo es dolor y/o dolor
a la palpacion (por ejemplo, dolor y/o dolor a la palpacion en la protuberancia 6sea en la parte externa del codo en el
caso de epicondilosis lateral).

En cualquier caso, la epicondilosis lateral es un ejemplo destacado, aunque no limitativo, de una lesion de
ligamento/tenddn y ligamentopatia/tendinopatia (degenerativa), respectivamente, que va a tratarse segun la
invencion.

El término “ARN desnudo” significa que el ARN no forma complejos con ninguna otra clase tipo de compuesto, en
particular proteinas, péptidos, polimeros, como polimeros cationicos, lipidos, liposomas, vectores virales o similares.
Por tanto, “ARN desnudo” significa que el ARN esta presente en la composicion liquida en una forma libre y sin
complejos que se dispersa de manera molecular en disolucion. Por ejemplo, no se prevé que el “ARN desnudo” esté
complejado con un sistema portador/reactivo de transfeccion lipidico y/o polimérico como, por ejemplo, DreamFect™
Gold o PEI (ramificada). Por tanto, la composicion liquida de la invencién, por ejemplo, no contiene un sistema
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portador/reactivo de transfeccion lipidico y/o polimérico como, por ejemplo, DreamFect™ Gold o PEI (ramificada).

Segun la presente invencion el ARN desnudo esta presente en una composicion liquida que se usa para la
aplicacion al tejido de ligamentos o tendones, en la que el ARN esta disuelto en una disolucién de glucosa. Una
composicion liquida es cualquier composicion en la que el ARN esta presente en disolucién en un liquido. La
disolucion es preferiblemente una disolucion acuosa. Por tanto, el liquido puede ser agua, preferiblemente agua
estéril, mas preferiblemente “agua para inyeccion” (WIF) o cualquier otra disolucion acuosa tamponada o no
tamponada. En un aspecto de la presente divulgacion, la composicion liquida es una disolucion no tamponada,
preferiblemente una disolucién de sales, mas preferiblemente una disolucion de sales de una sal farmacéuticamente
aceptable, incluso mas preferiblemente una disolucion de NaCl, es decir, solucidon salina. Preferiblemente, la
disolucién de sales es isoténica e incluso mas preferiblemente muestra un valor de pH fisiolégico (ver a
continuacion).

En otra realizacion, la disolucién en la que esta contenido el ARN es una disoluciéon tamponada. Preferiblemente,
una disolucion de este tipo es isotdnica para la sangre y contiene un tampén. En principio, puede usarse cualquier
tampon que tampone de manera eficaz en el intervalo fisiolégico, en particular en el intervalo de pH 3,0 a 10,5 y mas
preferiblemente pH de 4,0 a 9,0. Los tampones preferibles son tampones acetato, fosfato, carbonato, lactato y
citrato.

Un ejemplo para una disoluciéon tamponada acuosa es una solucién de Ringer. La solucion de Ringer es una
disolucién de varias sales disueltas en agua con el fin de crear una disolucion isoténica en relacion con los liquidos
corporales de un sujeto. Contiene normalmente cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio y bicarbonato
de sodio, en la que el ultimo se incluye para equilibrar el valor de pH. Una solucién de Ringer convencional se
prepara disolviendo 6,5 g de NaCl, 0,42 g de KCI, 0,25 g de CaCl; y 1 mol de bicarbonato de sodio en un litro de
agua destilada. La solucién de Ringer también puede contener opcionalmente ATP o dextrosa asi como antibiéticos
o antifungicos. En una realizacion preferida, la solucién de Ringer es una solucion de Ringer lactada o acetada. La
solucion de Ringer lactada es una disolucién que es isoténica con la sangre y normalmente destinada a
administracion intravenosa. Un litro de solucién de Ringer lactada contiene 130 meq de ion sodio (=130 mmol/l),
109 meq de ion cloruro (= 109 mmol/l), 28 meq de lactato (= 28 mmol/l), 4 meq de ion potasio (= 4 mmol/l), 3 meq de
ion calcio (= 1,5 mmol/l) y tiene una osmolaridad de 273 mOsm/l. La solucién de Ringer acetada contiene
generalmente iones calcio (c=0,9 mmol/l), iones potasio (c=5,4 mmol/l), iones magnesio (c=1,0 mmol/l), iones sodio
(c=130 mmol/l), iones acetato (c=27 mmol/l) y iones cloruro (c=112 mmol/l).

La composicion liquida que va a usarse segun la invencion es una disolucion de glucosa que contiene el ARN. La
concentracién de la glucosa esta preferiblemente en el intervalo del 0,1-15% (m/v), mas preferiblemente en el
intervalo del 1-10% (m/v), incluso més preferiblemente en el intervalo del 2-8% (m/v) y particularmente preferido en
el intervalo del 3,75-6,25% (m/v). Es especialmente preferido que la concentracion de glucosa esta en el intervalo
del 5% (m/v) £ 0,2% incluso mas preferiblemente en el intervalo del 5% (m/v) £ 0,1%.

Se prefiere que la disolucidn de glucosa sea una disolucién tamponada. En principio cualquier tampdn puede usarse
para tamponar la disolucion de glucosa. El tampén es preferiblemente un tampdn que puede mantener el valor de
pH en el intervalo fisiolégico, es decir, en el intervalo de pH de 3,0 a 10,5, mas preferiblemente en el intervalo de pH
de 4,0 a 9,0, incluso mas preferiblemente en el intervalo de pH de 5,0 a 8,0 y particularmente preferido en el
intervalo de pH de 7,3 a 7,5.

En una realizacién preferida, el tampoén se clasifica como “tampén de Good”. Los “tampones de Good” son tampones
que han sido descritos por Norman Good y sus colaboradores durante el periodo de 1966 a 1980 (Good et al.,
Biochemistry 5 (1966), 467-477; Good et al., Methods Enzymol. 24 (1972), 53-6; Ferguson et al., (Anal. Biochem.
104 (1980), 300-310)). Los tampones de Good se seleccionan para que cumplan los siguientes en la medida de lo
posible:

pKa: dado que la mayoria de las reacciones biolégicas tiene lugar en un pH cerca del neutro entre 6 y 8, los
tampones ideales tendrian valores de pK, en esta regién para proporcionar la maxima capacidad de tamponamiento
en la misma.

Solubilidad: para una manipulacion facil y debido a que los sistemas biolégicos estdn en sistemas acuosos, se
requeria buena solubilidad en agua. Una baja solubilidad en disolventes no polares (grasas, aceites y disolventes
organicos) también se considera beneficiosa, ya que esto tenderia a evitar que el compuesto tampdn se acumule en
los compartimentos no polares en los sistemas bioldgicos: membranas celulares y otros compartimentos celulares.

Impermeabilidad de la membrana: de manera ideal, un tampén no pasara facilmente a través de las membranas
celulares, esto también reducira la acumulacién de compuesto tampoén dentro de las células.

Efectos minimos de las sales: los tampones muy iénicos pueden provocar problemas o complicaciones en algunos
sistemas bioldgicos.

Influencias sobre la disociacion: debe haber una influencia minima de la concentracion del tampdn, temperatura y
composicion idnica del medio sobre la disociacion del tampon.
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complejos formados deberian ser solubles. De manera ideal, al menos alguno de los compuestos de tamponamiento

no formara complejos.

Estabilidad: los tampones deben ser quimicamente estables, resistir la degradacién enzimatica y no enziméatica.

Inercia bioquimica: los tampones no deben influir ni participar en ninguna reaccién bioquimica.

Absorbancia o6ptica: los tampones no deben absorben luz visible o ultravioleta en longitudes de onda superiores a

230 nm para no interferir con los ensayos espectrofotométricos usados comunmente.

Facilidad de preparacion: los tampones deben prepararse y purificarse facilmente a partir de materiales econémicos.

Los ejemplos de tampones de Good, que también se emplean preferiblemente en la presente invencién se exponen

en la siguiente tabla.
Tabla 1

Tampén
MES

ADA
PIPES
ACES
MOPSO
Cloruro de colamina
MOPS

BES

TES
HEPES
DIPSO
Acetaminoglicina
TAPSO
POPSO
HEPPSO
HEPPS
Tricina
Glicinamida
Bicina
TAPS

MES: acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico

ADA: acido N-(2-acetamido)iminodiacético

pKaa 20°CO0  ApKa/°C  Solubilidad en agua a 0°C

6,15
6,62
6,82
6,88
6,95
7,10
7,15
717
7.5
7,55
7,6
7.7
7.7
7,85
7,9
8,1

8,15
8,2
8,35
8,55

-0,011
-0,011
-0,0085
-0,020
-0,015
-0,027
-0,013
-0,016
-0,020
-0,014
-0,015

-0,018
-0,013
-0,01

-0,015
-0,021
-0,029
-0,018
-0,027

PIPES: acido pirerazin-N,N’-bis(2-etanosulfonico

ACES: acido N-(2-acetamido)-2-aminoetanosulfonico

MOPSO: acido 3-morfolino-2-hidroxi-propanosulfénico

MOPS: acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico

BES: acido N, N-bis[2-hidroxietil]-2-aminoetanosulfénico

065M

0,22 M
0,75 M
4,2 M (como HCI)

Grande
32M
26M
225M

0,24 M

Muy grande

1,0M

2.2M
Grande
0.8 M
6,4 M (como HCI)
1.1 M
Grande

TES: acido 2-[[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-ilJamino]etanosulfénico

HEPES: acido 2-(4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil)-etanosulfénico

DIPSO: &cido 3-(N,N-bis[2-hidroxietil]Jamino)-2-hidroxipropanosulfénico

TAPSO: acido 3-[[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-ilJlamino]-2-hidroxipropano-1-sulfénico

POPSO: acido 2-hidroxi-3-[4-(2-hidroxi-3-sulfopropil)piperazin-1-ilJpropano-1-sulfénico
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HEPPSO: N-(2-hidroxietil)piperazin-N’-(acido 2-hidroxipropanosulfénico)

HEPPS: acido 3-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iljpropano-1-sulfénico

Tricina: N-(2-hidroxi-1,1-bis(hidroximetil)etil)glicina

Bicina: acido 2-(bis(2-hidroxietil)amino)acético

TAPS: acido 3-[[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-ilJamino]propano-1-sulfénico

Los diferentes tampones de Good mencionados anteriormente cumplen los criterios de seleccion en varios grados y
ningun tampon es completamente inerte en sistemas biolégicos. Ejemplos adicionales de tampones de Good que se
han identificado mientras tanto son AMPSO (acido N-(1,1-dimetil-2-hidroxietil)-3-amino-2-hidroxipropanosulfénico),
CABS (acido 4-(ciclohexilamino)-1-butanosulfénico), CHES (acido N-ciclohexil-2-aminoetanosulfonico), CAPS (acido
N-ciclohexil-3-aminopropanosulfénico) y CAPSO (acido N-ciclohexil-2-hidroxil-3-aminopropanosulfénico).

En una realizacion particularmente preferida, el tampon es acido 2-(4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil)-etanosulfénico
(HEPES), es decir la disoluciéon de glucosa es una disolucion de glucosa tamponada con HEPES (también
denominada en el presente documento HBG). Tal como se muestra en los ejemplos adjuntos, una expresion eficaz
del ARNm en tejido de tendones puede lograrse si el ARNm, por ejemplo que codifica para BMP-7 humana o una
proteina indicadora (luciferasa), se inyecta en el tejido de ligamentos o tendones en forma de una disolucién acuosa,
por ejemplo, en solucién salina o en diferentes disoluciones tamponadas tales como solucidon de Ringer acetada o
lactada. Puede lograrse una expresion particularmente alta si el ARNm se administra en glucosa tamponada con
HEPES (HBG), pH 7,4.

Mas preferiblemente la HBG es una HBG con una concentracion en el intervalo de 0,75 x HBG a 1,25 x HBG, mas
preferiblemente, de 0,8 x HBG a 1,2 x HBG, incluso mas preferiblemente, de 0,9 x HBG a 1,1 x HBG, y
particularmente preferida 1 x HBG siendo 1 x HBG. El término “1 x HBG” se refiere a una disolucién con la siguiente
composicion: HEPES 25 mM; glucosa al 5% m/v.

En una realizacion, la composicion liquida de la invencién no contiene aminoacidos y/o amonio,

La concentracion del ARN en la composicion liquida no es particularmente crucial y puede ajustarse segun sea
necesario. Preferiblemente, la concentracion esta en el intervalo de 0,1 a 5,0 pug/ul, o en el intervalo de 0,25 a
2,5 ng/ul, mas preferiblemente en el intervalo de 0,5 a 2,0 pg/ul, mas preferiblemente en el intervalo de 0,75 a
1,5 pg/ul), incluso mas preferiblemente en el intervalo de 0,80 a 1,20 pg/ul, particularmente preferida en el intervalo
de 0,90 a 1,10 ug/pl.

La composicion liquida que contiene el ARN puede aplicarse al tejido de ligamentos o tendones por medios
conocidos por el experto en la técnica, preferiblemente por inyeccion (inyeccion directa/local), normalmente usando
una jeringa con una aguja. En principio, puede usarse para este fin cualquier jeringa disponible comercialmente en
combinaciéon con una aguja. Se prefieren las agujas hipodérmicas. Tal como resulta evidente de los ejemplos
adjuntos, el tamafio de la aguja, en particular el diametro de la aguja, usada para inyectar la composicion liquida que
contiene el ARN puede influir en la eficacia de la expresién/actividad del ARN en el tejido de ligamentos o tendones.
El diametro de una aguja esta indicado por el calibre de la aguja (G; segun el calibre de aguja de Stub).
Normalmente, las agujas en uso médico van desde 7G (la mas grande) a 33G (la mas pequefia). En una realizacion
preferida, la aguja usada para inyectar la composicion liquida que contiene el ARN tiene un didmetro en el intervalo
de 20G a 27G, preferiblemente en el intervalo de 21G a 26G, mas preferiblemente en el intervalo de 22G a 25G,
incluso mas preferiblemente 23G o 24G. Particularmente preferidas son las agujas con un diametro de 23G.

ElI ARN contenido en la composicion liquida puede ser cualquier ARN tal como se define en las reivindicaciones. Por
tanto, en principio, cualquier tipo de ARN tal como se define en las reivindicaciones puede emplearse en el contexto
de la presente invencidon. En una realizacion preferida, el ARN es un ARN monocatenario. El término “ARN
monocatenario” significa una cadena Unica consecutiva de ribonucleétidos en contraste con las moléculas de ARN
en las que dos o mas cadenas individuales forman una molécula bicatenaria debido a la hibridacién de las cadenas
individuales. El término “ARN monocatenario” no excluye que la molécula monocatenaria forme en si misma
estructuras bicatenarias tales como bucles, estructuras secundarias o terciarias.

El término “ARN” cubre ARN que codifica para una secuencia de aminoacidos asi como ARN que no codifica para
una secuencia de aminoacidos. Se ha sugerido que mas del 80% del genoma contiene elementos de ADN
funcionales que no codifican para proteinas. Estas secuencias no codificantes incluyen elementos de ADN
reguladores (sitios de unidon para factores de transcripcién, reguladores y correguladores etc.) y secuencias que
codifican para transcritos que nunca se traducen en proteinas. Estos transcritos, que estan codificados por el
genoma y se transcriben en ARN pero no se traducen en proteinas, se denominan no codificantes (ARNnc). Por
tanto, también se da a conocer en el presente documento que el ARN es un ARN no codificante. Preferiblemente, el
ARN no codificante es una molécula monocatenaria. Los estudios demuestras que los ARNnc son actores criticos en
la regulacion génica, mantenimiento de la integridad gendmica, diferenciacion y desarrollo celular, y estan mal
regulados en diversas enfermedades humanas. Existen diferentes tipos de ARNnc: ARNnc cortos (20-50 nt), medios
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(50-200 nt) y largos (>200 nt). EI ARNnc corto incluye microARN (miARN), ARN de interferencia pequefio (ARNip),
ARN de interaccion con piwi (ARNpi) y ARN que inicia la transcripcion (ARNit). Los ejemplos de ARNnc medios son
ARN nucleares pequefios (snARN), ARN nucleolares pequefios (snoARN), ARN de transferencia (ARNt), ARN
asociados al sitio de inicio de la transcripcion (TSSaARN), ARN pequefios asociados a promotores (PASR), y
transcritos en el sentido 5° de promotores (PROMPTS). Los ARN no codificantes largos (ARNncl) incluyen ARN no
codificante intergénico largo (ARNncil), ARNncl antisentido, ARNncl intrénicos, ARN ultraconservados transcritos (T-
UCR), y otros (Bhan A, Mandal SS, Chem Med Chem. 26 de marzo de 2014. doi: 10,1002/cmdc.201300534). De los
ARN no codificantes mencionados anteriormente so6lo el ARNip es bicatenario. Por tanto, si el ARN no codificante es
monocatenario, no es ARNip. En una realizacion particularmente preferida el ARN es un ARN codificante, es decir
un ARN que codifica para una secuencia de aminoacidos. Tales moléculas de ARN también se denominan ARNm
(ARN mensajero) y son moléculas de ARN monocatenarias. El ARN puede obtenerse mediante metodologia quimica
y enzimatica de sintesis conocida por un experto habitual en la técnica, o mediante el uso de tecnologia
recombinante. o puede aislarse de fuentes naturales, o mediante una combinaciéon de las mismas. EI ARN puede
comprender opcionalmente nucleétidos no naturales.

El ARN segun la invencioén se refiere a ARNm y lo mas preferiblemente a ARNm modificado, en particular a ARNm
modificado tal como se describe a continuacion en el presente documento y, por ejemplo, en el documento WO
2011/012316. EI ARNm codifica para un polipéptido tal como se define en las reivindicaciones lo que puede tener un
efecto positivo sobre el proceso de cicatrizacion de lesiones de ligamentos o tendones. Por tanto, el polipéptido es
un polipéptido que tiene un efecto beneficioso sobre el proceso de cicatrizacion de lesiones de ligamentos o
tendones, en particular un polipéptido que es terapéuticamente activo en el proceso de cicatrizacién de un ligamento
o tenddn. Los ejemplos para tales polipéptidos son factores de crecimiento y citocinas. Los ejemplos para factores
de crecimiento son factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), FGF (factor de crecimiento de fibroblastos)
tal como factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1),
factor de crecimiento transformante 31 (TGF-B1). factor de crecimiento epidérmico (EGF). Sin restringirse a la teoria,
tanto FGF como TGF-B (TGF-B1) son importantes/estan implicados en la organizacién paralela de fibrillas de
colageno. Otros ejemplos son factores de crecimiento y diferenciacion (GDF) que son una subfamilia de las
proteinas morfogénicas 6seas (BMP) y estan implicados en el desarrollo embrionario de diferentes 6rganos. GDF 5,
6 (BMP-13) y 7 (BMP-12) son particularmente preferidas ya que se ha demostrado que conducen a la formacion
ectopica de ligamentos y tendones cuando se inyectan en ratas (Evans, CH, Sports Med. 28 (1999), 71-76). Un
ejemplo adicional y preferido para un factor de crecimiento es BMP-7, por ejemplo, tal como se codifica por una
secuencia de nucleodtidos tal como se representa en SEQ ID NO. 1, 2 6 3 (véase también, por ejemplo, el numero de
registro de Pubmed: NM_001719: Version: NM_001719.2, Gl1:187608319;
hftp://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001719.2 (secuencia sin codones optimizados que incluye exones; la
secuencia codificante comienza en nt948 y termina, sin interrupciones, en nt4031)).

Otros ejemplos dados a conocer en el presente documento para proteinas que pueden estar codificadas por el
ARNm son factores de transcripcion para activar el programa de regeneracion en tendones/ligamentos o inhibir los
programas celulares antirregenerativos en tendones/ligamentos, por ejemplo EGR1/2, Scleraxis, Mohawk y Sox9
(Guerquin et al., J. Clin. Invest. 123 (2013), 3564-3576; Huanhuan Liu et al., Cell and Tissue Research 356(2014),
287-298). Ejemplos adicionales para proteinas que estan codificadas por el ARNm dado a conocer en el presente
documento son proteinas estructurales tales como colagenos o proteoglicanos.

Los ejemplos adicionales para proteinas que pueden estar codificadas por el ARN dado a conocer en el presente
documento son los siguientes: oncogén B de osteosarcoma de FBJ (Fosb), oncogén de osteosarcoma de FBJ (c-
Fos), regulador de senalizacion de proteina G-1 (Rgs1), péptido similar a galanina (Galp), proteina de respuesta de
crecimiento temprano-1 (Egr1). Proteina de respuesta de crecimiento temprano-2 (Egr2), proteina Homeobox de
NK6 1 (Nkx), proteina similar a proteina s10 ribosémica (LOC688706), proteina similar a farnecil pirofosfato sintetasa
especifica de testiculo (RGD1565157), homdlogo de Frizzled 9 (Fzd9), aldehido oxidasa-1 (Aox-1), proteina de
union a selenio 1 (Selenbp1), proteina cinasa cinasa cinasa activada por mitégenos 13 (Map3k13), agrecano,
Adamts-4, Alox-5, Ptges, iNOS, IL-1, antagonista del receptor de IL-1, angpoyetina 1, proteina similar a angpoyetina
1, Vegdf, Pappa, Fmo2, C1qTNF3, Fabp4, Scleraxis, tendomodulina, F2ri2, F3 y F5, tgf-3, mdk, y bmp-6, queratocan
y fibromodulina, coll VIII, coll XI, coll I, Amot, Epha3, Epha4, Fgf-2, Calp6, Enpp2, Fmo1-4, MaoB, Nox4, Xdh,
Hmox1, S100a9, Pappa, Arkic14, Arklc19, Gstt2, Gstm5, Gstm7, Hasph1, Hsph8, Hspa1b, Six1, Six2, factores de
crecimiento y diferenciacion (GDF, GDF1-11, GDF15), Smad8, Homer-1b, proteina de tipo receptor de glutamato
metabotropico 1, receptor de histamina H2, proteinas relacionadas con vegetales, receptor de linfocitos citoliticos
naturales secretados 2B4, 5-lipoxigenasa, factor de crecimiento preproepidérmico, cadena lambda-5 de
inmunoglobulina, lumicano, betacelulina, rSec8, Sonic hedgehog, proteina Homeobox de LIM 7, Frizzled, ZOG,
proteina Notch 3, inhibidor de tejidos de metaloproteinasa tipo 2, subunidad 2C del receptor de N-metil-D-aspartato,
antigeno CD2 marcador de células T, proteina que interactda con el receptor de glutamato 2, sinapsina 2b, factor de
crecimiento de hepatocitos, region V de la cadena beta activa del receptor de células T, proteina unida al receptor de
factores de crecimiento 14, receptor del factor de crecimiento de fibroblastos-3, proteinas relacionadas con
vegetales, transportador de glutamato de alta afinidad y proteina Homeobox rPtx2. Se ha informado de que los que
codifican para estas proteinas se desregulan durante la regeneracion del tejido de tendones.

En una realizacion, se prevé la administracion de dos o0 mas (por ejemplo 3, 4 6 5) ARNm que codifican cada uno
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para un polipéptido diferente tal como se describe en el presente documento y, en particular, tal como se describio
anteriormente. En este contexto, la administracion puede ser simultdaneamente (preferida) o de manera secuencial.
De manera similar, puede aplicarse la administracion de un ARNm que codifica para dos o mas (por ejemplo 3, 4 6
5) de los polipéptidos tal como se describe en el presente documento y, en particular, tal como se describio
anteriormente.

En el contexto de esta realizacion, se prefiere que los dos o mas (por ejemplo 3, 4 6 5) polipéptidos se seleccionen
del grupo que consiste en PDGF, FGF tal como bFGF, IGF-1, TGF-1, EGF, un GDF y BMP. En este contexto, el
GDF puede ser GDF 5, 6 (BMP-13), 7 (BMP-12) y/o miostatina (GDF-8) y/o la BMP puede ser BMP-7.

El término “ARNm” (es decir, ARN mensajero) se refiere a polimeros que estan formados por elementos
estructurales de fosfato de nucledsido principalmente con adenosina, citidina, uridina y guanosina como nucleésidos,
y que contienen una regién codificante que codifica para un polipéptido. En el contexto de la presente invencion,
debe entenderse que ARNm significa cualquier molécula de polirribonucleétido que, si entra en la célula, es
adecuada para la expresion de un polipéptido o fragmento del mismo o es traducible a un polipéptido o fragmento
del mismo. El término “polipéptido” en este caso abarca cualquier clase de secuencia de aminoacidos, es decir,
cadenas de dos 0 mas aminoacidos, cada una de las cuales esta unida a través de enlaces peptidicos y también
incluye péptidos y proteinas de fusién.

El ARNm contiene una secuencia de ribonucleétidos que codifica para un polipéptido o fragmento del mismo cuya
funcion en la célula o en las proximidades de la célula es necesaria o beneficiosa, en particular en el contexto de la
cicatrizacion de lesiones de ligamentos o tendones. EI ARNm puede contener la secuencia del polipéptido completo
o una variante funcional del mismo. Ademas, la secuencia de ribonucleétidos puede codificar para un polipéptido
que actua como factor, inductor, regulador, estimulador o enzima, o un fragmento funcional del mismo, en el que
este polipéptido es uno cuya funcidn es necesaria para tratar un trastorno, en particular una lesién de ligamentos o
tendones.

En este caso, se entiende por variante funcional un fragmento que en la célula puede asumir la funcién del
polipéptido cuya funcidon en la célula es necesaria. Ademas, el ARNm también puede tener otras regiones
funcionales y/o regiones no codificantes en 3’ 0 5’. Las regiones no codificantes en 3’ y/o 5’ pueden ser las regiones
que flanquean naturalmente la secuencia que codifica el polipéptido o secuencias artificiales que contribuyen a la
estabilizacion del ARN. Los expertos en la técnica pueden determinar las secuencias adecuadas para esto en cada
caso mediante experimentos de rutina.

En una realizacion preferida, el ARNm contiene una caperuza m7GpppG, un sitio interno de entrada al ribosoma
(IRES) y/o una cola de poliA en el extremo 3’ en particular para mejorar la traduccién. EI ARNm puede tener ademas
regiones que promueven la traduccion.

En una realizacion preferida, el ARN, preferiblemente el ARNm, es un ARN que contiene una combinacién de
nucledtidos modificados y no modificados. Preferiblemente, es un ARN(m) que contiene una combinacion de
nuclestidos modificados y no modificados tal como se describe en el documento WO2011/012316. Se notifica que el
ARNmM descrito en ese documento muestra una estabilidad aumentada y una inmunogenicidad disminuida. En una
realizacién preferida, en ARNm modificado de este tipo se modifican del 5 al 50% de los nucledtidos de citidina y del
5 al 50% de los nucledtidos de uridina. Los nucleétidos que contienen adenosina y guanosina pueden no
modificarse. Los nucleétidos de adenosina y guanosina pueden estar sin modificar o parcialmente modificados, y
preferiblemente estan presentes en forma no modificada. Preferiblemente del 10 al 35% de los nucledtidos de
citidina y uridina estan modificados y de manera particularmente preferida el contenido de los nucledtidos de citidina
modificados se encuentra en un intervalo del 7,5 al 25% y el contenido de nucleétidos de uridina modificados en un
intervalo del 7,5 al 25%. Se ha encontrado que, de hecho, un contenido relativamente bajo, por ejemplo, sdlo el 10%
de cada uno de los nucledtidos de citidina y uridina modificados puede lograr las propiedades deseadas. Se prefiere
particularmente que los nucledtidos de citidina modificados sean residuos de 5-metilcitidina y los nucleétidos de
uridina modificados sean residuos de 2-tiouridina. Lo mas preferiblemente, el contenido de nucleétidos de citidina
modificados y el contenido de nucledtidos de uridina modificados es del 25%, respectivamente.

En otra realizacion preferida, el ARN, preferiblemente el ARNm, puede combinarse con sitios de union diana,
secuencias de direccionamiento y/o con sitios de unién a micro-ARN, para permitira la actividad del ARN deseado
solo en las células relevantes. En una realizacion adicional preferida, el ARN puede combinarse con micro-ARN o
ARNhc en el sentido de 3’ de la cola de poliA en 3.

Preferiblemente, el ARN desnudo que va a emplearse en el contexto de la presente invencién, en particular el ARNm
desnudo, tiene codones optimizados. Un ejemplo no limitativo de un ARN(m) con codones optimizados y modificado
guimicamente que va a emplearse en el contexto de la invencion es el ARNm que codifica para BMP-7 con codones
optimizados tal como se representa en SEQ ID NO. 2 6 3. El experto en la técnica puede facilmente optimizar los
codones de un ARN(m) dado basandose en los medios y métodos respectivos conocidos en la técnica. Por ejemplo,
la optimizacion de codones puede realizarse usando el software “GENEius” de Eurofins (véase, por ejemplo,
https://www.eurofinsgenomics.eu/media/892634/an geneius compared-to-competitors.pdf). Ademas, el experto en la
técnica puede facilmente modificar quimicamente un ARN(m) dado basandose en los medios y métodos respectivos
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conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, el documento WO 2011/012316).

La presente invencion también se refiere a un ARNm que codifica para un polipéptido tal como se define en las
reivindicaciones, para su uso en el tratamiento de lesiones de ligamentos o tendones en el que el ARN se administra
a, en particular directamente el, el ligamento o tenddén (preferiblemente mediante inyecciéon) en forma de una
composicién liquida en la que el ARN esta contenido como ARN desnudo. Con respecto a la forma de
administracion y las caracteristicas de la composicion y el ARN contenida en la misma, se aplica lo mismo que se ha
expuesto en el presente documento en cualquier otra parte.

También se da a conocer en el presente documento un método para tratar (o prevenir) lesiones de ligamentos o
tendones que comprende la administracion (de una cantidad farmacéuticamente eficaz) de una composicion liquida
que contiene ARN desnudo, preferiblemente ARNm que codifica para un polipéptido (por ejemplo, BMP-7), que es
beneficioso en el proceso de cicatrizacion de la lesiéon de ligamentos o tendones del ligamento o tenddn (a un
paciente que lo necesita). Con respecto a la forma de administracion y las caracteristicas de la composicion y el
ARN contenido en la misma, se aplica lo mismo que se ha establecido en el presente documento en cualquier otra
parte.

En una realizacion preferida, la composicion liquida y el ARN desnudo, respectivamente, de la presente invencion va
a administrarse a, en particular directamente en, el ligamento o tenddn. En este contexto, la forma mas preferida de
administracion es inyeccion, es decir inyeccion intraligamento o intratendoén.

En principio, se prevé en el contexto de la invencion administrar la composicion liquida y el ARN desnudo,
respectivamente, lo antes posible, es decir, en el estadio mas temprano posible de la lesién de ligamento/tendén y
ligamentopatia/tendinopatia (degenerativa), respectivamente. Por ejemplo, este estadio es una vez (a) elllos
primer(os) sintoma(s) observado(s) (por ejemplo, dolor o dolor a la palpacién) o una vez que comienza una
intervencién quirdrgica o durante una intervencidon quirirgica. Esto se aplica tanto a las formas agudas como
cronicas de las lesiones/enfermedades/trastornos que van a tratarse o prevenirse segun la invencién. Sin embargo,
cualquier posible punto de tiempo después del diagnodstico es posible y util y, por tanto, se prevé segun la invencion.
Por ejemplo, en caso de que haya una intervencion quirtrgica (por ejemplo, después de una rotura de
ligamento/tenddn), la composicion liquida y el ARN desnudo, respectivamente, pueden administrarse ya durante,
pero al menos poco después, la intervencion quirdrgica. Cuando se administra durante la intervencion quirdrgica, la
composicion liquida y el ARN desnudo, respectivamente, pueden administrarse a (por ejemplo, mediante inyeccion
en) una o ambas colas de la rotura.

En una realizacion especifica, la composicién liquida y el ARN desnudo, respectivamente, deben administrarse
durante o incluso antes de la fase inflamatoria y proliferativa temprana, respectivamente, de la regeneracion de
ligamento/tenddn. Por ejemplo, la administracién puede ser durante el dia O al dia 10, preferiblemente durante el dia
0 al dia 7, después del dafio/después de la lesién. Mas especificamente, la administracién puede ser el dia 0, 1, 2, 3,
4, 5, 6 6 7 después del dano/después de la lesion. Preferiblemente, la administracion es el dia 1 e incluso mas
preferiblemente el dia 0 después del daifo/después de la lesion.

La administracion de la composicion liquida y el ARN desnudo, respectivamente, segun la invencién puede, por
ejemplo, dependiendo de la evolucion de la lesion/enfermedad/trastorno que va a tratarse/prevenirse, repetirse al
menos una vez pero preferiblemente varias veces (por ejemplo, de 3 a 5 veces). La administracion repetida puede
ser cada pocas semanas (por ejemplo, cada 1, 2, 3 'p 4 semanas) hasta cada pocos dias (por ejemplo, cada 1, 2, 3,
4, 5 6 6 dias).

La composicion liquida y el ARN desnudo, respectivamente, de la invencion pueden administrarse a un paciente en
una dosis adecuada. El médico responsable puede determinar la posoldgica basandose, por ejemplo, en factores
clinicos. Como se conoce bien en las técnicas médicas, las dosificaciones para un paciente cualquiera dependen de
muchos factores, incluyendo el tamafio del paciente, area de superficie corporal, edad, el compuesto particular que
va a administrarse, sexo, momento y via de administraciéon, salud general, y otros farmacos que se estén
administrando de manera simultanea. Sin embargo, el experto en la técnica/el médico responsable puede deducir
facilmente (una) concentracidn/concentraciones (terapéuticamente) eficaz y/o dosificaciones de/de los principio(s)
activo(s) que va a administrarse, por ejemplo, in vivo o ex vivo. Pueden tomarse muestras correspondientes de, por
ejemplo, el ligamento o tenddn (por ejemplo, mediante una sonda adecuada) y pueden detectarse los compuestos
activos (ARN desnudo) y determinarse sus correspondientes concentraciones en dichas muestras, por ejemplo,
mediante HPLC.

La determinacién de las concentraciones de compuesto activo puede obtenerse en pacientes humanos, individuos
sanos (humanos) asi como en animales (por ejemplo, ratones, ratas, cerdos, caballos y similares), como animales
de laboratorio, animales transgénicos no humanos (por ejemplo, ratones, ratas, cerdos transgénicos y similares). Se
prevé que la determinacion de las concentraciones de compuesto activo en, por ejemplo, el ligamento o tenddn, por
ejemplo, puede deducirse en voluntarios (sanos) y pueden establecerse esquemas de administracion
correspondientes para pacientes (humanos). Por ejemplo, las dependencias de la dosificacion (por ejemplo,
dosificaciones administrada frente a la concentracion/dosificacion detectadas (en diversas regiones) del ligamento o
tenddn pueden determinarse mediante métodos convencionales conocidos en la técnica. Los métodos adicionales
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comprenden, pero no se limitan a, la deteccién de péptidos marcados in vivo (por ejemplo, mediante las técnicas de
marcado  correspondientes, como marcado radiactivo, marcado fluorescente, etc.) o0 ensayos
fisiolégicos/bioquimicos. Por consiguiente, puede deducirse la dosificacion de compuestos activos que va a
administrarse para obtener una concentracién deseada de los compuestos activos (en una determinada parte del
ligamento/tenddn). Estos y otros métodos para deducir tales concentraciones se conocen en la técnica.

Una dosis tipica de principios activos (por ejemplo, ARN desnudo) puede ser, por ejemplo, en el intervalo de 1 ng a
varios gramos, preferiblemente en el intervalo de 0,1 pg a 1 g, preferiblemente en el intervalo de 1 pg a 0,1 g,
preferiblemente en el intervalo de 10 ug a 10 mg, y lo mas preferiblemente en el intervalo de 100 ug a 1 mg. Esto se
aplica particularmente a un paciente humano. Aplicada a la terapia con ARN(m), la dosificacién de un ARN(m) para
la expresion (o para la inhibicion de la expresién) debe corresponder a este intervalo; sin embargo, en principio,
también se prevén las dosis por debajo o por encima de este intervalo a modo de ejemplo, considerando
especialmente los factores mencionados anteriormente. Generalmente, el régimen como administracion regular de la
composicion liquida debe estar en el intervalo de unidades de 0,1 ug a 10 mg, preferiblemente en el intervalo de
unidades de 1 ng a 1 mg, mas preferiblemente en el intervalo de unidades de 10 ug a 0,1 mg por kilogramo de peso
corporal por dia. De nuevo, esto se aplica particularmente a un paciente humano. El progreso puede monitorizarse
mediante evaluacién periddica. Las dosificaciones pueden variar pero una dosificacion preferida para la
administracion mediante inyeccion de ARN(m) como constituyentes de la composicion liquida de la presente
invencién es de desde aproximadamente 10° hasta 10" copias de la molécula de ARN(m) por inyeccion. De nuevo,
esto se aplica particularmente a un paciente humano.

En particular, se prevé que la composicién liquida de la invencidon se administre a un paciente, preferiblemente a un
paciente humano/un ser humano. Sin embargo, las lesiones de ligamentos o tendones (y estados relacionados)
descritas en el presente documento también pueden tratarse (o prevenirse) en un sujeto/paciente animal no humano
como, por ejemplo, una mascota (por ejemplo, perro, gato, conejo, rata y ratéon), ganado (por ejemplo vaca, cerdo,
oveja), un caballo (por ejemplo, un caballo de carreras) o poni o un pajaro (por ejemplo, pollo, pavo, loro).

Cualquiera de las composiciones liquidas de la invencion puede proporcionarse junto con un manual de
instrucciones o folleto de instrucciones. ElI manual/folleto de instrucciones puede comprender una guia para el
experto en la técnica/médico responsable de céomo tratar (o prevenir) una enfermedad o trastorno tal como se
describe en el presente documento (lesién de ligamentos o tendones) segun la invencidon. En particular, el
manual/folleto de instrucciones puede comprender una guia para el modo de suministro/administracion y régimen de
suministro/administracion descritos en el presente documento, respectivamente (por ejemplo, la via de
suministro/administracion, pauta posolégica, momento de suministro/administracion, frecuencia de
suministro/administracion). En particular, el manual/folleto de instrucciones puede comprender las instrucciones de
que la composicién liquida y el ARN desnudo, respectivamente, que va a inyectarse y/o va a prepararse para
inyeccion en el ligamento o tendén. EI manual/folleto de instrucciones puede comprender ademas las instrucciones
de que la composicion liquida y el ARN desnudo, respectivamente, se prepare para administracion durante la fase
inflamatoria que sigue a la lesién del ligamento o tendon. En principio, lo que se ha mencionado en el presente
documento en cualquier otra parte con respecto al modo de suministro/administracion y régimen de
suministro/administracion, respectivamente, puede estar comprendido en las instrucciones respectivas en el
manual/folleto de instrucciones.

También se da a conocer en el presente documento una disolucién de glucosa tamponada con HEPES que
comprende ARN desnudo, preferiblemente un ARNm que codifica para un polipéptido (por ejemplo BMP-7). Con
respecto a las realizaciones preferidas de la disolucion y el ARN, se aplica lo mismo que se ha expuesto en el
presente documento en cualquier otra parte.

Ademas, la presente invencion también se refiere a una composicion terapéutica que contiene ARNm que codifica
para un polipéptido tal como se define en las reivindicaciones (por ejemplo, BMP-7), que es terapéuticamente activo
en el proceso de cicatrizacion de un ligamento o tendén. La composicion terapéutica es una formulacion liquida en la
que el ARN esta presente en forma de ARN desnudo, y en la que la composicion es una disolucion de glucosa que
contiene el ARN desnudo. Con respecto a la forma de administracion y las caracteristicas de la composicion y el
ARN contenido en la misma, se aplica lo mismo que se ha expuesto en el presente documento en cualquier otra
parte.

La composicion liquida para su uso segun la invencidon puede proporcionarse en (o en forma de) un kit/un kit de
contenido. El kit puede comprender uno o mas de los componentes de la composicion liquida de la invencion, por
ejemplo, en uno o mas recipientes individuales. Por ejemplo, el kit puede comprender el ARN desnudo (por ejemplo
en forma seca), un solubilizante y disolucién acuosa (tamponada o no tamponada), por ejemplo en uno, dos o tres (o
mas) recipientes individuales, respectivamente. El kit también puede comprender el manual de instrucciones o folleto
de instrucciones.

Leyendas de las figuras

La figura 1 muestra la expresion del ARNm desnudo que codifica para luciferasa de luciérnaga (FFL) en HBG pH 7,4
(1x) frente a ARNm que codifica para luciferasa de luciérnaga (FFL) en diferentes sistemas de portadores en tendon

11



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 879 606 T3

bovino y ovino (véase el ejemplo 1).

La figura 2 muestra la expresion del ARNm que codifica para luciferasa de luciérnaga (FFL) en tendones de
diferentes especies (véase el ejemplo 2). Los datos representan el nivel de expresion 24 h después de la inyeccion.

La figura 3 muestra la cinética de la expresion del ARNm que codifica para luciferasa de luciérnaga (FFL) de
diferentes concentraciones de ARNm en explantes de tenddn ovino (véase el ejemplo 3).

La figura 4 muestra la comparacion de diferentes disolventes usados para la inyeccion de ARNm desnudo en
explantes de tendon bovino (véase el ejemplo 4).

La figura 5 muestra una comparacion de la expresion del ARNm que codifica para luciferasa de luciérnaga (FFL) en
explantes de tendén bovino cuando se inyecta en agua para inyeccion (WFI), NaCl (solucion salina isoténica) y HBG
(1x) pH 7,4 (véase el ejemplo 5).

La figura 6 muestra la influencia de la concentracién de HBG sobre el nivel de expresién del ARNm que codifica para
luciferasa de luciérnaga (FFL) en explantes de tenddn bovino (véase el ejemplo 6).

La figura 7 muestra la influencia de la cantidad de ARNm sobre el nivel de expresion del ARNm que codifica para
luciferasa de luciérnaga (FFL) en explantes de tenddn ovino (véase el ejemplo 7).

La figura 8 muestra la influencia de la concentracion de ARNm sobre el nivel de expresion del ARNm que codifica
para luciferasa de luciérnaga (FFL) en explantes de tendon bovino (véase el ejemplo 8).

La figura 9 muestra la influencia del tamafio de la aguja sobre el nivel de expresion del ARNm que codifica para
luciferasa de luciérnaga (FFL) en explantes de tenddn ovino (véase el ejemplo 9).

La figura 10a muestra un tendon flexor digital profundo ovino intacto. Alta expresion en el area inyectada del tendon
24 horas después de la inyeccion de SNIM®-FFL-RNA (documento WO 2011/012316) (véase el ejemplo 10).

La figura 10b muestra un tendén levemente dafiado mediante inyeccién de 100 UDC. Alta expresién en el area
periférica inyectada del defecto (véase el ejemplo 10).

La figura 10c muestra un tendon gravemente dafiado mediante inyeccién de 200 UDC. Expresion puntual en el area
periférica inyectada del defecto. El tendon de abrié longitudinalmente antes de la incubacién en luciferina (véase el
ejemplo 10).

La figura 10d muestra tendon gravemente dafiado mediante inyeccion de 500 UDC. Expresion puntual en el area
periférica inyectada del defecto. El tendon se cortd antes de la incubacion en disolucidén de luciferina (véase el
ejemplo 10).

Figura 11A Seccién longitudinal de tendones ovinos 24 horas después de inyeccion de ARNm de LacZ modificado y
tincion con LacZ. Es detectable un precipitado azul en el area central del tendén (véase el ejemplo 11).

Figura 11B Seccion longitudinal de tendones ovinos de control sin tratar y tincion con LacZ. No es detectable un
precipitado azul en el area central del tendén (véase el ejemplo 11).

Figura 11C Imagenes microscopicas de una seccion longitudinal de tendones ovinos 24 horas después de la
inyeccion de ARNm de LacZ modificado y tincion con LacZ. Es detectable un precipitado azul en células entre las
fibras del tenddn (véase el ejemplo 11).

Figura 11D Imagenes microscopicas de una seccion longitudinal de tendones ovinos de control sin tratar y tincion
con LacZ. No es detectable un precipitado azul en células entre las fibras del tenddn (véase el ejemplo 11).

Figura 12A Imagenes microscopicas de una seccion longitudinal de inmunohistoquimica de BMP7 de tendén de
Aquiles de rata tratado con ARNm de BMP7 modificado 24 h después de la inyeccién. Es detectable tincion
roja/morada en células entre las fibras del tenddn (véase el ejemplo 12).

Figura 12B Imagenes microscopicas de una seccion longitudinal de un tendén de Aquiles de rata sin tratar de
control. No es detectable tincidn roja/morada en células entre las fibras del tendon (véase el ejemplo 12).

Figura 13 se inyecté ARNm marcado con I'* en tendon porcino y es obtuvieron imagenes de manera radioisotopica

30 min después (parte superior del tendon). La parte inferior del tendén actia como control negativo. (véase el
ejemplo 13). EI ARNm se difunde lentamente fuera del sitio de inyeccion.

Figura 14 Expresion de proteinas en explantes de tendones intactos después de la inyeccion de ARNm desnudo. (A)
Obtenciéon de imagenes de bioluminiscencia (BLI) 24 horas después de inyeccion de ARquLUC en explantes de
tenddn de diferentes especies. Se inyectaron o bien 26,6 ug [0,65 mg/ml] (rata), 50 pg [0,5 mg/ml] (bovino, equino) o
bien 100 pg [1 mg/ml] (porcino, ovino) de ARquLUC desnudo. Se detectd la expresion en todas las especies
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sometidas a prueba. (B) La expresion de la luciferasa es dependiente de la dosis. Se les inyecté a explantes de
tendon porcinos o bien 25 ng, 50 pug, 100 pug o bien 200 ug de ARqu"UC en 250 ul de solucion salina isoténica
(NaCl). Se muestra la expresion media £+ EEM del punto de tiempo de 24 horas (n=4). (C) Explantes de tendon
porcino que muestran un precipitado macroscépicamente azul extendido en forma de tubo 24 horas después de la
inyeccion de ARquLaCZ y tincién con X-Gal. (D) Explantes de control 24 horas después de la inyeccién de
ARNmg""® y tincién con X-Gal. (E, F, G, H) Secciones de tendones porcinos inyectados con ARNmq-** tefiidos con
LacZ (E, G) e inyectados con ARquLUC (F, H) contratefiidos con hematoxilina. Se expres6 de manera local (-
galactosidasa cerca del sitio de inyeccion (E) y pudo detectarse en tenocitos (G) y tejido conjuntivo, mientras que los
controles tratados con ARquLUC fueron negativos para actividad de B-gal (F, H). E, F Aumento original x20. G, H
Aumento original x40. (I, J, K, L) Inmunotincién con BMP-7 en secciones de tendones de Aquiles de rata tratados
con ARNmq MP-7 (I, K) y controles sin tratar (J, L) tefiidos con hematoxilina. Las sefiales positivas se tifieron de rojo.
BMP-7 es detectable de manera creciente en paredes vasculares, tejido conjuntivo (I) asi como en tenocitos (K) en
tendones tratados con ARNmq®""". I, J Aumento original x10. K, L Aumento original x40.

Figura 15 Cinética de expresion y comparacion de diferentes disolventes usados para inyeccion de ARNm desnudo.
(A) Cinética de expresion de luciferasa en explantes de tendon bovino. Se inyectaron 50 pug de ARNmg-“©
[0,5 mg/ml] en solucién salina isoténica. Los datos representan los niveles de expresion medios + EEM después de
24 h, 48 h 'y 72 h después de la inyeccion (n 210). Se midio la expresion de luciferasa mas alta después de 24 horas
después de la inyeccion. En un plazo de 72 horas la actividad de luciferasa disminuyd a los niveles previos. (B) Se
inyectaron 50 ug de ARquLUC [0,25 mg/ml] en diferentes disolventes en explantes de tendén bovino (n = 5). El eje
vertical muestra los valores de expresion de FFL, mientras que el eje horizontal muestra los diferentes disolventes
que se usaron para la dilucion. Los datos representan los niveles de expresion promedio £+ EEM 24 horas después
de la inyeccion. Se observo una expresion significativamente mejorada con HBG al 5% (15 veces) en comparacion
con el ARquLUC disuelto en solucion salina (*, p < 0,05) y (57 veces) en comparacion con Aminosteril plus (*, p <
0,05). (C) Comparacion de diferentes concentraciones de HBG. Los datos representan la media + EEM de la
expresion de luciferasa después de 24 horas después de la inyeccion de ARNmg-"® (0,5 mg/ml) (n = 5). La HBG al
5% dio como resultado valores de expresion significativamente mayores (50 veces) en comparacion con el 2,5%, 20
veces en comparacion con el 10% (*, p < 0,05) y 4 veces en comparacion con el 3,75% (*, p < 0,05). (D)
Comparacion de los disolventes que contienen glucosa y disoluciones sin glucosa. Se inyectaron 50 pg de
ARquLUC [0,5 mg/ml] en explantes de tenddn porcino 24 antes de BLI (n=5). Los datos representan la media *
EEM de expresion de luciferasa. Los valores de expresion de luciferasa promedios a partir de ARquLUC formulado
en HBG al 5% y en NaCl+gluc. al 5% fueron significativamente mayores (20 veces para HBG al 5% y 21 veces para
NaCl+ gluc. al 5%) en comparacion con solucién salina isotonica (*, p < 0,05). (E) Comparacion de sistemas de
portadores y solucién salina isoténica. La actividad de luciferasa promedio con ARquLUC complejado con
portadores o bien lipidicos o bien poliméricos solo alcanzaron niveles de expresion previa en tendones bovinos asi
como en ovinos. La expresién promedio a partir de 25 pg de ARquLUC disuelto en solucién salina fueron 22 veces
mayores en comparacion con 25 ug de ARquLUC complejado con brPEI (*, p < 0,05).

Figura 16 Expresion de proteinas en tendones de Aquiles de rata intactos y lesionados in vivo. (A) BLI 24 horas
después de la inyeccion de ARquLUC en el tendon de Aquiles intacto. (B) Cinética y dependencia de la dosis de la
expresion de luciferasa en tendones de Aquiles intactos. Se aplicé por via intraperitoneal sustrato de luciferina
15 minutos antes de la medicion (media + EEM, n=4) (C) Intensidad media de inmunotincién con BMP-7 de tendones
de Aquiles en el dia 1, 2 y 7 después de la lesion o bien tratados con ARquBMP'7 o bien con vehiculo. Se observo
una tendencia de niveles de BMP-7 aumentados en tendones tratados con ARquBMP'7 en comparacion con los
tendones tratados con vehiculo (n = 3). (D) Tincion de H.E. de tendones de Aquiles en el dia 1, 2 y 7 después de la
lesion, tratados o bien con ARquBMF"7 o bien con vehiculo. Las escalas gréaficas son equivalentes a una longitud de
400 um. (E) Intensidad media de inmunotincién con colageno tipo | de tendones de Aquiles en el dia 1, 2y 7
después de la lesion tratados o bien con ARNmg®" o bien con vehiculo. Mayor intensidad en el dia 2 y el dia 7 en
tendones tratados con ARNmq®""~ en comparacién con tendones tratados con vehiculo (n 2 3). (F) Intensidad
media de inmunotincidon con colageno tipo Il de tendones de Aquiles en el dia 1, 2 y 7 después de la lesion tratados
0 bien con ARquBMP'7 o bien con vehiculo. Menor intensidad de colageno tipo Ill en tendones tratados con
ARquBMP'7 en el dia 7 en comparacién con tendones tratados con vehiculo (p = 0,057, n=3). (G) Razones de
intensidad media de inmunotinciéon con colageno tipo | a colageno tipo Ill de tendones de Aquiles eneldia 1,2y 7
después de la lesion tratados o bien con ARquBMP'7 o bien con vehiculo. Tendencia hacia mayores razones
colageno I/lll en tendones tratados con ARquBMP'7 en comparacion con tendones tratados con vehiculo (n = 3).

Figura 17 Patologia de defectos tendinosos inducidos por gel de colagenasa en oveja. (A-F) Ecografias
longitudinales (A-C) y transversales (D-F) de una extremidad trasera lesionada de oveja. (A, D) Ecografia
longitudinal y transversal en el dia 0 antes de la inyeccidon de colagenasa, (B, E) 3 y (C, F) 7 dias después de la
inyeccion de gel de colagenasa (100 UDC). (G) Analisis de diametro durante el periodo experimental de tendones a
los que se les ha inyectado o bien 100, 200 o bien 500 UDC y controles contralaterales sin tratar. Los datos se
representan como media + DE. El didmetro del DDFT aumenté de manera progresiva en todos los grupos después
de la aplicacion de colagenasa. (H) Anadlisis de grosor externo de oveja tratada con 100 UDC durante el periodo
experimental. Los datos se representan como media + DE. El grosor externo alcanzé el maximo (1,5 veces) 4 dias
después de la inyeccién de colagenasa. (I-L) Tincion de H.E. de tendones ovinos intactos (1, J) y lesionados (K, L). (I,
J) Tipica estructura de fibras con tenocitos ubicados entre las fibras. (K) Material necrético, hematoma, inflamacion y
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pérdida masiva de estructura de fibras en el area central del defecto. La estructura de fibras ajustadas era todavia
evidente aunque las fibras estaban hinchadas y las conexiones entre fibras parecian aflojadas. (L) Se aumento el
numero de células y la densidad celular en areas rodeadas en su mayoria intactas. (I, K Aumento original x10, J, L
Aumento original x20)

Figura 18 Ecografia longitudinal de una extremidad trasera de oveja. Se insertd la aguja en tendoén flexor digital
profundo de oveja antes de realizarse la inyeccién de colagenasa. (SDFT= tendon flexor digital superficial, DDFT=
tendon flexor digital profundo, M.interosseus= musculo interéseo)

Figura 19 Transfeccion in vivo exitosa de tendones lesionados e intactos en oveja. (A, B) Ecografia longitudinal (A) y
transversal (B) de un DDFT dafiado en el dia 6 con aguja insertada en la parte central del tendén. (C) Ecografia
longitudinal justo después de la inyeccion de SNIM-RNALUC (documento WO 2011/012316). El aire inyectado es
visible en el area central del tendén. (D, E) BLI de DDFT ovino contralateral explantado dafado (D) e intacto (E)
DDFT 24 horas después de la inyeccion in vivo de 200 pg ARquLUC en cada DDFT. Se indujo el dafio mediante
inyeccion de 100 unidades de digestion de colageno. Se realizd la BLI en el plazo de 2 horas después de la
eutanasia. (F, G) Tincién de H.E. de tendon intacto tratado con ARNmg-"C en el sitio de inyeccion (F) y 3 cm
proximal al sitio de inyeccion (G). Aumento original x20. (H) Analisis de glébulos blancos (WBC) en el dia 0, dia 6 y
dia 7. Las lineas de trazos definen el intervalo de referencia (5-11 G/I).

Figura 20 Caracterizacion de defectos 7 dias después de la aplicacion de gel de colagenasa que contenia 200 UDC
0 500 UDC (tincion con H.E.) (A) Hematoma en el area central del defecto. (B) Material necrético, conglomeracion de
glébulos rojos asi como células inflamatorias en el area periférica inyectada del defecto. (C) Neovascularizacion y
(D) invasion de células inflamatorias en el area periférica inyectada del hematoma. (E) Acumulaciéon de glébulos
rojos entre las fibras cerca del defecto e inflamaciéon masiva. (F) El tendodn intacto contralateral de la extremidad con
tenocitos ubicados entre las fibras paralelas. (A-C, E, F aumento original x10, D aumento original x20).

Ejemplos

Metodologia de experimentos ex vivo (especialmente relacionados con los ejemplos 1 a 9) de extraccion y
preparacion de tendones

Se recogio el tejido de tendones de animales o bien sacrificados o bien eutanasiados en el plazo de una hora post
mortem y se aclaré con PBS de Dulbecco enfriado en hielo (1x) que contenia penicilina/estreptomicina al 1% dos
veces. Tendones flexores digitales profundos derivados de ganado, caballos u oveja y tendones de Aquiles
derivados de ratas o cerdos. Se retir6 el tejido conjuntivo y se realizaron cortes seriados de los tendones principales
(0,5 cm x 3 cm).

Sintesis de ARN

Se clond una secuencia de ADN con codones optimizados (por ejemplo, SEQ ID No. 2) con secuencias flanqueantes
conocidas en un vector de expresiéon convencional para la produccién de ARNm in vitro. Para generar el molde para
la transcripcion in vitro, el plasmido se linealizé en el sentido de 3’ de la cola de poli (A) y se purific6 usando
extraccion con cloroformo y precipitacion con acetato de sodio tal como describen Sambrook et al. (Sambrook, J.,
Fritsch, E. F. y Maniatis, T (1989) en Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
N.Y. vol. 1, 2, 3). La linealizacion completa del molde de plasmido se confirmé mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%. La transcripcion in vitro se llevd a cabo con el sistema de produccion de ARN a gran escala
RiboMAX - T7 (Promega, Alemania) a 37°C siguiendo el protocolo del fabricante. Para la transcripcion in vitro de
ARNm modificado quimicamente (ARNmq), el 25% de citidina-5-trifosfato y el 25% de uridina-5'-trifosfato se
reemplazaron por 5-metilcitidina-5’-trifosfato  (TriLink, EE.UU.) y 2-tiouridina-5'-trifosfato (TriLink, EE.UU.),
respectivamente, en la mezcla de reaccion (para mas detalles, véase el documento WO 2011/012316). La
purificacion del ARNm se realizé6 mediante extraccion con cloroformo y cromatografia de exclusion molecular.

Transfeccion y cultivo ex vivo

El ARNm se diluyé en diferentes disolventes y diferentes concentraciones antes de que se realizase la inyeccion
lentamente en direccion paralela a las fibras del tenddn usando una aguja 23G para los tendones principales y
jeringas de insulina 30G para los tendones de Aquiles de rata. Los cortes seriados de tendones transfectados se
almacenaron en matraces de cultivo de tejidos con tapas ventiladas en medio DMEM (1x) + GlutaMAX que contenia
penicilina/estreptomicina al 1%, nistatina al 2% y FBS al 10% a 37°C y el 5% de CO; inmediatamente después de la
inyeccion de SNIM®-RNA (documento WO 2011/012316). Se almacenaron de cuatro a cinco muestras por matraz.

Medicion de bioluminiscencia

La luciferasa de luciérnaga (FFL) es una proteina informadora comun que no esta presente de manera enddgena en
los mamiferos y puede detectarse faciimente mediante obtencién de imagenes luminiscentes. La luciferasa cataliza
la reaccion de luciferina y oxigeno que da como resultado una emisién de bioluminiscencia.

La bioluminiscencia se midi6 en los puntos de tiempo indicados (24 h, 48 h, 72 h, 168 h) usando sistema de
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obtencion de imagenes in vivo Xenogen IVIS 100 (Caliper Life Science, EE.UU.). Se afiadi6 sustrato de D-luciferina
diluido en PBS de Dulbecco (1x) a los matraces de cultivo celular (100 pg de medio de D-luciferina/ml) una hora
antes de la medicion de la actividad de luciferasa. La medicion se realizé en el campo de vision A con alta
sensibilidad (agrupacién 16) y un tiempo de exposicion de 1 minuto. Para el analisis se uso6 el software Living
Image® 2.50.

Tincién con betagalactosidasa (LacZ)

La betagalactosidasa es otra proteina indicadora comun usada para el andlisis de la expresién génica. La escision
del sustrato Xgal da como resultado un precipitado azul. Se inyectaron cortes seriados de tendén con 100 pg de
ARN de LacZ modificado disuelto en 250 ul de solucion salina isotonica. La tincion con LacZ se realizé6 24 horas
después de la inyeccion.

Inmunohistoquimica de BMP7

Se inyectaron tendones de Aquiles de rata con 30 ug de ARNm de BMP-7 modificado (25% de 2-tiouridina, 25% de
5-metilcitidina) disuelto en 40 pl de glucosa tamponada con HEPES concentrada 1x (HBG, HEPES 25 mM, glucosa
al 5% m/v) pH 7,4. Después de 24 horas de incubacion, los tendones se incrustaron en Tissue-Tek, se
ultracongelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C. Sophistolab AG (Muttenz, Suiza) realiz6 la
crioseccion y la inmunohistoquimica.

Obtencidn de imagenes radioisotopicas

Se inyect6 el ARNm marcado con 1'% en tendon porcino (Pierce lodination Tubes). Se realizé la medicién con 1x1
agrupacion, FOV 10 y un tiempo de exposiciéon de 1 min usando un sistema de rayos X In-Vivo Xtreme Bl 4MP
(Bruker).

Los siguientes ejemplos 1 a 9 representan los experimentos ex vivo.

Ejemplo 1: comparacién de la bioactividad del ARNm desnudo con el ARNm complejado con lipidos y polimeros
después de la inyeccion en explantes de tenddn bovino y ovino. Se inyectaron 50 png de ARNm modificado desnudo
que codifica luciferasa de luciérnaga (FFL) (25% de 2-tiouridina, 25% de 5-metilcitidina) en cinco explantes de
tenddn bovino u ovino, respectivamente, y se compar6é con ARNm de FFL modificado complejado con DreamFect™
Gold (4 pl/1 ng de ARN, explantes de tendon bovino) o PEI ramificada de 25 kDa (N/P = 10, explantes de tendon
ovino). Los resultados de este experimento se muestran en la figura 1. La expresion de luciferasa de ARNm de FFL
modificado desnudo fue 295,5 veces mayor que para DreamFect™ Gold y 122,5 veces mayor que para PEI
ramificada. Los resultados de este experimento se muestran en la figura 1.

Ejemplo 2: bioactividad de ARNm desnudo en explantes de tendones de diferentes especies. Se inyect6 ARNm de
FFL modificado (25% de 2-tiouridina, 25% de 5-metilcitidina) en explantes de tendén derivados de ratas, ganado,
oveja, caballos y cerdos. Se inyectaron 30 ng (tendones de rata), 50 ug (tendones bovinos, ovinos y porcinos) o
100 nug (tendones equinos y ovinos) de ARNm de FFL modificado. Los resultados se muestran en la figura 2. Se
observé expresion de luciferasa en todas las especies diferentes que se habian sometido a prueba.

Ejemplo 3: cinética de expresion de diferente ARNm en diferentes dosis.

Se disolvieron 200 ng, 100 pg, 50 ug, 25 pg y 12,5 ng de ARNm de FFL modificado (25% de 2-tiouridina, 25% de 5-
metilcitidina) en 250 pl de solucién salina isotonica. Se midié la bioluminiscencia en determinados puntos de tiempo
(24 h, 48 h, 72 h, 168 h). Los resultados se muestran en la figura 3. La expresion mas alta de cada dosis sometida a
prueba se detecté después de 24 horas después de la transfeccién. La expresion disminuyd durante 7 dias después
de la transfeccion.

Ejemplo 4: comparacién de diferentes disolventes usados para inyeccion de ARNm desnudo en explantes de
tendones.

Se disolvieron 50 ug de ARNm de FFL modificado (25% de 2-tiouridina, 25% de 5-metilcitidina) en 200 pl
(c=0,25 mg/ml) de diferentes disolventes y se inyectaron en cinco explantes de tendones por grupo. Los resultados
se muestran en la figura 4. Los niveles de bioluminiscencia mas altos después de 24 horas se detectaron cuando se
disolvi6 ARNm de FFL modificado en solucién salina en comparacion con otras disoluciones. También se observo
expresion significativa en acetato de Ringer o lactato de Ringer.

Ejemplo 5: comparacion de ARNm de FFL modificado disuelto en solucion salina isotdnica, agua para inyeccion y
glucosa tamponada con HEPES (HBG 1x).

Se disolvieron 50 ng de ARNm de FFL modificado (25% de 2-tiouridina, 25% de 5-metilcitidina) en 100 pl (c=0,5
mg/ml) de HBG pH 7,4 (1x; HEPES 25mM, glucosa al 5%), solucién salina isoténica y agua para inyecciéon (WFI) y
se inyectaron en ocho explantes de tenddn bovino. La expresiéon fue mas alta en glucosa tamponada con HEPES.
Los resultados se muestran en la figura 5. Después de 24 horas, los niveles de bioluminiscencia fueron 6,3 veces
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mayores que cuando se disolvi6 ARNm de FFL modificado en HBG pH 7,4 (1x) en comparacién con ARNm de FFL
modificado disuelto en solucién salina isotdnica y 7,8 veces mayor en comparacion con ARNm de FFL modificado
disuelto en WFI. Después de 48 horas, la expresion fue 9 veces mayor usando HBG pH 7,4 (1x) en comparacién con
solucion salina isoténica y 11 veces mayor en comparacion con WFI.

Ejemplo 6: comparacion de diferentes concentraciones de HBG.

Se disolvieron 50 ng de ARNm de FFL modificado (25% de 2-tiouridina, 25% de 5-metilcitidina) en 100 pl
(c=0,5 mg/ml) de 0,5x, 0,75x, 1x o 2x HBG concentrada pH 7,4 y se inyectd en cinco explantes de tendén bovino.
Los resultados se muestran en la figura 6. HBG 1x concentrada dio como resultado una expresion 17,7 veces mayor
en comparacion con 0,5x, 1,4 veces mayor en comparacion con 0,75x y 7,3 veces mayor en comparacién con 2x
después de 24 horas y una expresion 10,4 veces mayor en comparacion con 0,75x después de 48 horas.

Ejemplo 7: comparacion de diferentes cantidades de ARNm de FFL modificado.

Se disolvieron 50 pug y 100 pg de ARNm de FFL modificado (25% de 2-tiouridina, 25% de 5-metilcitidina) en 100 pl
de HBG pH 7,4 (1x) y se inyectaron en explantes de tenddn ovino. Los resultados se muestran en la figura 7. 100 pg
de ARNm modificado dieron como resultado una expresion 3 veces mayor después de 24 horas, una expresion 3,2
veces mayor después de 48 horas y una expresion 1,2 veces mayor después de 72 horas en comparaciéon con 50 ug
de ARNm. Por tanto, la expresion de luciferasa expresion es dependiente de la dosis.

Ejemplo 8: comparacién de diferentes concentraciones de ARNm.

Se disolvieron 50 ng de ARNm de FFL modificado (25% de 2-tiouridina, 25% de 5-metilcitidina) en 100 pl
(c=0,5 mg/ml) y en 200 pl (¢=0,25 mg/ml) de HBG pH 7,4 (1x) y se inyectaron en explantes de tendén bovino. Los
resultados se muestran en la figura 8. El aumento de la concentracion de ARNm ¢=0,5 mg/ml dio como resultado
una expresion 5,1 veces mayor después de 24 horas y una expresion 21,2 veces mayor después de 48 horas en
comparacion con la concentracion de ARNm mas baja de c=0,25 mg/ml.

Ejemplo 9: comparacion de diferentes tamafios de aguja que se usaron para la inyeccion en explantes de tendon
ovino.

Se realiz6 la inyeccién con agujas 21G, 23G, 26G, 27G o 30G. Los resultados se muestran en la figura 9. La
expresion mas alta se produjo cuando se inyectaron 100 ng (0,25 mg/ml) de ARNm de FFL modificado usando una
aguja 23G. También se detectd una expresion alta con una aguja 30G en tendones de ratas.

El siguiente ejemplo 10 representa los experimentos in vivo.

Ejemplo 10: expresion de luciferasa en tendones ovinos intactos y dafiados.
Metodologia de experimentos in vivo

Induccion de defectos en tendones

Se inyectaron 500, 200 o 100 UDC (unidades de digestion de colageno) de colagenasa tipo 1A en los tendones
flexores digitales profundos (extremidad trasera) de ovejas merinas hembra maduras. La inyeccién se realizé bajo
guia ecogréfica.

Transfeccion in vivo y extraccion de tendones

Seis dias después de la inyeccion de colagenasa, se inyectdé ARNm de FFL modificado (25% de 2-tiouridina, 25% de
5-metilcitidina) diluido en HBG pH 7,4 (1x) en tendones flexores digitales profundos sanos y dafiados. Se aplico
ARNm de FFL modificado (250 pg) en dos inyecciones individuales de 150 ul (proximal y distal al defecto) bajo guia
ecografica.

Al dia siguiente, se extrajeron los tendones en el plazo de una hora después de la eutanasia. Se retird el tejido
conjuntivo y la vaina del tendén.

Medicion de bioluminiscencia

Se incubaron inmediatamente los tendones extraidos en disolucién de D-luciferina (100 pg D-luciferina/ml PBS (1x))
a 37°C y el 5% de CO; durante una hora antes de realizarse la obtencion de imagenes de bioluminiscencia usando
un sistema de obtencion de imagenes Xenogen IVIS In-Vivo Sistema 100 (Caliper Life Science, EE.UU.)

La medicion se realizé en el campo de visién A con alta sensibilidad (agrupacion 16) y un tiempo de exposicién de 1
minuto. Para el analisis se uso el software Living Image® 2.50.

Los resultados se muestran en la figura 10 a a d. La expresion de luciferasa se detectd en tendones intactos y en
tendones dafados leve, moderada e incluso gravemente.
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Ejemplo 11: expresion de LacZ en tendones ovinos.

Se les inyecto6 a los explantes de tendén 100 ug de ARN de LacZ modificado disuelto en 250 pul de solucién salina
isotonica. La tincion con LacZ se realizé 24 horas después de la inyeccion. La escision del sustrato Xgal da como
resultado un precipitado azul. Se usaron explantes de tenddn ovino sin tratar como controles. Los resultados se
muestran en la figura 11A a D.

Ejemplo 12: expresion de BMP-7 en tendones de rata.

Se inyectaron tendones de Aquiles de rata con 30 ug de ARNm de BMP-7 modificado quimicamente (25% de 2-
tiouridina, 25% de 5-metilcitidina; SEQ ID NO. 3) disuelto en 40 pl de glucosa tamponada con HEPES concentrada
1x (HBG, HEPES 25 mM, glucosa al 5% m/v) pH 7,4. Después de 24 horas de incubacién, los tendones se
incrustaron en Tissue-Tek, se ultracongelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C. Se realizé la
crioseccion y la inmunohistoquimica de BMP-7. Los resultados se muestran en la figura a12 Ay B.

Ejemplo 13: obtencién de imagenes de ARNm marcado de manera radioisotépica

Se inyect6 ARNm marcado con 1'?® en tendon porcino (Pierce lodination Tubes). Se realizé la medicién con 1x1
agrupacion, FOV 10 y un tiempo de exposicion de 1 min usando un sistema de rayos X In-Vivo Xtreme Bl 4MP
(Bruker) 30 min después de la inyeccion. Los resultados se muestran en la figura 13.

Materiales y métodos adicionales (especialmente relacionados con los ejemplos 14 a 18)
Transfeccion ex vivo, cultivo y obtencion de imagenes de bioluminiscencia

Tendones flexores digitales profundos (DDFT) derivados de caballos, ganado, oveja o cerdos y tendones de Aquiles
derivados de ratas. Se extrajeron los tendones en el plazo de una hora después de haberse eutanasiado (caballos,
oveja, ratas) o sacrificado (cerdos y ganado) los animales y se aclararon dos veces en solucion salina tamponada
con fosfato de Dulbecco (DPBS) enfriada con hielo (Life Technologies GmbH Darmstadt, Alemania) que contenia
penicilina/estreptomicina al 1% (PAA Laboratories GmbH Pasching, Austria). Se diluyd ARNm modificado
quimicamente desnudo que codifica para_luciferasa (ARNmg-"C), B-galactosidasa (ARNmg-**) o proteina
morfogenética 6sea humana 7 (ARNmg®™™ " (25% de 2-tiouridina, 25% de 5-metilcitidina); SEQ ID NO. 3) en
diferentes disolventes y diferentes concentraciones. La inyeccion de ARNmq se realizé en direccion paralela a las
fibras del tendéon usando agujas 23G (Sterican, B.Braun Melsungen AG, Alemania) y jeringas Injekt-F de 1 ml
(B.Braun Melsungen AG, Alemania) para los tendones principales y jeringas de insulina 30G (BD Micro-Fine, Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, EE.UU.) para los tendones de Aquiles de rata. Se diluyé el ARquLUC en
diferentes disolventes y se preparé usando disoluciones disponibles comercialmente y productos quimicos de
laboratorio convencionales (tabla 2). Se ajustd la glucosa tamponada con Hepes (HBG) (Sigma-Aldrich Chemie
Schnelldorf, Alemania) a pH 7,4 y se preparé en cuatro concentraciones diferentes, concretamente el 2,5%, el
3,75%, el 5% y el 10%. El ARNmq-*** y el ARNmq®*" se prepararon en solucion salina solo. Se preparé6 ARNmg-"¢
complejado usando Dreamfect™ Gold (OZ Biosciences Marsella, Francia) tal como recomienda el fabricante (10 ug
de ARqu"UC/4O ul de Dreamfect™ Gold) y usando polietilenimina ramificada (brPEI) 25kDa (Sigma-Aldrich
Schnelldorf, Alemania) en una razén N/P de 1:10 usando 25 ng de ARquLUC.

La muestra de tendon transfectado se almacend en matraces de cultivo de tejidos T75 (TPP Trasadingen, Suiza) en
50 ml de medio DMEM (1X) + GlutaMAX (Life Technologies Darmstadt, Alemania) que contenia
penicilina/estreptomicina al 1% (PAA Laboratories GmbH Pasching, Austria), nistatina al 2% (Sigma-Aldrich Chemie
Schnelldorf, Alemania) y FBS al 10% (Life Technologies Darmstadt, Alemania) a 37°C y el 5% de CO:
inmediatamente después de la inyeccién de ARNm.

La obtencién de imagenes de bioluminiscencia (BLI) se realizé en determinados puntos de tiempo, concretamente
24, 48 y 72 horas después de la transfeccion, usando un sistema de obtencion de imagenes Xenogen VIS In-Vivo
100 (Caliper Life Science, EE.UU.). Se afadi6 sustrato de D-luciferina (S039, SYNCHEM, Felsberg/Altenburg,
Alemania) diluido en PBS de Dulbecco (1X) a los matraces de cultivo celular (100 ug de D-luciferina/ml de medio)
una hora antes de la medicion de la actividad de luciferasa. La medicion se realizd en el campo de visiéon A con alta
sensibilidad (agrupacién 16) y un tiempo de exposicion de un minuto. Para el analisis de datos se utilizé el software
Living Image® 2.50.

Procesamiento histolégico de explantes de tendones cultivados ex vivo

Se realizo6 la tincion para determinar la actividad de B-galactosidasa 24 horas después de que inyectara el ARNmq
correspondiente segun el protocolo de Dai et al. (Journal of orthopaedic research: official publication of the
Orthopaedic Research Society. 2003;21:604-9). Se fij6 la muestra de tendon sobre hielo durante 30 minutos en
glutardialdehido al 0,5% (Carl Roth Karlsruhe, Alemania) y cloruro de magnesio hexahidratado 2 mM (Carl Roth
Karlsruhe) en DPBS, se ajusté a pH 7,4 y se lavé posteriormente dos veces en tampon de aclarado (HEPES
100 mM, DTT 5 mM (ditiotreitol, Sigma-Aldrich Chemie Schnelldorf, Alemania), MgSO4 1 mM (sulfato de magnesio
heptahidratado, Carl Roth Karlsruhe), Triton X-100 al 2% (Carl Roth Karlsruhe), pH 8,0) a temperatura ambiente
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durante 30 minutos y luego se aclaré a 50°C durante una hora. Posteriormente, se incubé la muestra de tendén en
disolucion de tincion con X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolilo 1 mg/ml, Sigma-Aldrich Chemie), MgCl, 2 mM,
KsFe(CN)s 5 mM (ferricianuro(lll) de potasio, Carl Roth Karlsruhe), KsFe(CN)s 5 mM (hexacianoferrato(ll) de potasio
trinidratado, Carl Roth Karlsruhe) en DPBS, pH 7,4) durante la noche en una incubadora sin CO,. Finalmente, se
fiajron los tendones en formaldehido al 4% (Roti Histofix, Carl Roth Karlsruhe), se deshidrataron, se incrustaron en
parafina y se contratifieron para hematoxilina.

Para determinar la inmunohistoquimica (IHC) de BMP-7, se incrustaron los tendones en compuesto Tissue-Tek®
O.C.T.™ (Sakura Finetek Staufen, Alemania), se ultracongelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C. Un
laboratorio externo prepard las criosecciones y realizd la inmunohistoquimica (Sophistolab AG Muttenz, Suiza)
usando un anticuerpo policlonal de conejo BMP-7 (ab56023, abcam plc Cambridge, R.U.) como anticuerpo primario.

Estudios in vivo en tendones de Aquiles de rata intactos y lesionados

Todos los experimentos fueron aprobados por el comité de ética local para experimentos con animales y se
adhirieron a las pautas internacionales para el cuidado y tratamiento de animales de laboratorio. Se alojaron en
grupo ratas Sprague Dawley hembra (4 meses de edad, peso corporal entre 300 g y 340 g, Janvier Labs Saint-
Berthevin, Francia) bajo un circulo de luz-oscuridad de 12:12 h con comida y agua a demanda. Se usaron 16 ratas
para determinar la cinética de la proteina indicadora de luciferasa en tendones de Aquiles intactos y se usaron 24
ratas para someter a prueba el potencial terapéutico de BMP-7 en tendones de Aquiles lesionados.

Para determinar la expresion de la proteina indicadora de luciferasa en tendones de Aquiles de rata intactos, se
anestesio a los animales mediante inhalacion de isoflurano con aire y O, como gases portadores (isoflurano al 3-5%
en volumen en una camara de inhalacion para induccion seguido por el 1,5-2,5% en volumen usando una mascara
de inhalaciéon para mantenimiento). Luego se inyectaron diferentes dosis de ARqu"UC (0, 10, 20, 40 pg; 10 ul de
volumen de dosis) en el tendon de Aquiles derecho (n = 4 ratas/grupo de dosis). En el dia 1, 2 y 7 después de la
inyeccion de ARquLUC in vivo se realizd la obtencién de imagenes de bioluminiscencia usando Photon Imager™
(Biospace Lab Nesles la Vallée, Francia). La BLI se realizé6 15 minutos después de la administracion por via
intraperitoneal del sustrato de D-Luciferina (L-8220 disuelto en solucién salina al 0,9%, Biosynth Staad, Suiza)
(150 mg/kg, 5 ml/kg). Las imagenes se adquirieron usando 10 minutos de tiempo de integracion. No se usé ningun
filtro. La cuantificacion se realizé usando una region de interés definida manualmente (tendén de Aquiles) y los
resultados se expresaron como recuentos totales. Se uso el software M>Vision (Biospace Lab, Nesles la Vallée,
Francia) para el analisis de los datos. En el dia 7, las ratas se sacrificaron con CO,, se explantaron inmediatamente
los tendones de Aquiles y se midié de nuevo la actividad de luciferasa en explantes de tendén.

Se aplico directamente ARquBMP'7 terapéutico (25% de 2-tiouridina, 25% de 5-metilcitidina; SEQ ID NO. 3) en los
tendones de Aquiles lesionados, es decir, disecados y reparados quirdrgicamente para investigar la influencia sobre
la cicatrizacion temprana del tendén. Antes de la cirugia, las ratas recibieron una inyeccién subcutanea (sc.) de 0,05
mg/kg de buprenorfina (Temgesic®, Reckitt Benckiser Wallisellen, Suiza). La cirugia se realizé bajo anestesia por
inhalacién tal como se describi6 anteriormente. La pata izquierda se prepard para una cirugia aséptica y luego se fijo
en un soporte hecho a medida para estabilizar el tobillo en una posicion de 90° con la pata hacia abajo. Se hizo una
incision por encima del tenddon de Aquiles izquierdo. Se expuso el tendén de Aquiles superficial y se diseco
completamente en la porcién media entre el lado calcaneo y la insercidon del musculo. El tenddn del musculo plantar
quedd intacto. Luego se realizé6 una anastomosis de extremo a extremo de los mufiones del tendén de Aquiles
aplicando una sutura con patrén en triple polea usando un filamento monofilamento no absorbible (Prolene® 5-0,
aguja de corte inverso 3/8 P3, Ethicon, Johnson & Johnson Medical, Norderstedt, Alemania). Posteriormente, el
ARquBMP'7 (100 ng;) o vehiculo se administré por via intratendinosa proximal y distal a la anastomosis con un
volumen de dosis por sitio de inyeccion de 5 pl (jeringas de insulina 30G BD Micro-Fine, Becton, Dickenson and
Company, Franklin Lakes, EE. UU.). Luego se cerraron la capa subcutanea y la piel mediante una técnica de sutura
continua con una sutura intracutanea interrumpida usando un hilo sintético absorbible (Safi® 6-0, B. Braun
Melsungen AG, Alemania). Luego se dejoé que los animales se despertaran sobre una almohadilla térmica para
ayudar a que volvieran a la temperatura corporal normal. Se volvié a administrar buprenorfina cada 8-12 h después
de la cirugia durante un maximo de dos dias.

En el dia 1, 2 y 7 después de la cirugia cada 4 ratas tratadas con ARquBMP'7 y 4 ratas tratadas con vehiculo se

sacrificaron con CO; y se explantaron tanto los tendones de Aquiles contralaterales lesionados como los intactos.
Los tendones de Aquiles se fijaron durante la noche en paraformaldehido al 4% (Sigma-Aldrich Chemie Buchs,
Suiza), se deshidrataron con una serie de etanol ascendente y se incrustaron en parafina (Paraplast Xtra, Leica
Wetzlar, Alemania). Para determinar la inmunohistoquimica se usaron anticuerpo anti-BMP-7 (ab56023, abcam plc
Cambridge, R.U), anticuerpo policlonal anticoldgeno | (ab 34710, abcam plc Cambridge, R.U.) y anticuerpo policlonal
anticolageno Il (ab7778, abcam plc Cambridge, R.U.) como anticuerpos primarios. Como anticuerpos secundarios
se usaron anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo biotinilado (BA-1000, Vector Laboratories, Peterborough, R.U.). Se
indujo la tincion por la actividad de peroxidasa (marcada con biotina). Las secciones se contratifieron con
hematoxilina (VWR International, Dietikon, Suiza). La tincion con DAB en imagenes microscépicas se establecio
como umbral y se evaluaron los valores medios de gris de los pixeles positivos. El analisis se realizé con Fiji/lmage J
version 1.49k.
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Estudios in vivo en un modelo ovino lesién aguda de tendon

Todos los experimentos fueron aprobados por el comité de ética local para experimentos con animales y se
adhirieron a las pautas internacionales para el cuidado y tratamiento de animales de laboratorio. Para experimentos
con animales grandes, se alojaron en grupo nueve ovejas merinas maduras hembra, de 4 a 7 afios de edad, con un
peso de entre 72 kg y 87 kg, bajo un circulo de luz-oscuridad de 12:12 h. Se proporcioné heno y agua a demanda.
Todos los animales grandes no tenian evidencia clinica o ecografica de lesién del tendon.

Para la induccidon de defectos tendinosos se eligi® un modelo de gel de colagenasa (Watts, Equine veterinary
journal. 2012;44:576-86; Smith, Equine veterinary journal. 2014;46:4-9). El area del metatarso de ambas
extremidades traseras se recortd, se afeitd y se prepard asépticamente antes de inyectarse 500, 200 o 100 unidades
de digestion de colageno (UDC) de colagenasa tipo 1A (de Clostridium histolyticum C0130, Sigma-Aldrich Chemie
Schnelldorf, Alemania) en el tendon flexor digital profundo (DDFT) de la extremidad trasera izquierda. La colagenasa
se diluyé en PBS de Dulbecco (1X), se esterilizd por filtracion y se combind con 50 ul de disolucion de trombina
(componente 2, Tissucol Duo S Immuno, Baxter Unterschleiheim, Alemania). La inyeccién se realizé con un acceso
lateral en el area media del tarso bajo guia ecografica (Mindray DP 50 vet; Sonoring Schmitt-Haverkamp, Alemania)
usando una aguja de calibre 23 y un sistema Duploject (Baxter Alemania) en el que la disolucion de colagenasa-
trombina se combiné con 50 pl de disoluciéon de fibrindgeno (componente 1, Tissucol Duo S Immuno, Baxter
Alemania) durante la inyeccién. La figura 18 muestra una ecografia longitudinal de la extremidad trasera de una
oveja mientras se insertaba la aguja en el DDFT justo antes de que se realizara la inyeccion. Asegurandose de que
se habia completado el proceso de formacion del gel, no se retird la aguja hasta que pasaron 30 segundos después
de la inyeccion. Se aplicé una sutura en la que se inserto la aguja.

Se administraron antibidticos (Veracin® compositum 3 ml/50 kg, Albrecht, Aulendorf, Alemania) por via intramuscular
cada dos dias durante cinco dias. Se aplicaron 0,3 mg de clorhidrato de buprenorfina (Buprenovet® multidosis
0,3 mg/ml, Bayer HealthCare, Leverkusen, Alemania) por via subcutanea cada doce horas durante dos dias y
ketoprofeno 3 mg/kg (Romefen® PR al 10%, Merial, Hallbergmoos, Alemania) cada veinticuatro horas durante cinco
dias como analgésicos. Dos veterinarios realizaron ecografias frecuentes y un examen clinico diario. Se us6 un
ecografo portatil Mindray DP 50 vet (Sonoring Schmitt-Haverkamp, Alemania) con una sonda lineal (5-12 MHz). Las
ecografias se realizaron con la oveja soportando peso sobre la pata examinada. Se midi6 el diametro del DDFT en el
area media del tarso, 2 cm por debajo de la sutura aplicada. El grosor externo se midi6 de medial a lateral en la
misma area del tarso medio utilizando un compas calibrador digital en el grupo tratado con 100 UDC.

Seis dias después de la inyeccion de colagenasa, se inyecto ARquLUC diluido en HBG al 5% en tendones flexores
digitales profundos sanos y dafiados de ambas extremidades traseras. El procedimiento se realizé nuevamente bajo
anestesia general. El ARquLUC se aplico en dos inyecciones individuales de 100 pg (grupo de 500 UDC, n = 2),
200 pg (grupo de 200 UDC, n = 2) o 250 pg (grupo de 100 UDC, n = 2) de ARNmq (area proximal y distal del
defecto) bajo guia ecografica. Se aspiré algo de aire en la jeringa y se inyectd al final de la inyeccion para
asegurarse de que la jeringa y la aguja se vaciaron por completo. Se administré ketoprofeno 3 mg/kg (Romefen® PR
10%) por via intravenosa durante la anestesia.

Al dia siguiente, las ovejas se eutanasiaron mediante una sobredosis intravenosa de pentobarbital (Euthadorm®,
CP-Pharma, Burgdorf, Alemania) y se extrajeron los tendones una hora después de la eutanasia. Se extrajo el tejido
conjuntivo y la vaina del tenddn. Los tendones extraidos se incubaron inmediatamente en disolucion de D-luciferina
(100 pg de D-luciferina/ml de PBS (1x)) a 37°C y el 5% de CO; durante una hora antes de que se realizara la
obtencion de imagenes de bioluminiscencia usando un sistema de obtencion de imagenes Xenogen IVIS in vivo 100
(Caliper Life Science, EE.UU.). La medicion se realizé en el campo de vision A con alta sensibilidad (agrupacion 16)
y un tiempo de exposicién de un minuto. Para el analisis se uso el software Living Image® 2.50. Los tendones se
fijaron en paraformaldehido al 4% durante 24 horas, se deshidrataron con una serie ascendente de etanol y se
incrustaron en parafina. En tendones intactos, se eligieron cinco partes del area inyectada con ARquLUC, asi como
las partes 3 cm proximal y distal al sitio de inyeccién. En los tendones lesionados se seleccionaron areas centrales y
periféricas del defecto. Se tifieron secciones de 3 um con hematoxilina y eosina para el examen histopatoldgico.

Se extrajo sangre el dia 0, el dia 6 (antes de la aplicacién del ARNm) y el dia 7 (antes de la eutanasia) y un
laboratorio veterinario externo analizé el hemograma completo, asi como los valores de las pruebas de higado y
rifidn.

Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism 5. Los resultados se presentan como la media +
EEM, con n igual al niumero de muestras por grupo. Las diferencias entre grupos se analizaron para determinar la
significacion usando la prueba de la U de Mann Whitney, con significacion alcanzada a p < 0,05. Los resultados en la
figura 17G, H y tab. 3 se presentan como la media + DE.

Ejemplo 14: la inyeccion de ARNmq desnudo da como resultado una alta expresion de proteinas en explantes de
tendones
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Se inyectd6 ARNm desnudo disuelto en soluciéon salina en explantes de tendones para investigar si los ARN
mensajeros modificados quimicamente podian transfectar el tejido de tendones dando como resultado asi la
expresion de proteina(s) terapéutica(s). Un experimento inicial ex vivo se reallzo en tendones porcinos explantados.
Se transfect6 tejido de tendones mediante inyeccion directa de ARqu © tras lo que, se incubaron los explantes
(24 horas, 37°C, el 5% de COy) y posteriormente se midi6 la actividad de Iumferasa Usando esta metodologia, se
detectd la expresion de luciferasa en una muestra inyectada con ARqu , pero no en los tendones de control sin
tratar o en los tendones inyectados sélo con solucion salina. Basandose en estos hallazgos prometedores, se
realizaron experimentos adicionales en explantes de diferentes especies animales para investigar si el concepto de
transfeccion ex vivo podria aplicarse con éxito a mas mamiferos. Curiosamente, ademas de la expresion en
explantes de tenddn porcino, la inyeccion de ARqu © desnudo dio como resultado también una expresion distinta
de luciferasa en tendones explantados de oveja, ganado, caballos y ratas (figura 14A). En particular, los patrones de
expresion revelaron una distribucién particular con la actividad de luciferasa mas alta en el sitio de inyeccion y una
distribucién delgada en forma de tubo dentro de todo el explante.

En un siguiente conjunto de experimentos, la expresion de Cpendiente de la dosis de luciferasa podria demostrarse en
tendones porcinos después de la inyeccién de ARqu (figura 14B). La expresion de luciferasa se correlamono
directamente con la cantidad de ARNm inyectado y fue 10 veces mayor en una cantidad usada de ARqu C de
200 ng en comparaciéon con 25 ng (figura 14B). Para identificar las células transfectadas, se inyect6 ARNmq que
codifica la B-galactosidasa en explantes de tenddn porcino y se tifieron tejidos para determinar la actividad p-gal a
las 24 horas después de la incubacion. De manera similar a la expresiéon de luciferasa, la mayor parte de la
expresion de B-gal se localizé tanto en los tenocitos como en las células del tejido conjuntivo cerca del sitio de
inyeccion (figuras 14D, 14F). En los tendones de control inyectados con ARNmg-““ no pudo observarse tincion de p-
gal positiva (figuras 14E, 14G).

Los resultados alentadores con genes indicadores (luciferasa y [-galactosidasa) nos llevaron a investigar la
aplicabilidad de esta tecnologia para producir proteinas terapéuticas. Se seleccioné BMP-7 humana como diana
terapéutica, ya que recientemente se ha discutido su potencial para aumentar los procesos de cicatrizacion debido a
los efectos estimulantes sobre los tenocitos (Yeh, Journal of celular biochemistry. 2008;104:2107-22; Pauly, Journal
of shoulder and elbow surgery/American Shoulder and Elbow Surgeons. 2012;21:464-73). Ademas los experimentos
in vivo estaban destinados a realizarse en ratas, por tanto se inyecté ARNmq que codifica para BMP-7 humana en
tendones de Aquiles de rata y se realizé la inmunohistoquimica (IHC) de BMP-7 después de un periodo de cultivo de
24 horas. Usando esta metodologia, se encontraron sefiales positivas para BMP-7 en paredes vasculares, tejido
conjuntivo y tenocitos en una muestra de tendén transfectada con BMP-7 (figuras 14H, J). De hecho, la muestra de
control también mostrd ser ligeramente positiva, pero simplemente en las paredes vasculares (figuras 141, K).

Ejemplo 15: la glucosa mejora, los aminoacidos alteran la expresién de luciferasa en explantes de tendones

Como los experimentos iniciales mostraron la expresion mas fuerte en el tejido de tendones bovino, se continué
utilizando explantes de tenddn bovino para experimentos adicionales. Al investigar la cinética de expresion, se
observo la expresion maxima después de 24 horas y una clara disminucion (2 veces) después de 48 horas. A las 72
horas después de la inyeccion, la expresion de luciferasa se redujo a niveles casi previos (figura 15A).

Se investigé adicionalmente si la transfeccion del tendén y la expresion transgénica podrian potenciarse
adicionalmente a través del uso de diferentes disoluciones de laboratorio convencionales y/o disponibles
comercialmente que contienen aminodcidos, electrolitos y/o azucares. Se planteé la hipétesis de que (1) los
gradientes osmoticos pueden aumentar el influjo de electrolitos intracelulares y, por tanto, la captacion intracelular de
ARNmgq, (2) proporcionar a las células aminoacidos adicionales puede mejorar la traduccion de ARNmgq, (3)
precipitar ARNm con acetato de amonio puede producir un “efecto de depdsito”, lo que permite una expresion a
relativamente largo plazo. Ademas, se usaron disoluciones coloidales para someter a prueba la influencia de
moléculas grandes sobre la transfeccion del tejido de tendones. Como los niveles de expresion mas altos se
observaron 24 horas después de la inyeccion de ARquL C este punto de tiempo se selecciondé para la
comparacioén de diferentes disolventes.

De hecho, los resultados revelan una fuerte influencia del disolvente/electrolito usado sobre la expresion de
luciferasa resultante. Este efecto fue mas prominente cuando se compararon disoluciones que contenian electrolitos
y/o glucosa con disoluciones que contenian aminoacidos (figura 15B). De manera notable, la disolucion que contiene
glucosa tal como el tampén HEPES que contiene glucosa al 5% (HBG al 5%) dio como resultado la expresion de
luciferasa mas alta en comparacién con la solucién salina (15 veces, P < 0,05) o la disolucidon que contiene
aminoacidos (57 veces en comparacion con Aminosteril plus, p <0,05). El ARquLUC en disolucion de acetato de
amonio suprimié completamente la expresion de luciferasa. Razonamiento, si la concentracion de glucosa influye en
la eficacia de la transfeccion, la expresién més alta de luciferasa se observo a una concentracion de glucosa del 5%
y que disminuyé varias veces cuando la concentracién de glucosa aumentd (20 veces menos) o disminuyd (50
veces) (figura 15 C). Para verificar que estos hallazgos fueran transferibles a otras especies, se continuaron los
experimentos en tendones porcinos. Se examind ademas si mezclar glucosa y solucidon salina puede mejorar
adicionalmente la eficacia de la transfeccion. Mezclar glucosa al 5% con solucion salina (NaCl + gluc. al 5%) no
afectd la expresion de luciferasa en comparacion con la disolucién de HBG al 5% (figura 15D).
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Dado que la aplicacion de ARNm se usé recientemente para reallzarla oon ARNm formulado en sistemas de
portadores, se examind ademas la eficacia de transfecmon del ARqu complejado con portadores lipidicos y
poliméricos en diferentes especies. Curiosamente, ARqu complejado con DreamFect Gold dio como resultado
niveles de expresion soélo comparables a la muestra p/t. Ademas, la expresién de luciferasa fue 22 veces menor en
los tendones tratados con ARqu complejado con brPEI en comparacion con ARqu C disuelto en solucion
salina.

Ejemplo 16: el ARNm modificado quimicamente desnudo transfecta de manera eficaz tendones de Aquiles de rata
intactos in vivo

Para someter a prueba la traduccion de los hallazgos ex vivo, se inyecto ARquLUC in vivo disuelto en la disolucién
de mejor rendimiento (HBG que contiene glucosa al 5%, ajustado a un pH de 7,4) en los tendones de Aquiles de
ratas en 4 dosis diferentes (40, 20, 10 y 0 in vivo g). La expresién de la proteina de luciferasa se midié6 mediante BLI
in vivo 1, 2 y 7 dias después de la inyeccion (figura 16A). La expresion de luciferasa dependiente de la dosis también
se observé en tendones de Aquiles de rata in vivo y la cinética de expresion fue comparable con los datos ex vivo en
tendones porcinos (figura 14B) y tendones bovinos (figura 15A). La expresién mas alta se observo 24 horas después
de la inyeccion de ARNmq que disminuyé con el tiempo hasta niveles extremadamente bajos pero detectables el dia
7 (figura 16B).

Ejemplo 17: ARNmgBMP-7 afecta de manera positiva a la cicatrizacion temprana en tendones de Aquiles de rata
lesionados in vivo

Se investigd el potencial terapéutico de la BMP-7 humana en ratas sobre la curacion de los tendones de Aquiles
disecados y reparados quirurgicamente. El examen histolégico de la cicatrizacion de los tendones de Aquiles se
realizé 1, 2 y 7 dias después de la cirugia e inyeccién de ARNm BMP-7 (25% de 2-tiouridina, 25% de 5-metilcitidina;
SEQ ID NO. 3) o vehiculo (HBG al 5%).

Las muestras de tendones se tifieron para detectar BMP-7 usando inmunohistoquimica (IHC) para evaluar si la
inyeccion de ARNm®MP7 indujo la expresion de proteinas terapéuticas. En comparacién con los tendones de Aquiles
contralaterales intactos sin tratar, la expresion de BMP-7 aument6 en todos los tendones que se sometieron a un
procedimiento quirtirgico desde el dia 1 hasta el final del estudio en el dia 7, sin importar si recibieron ARNmg®""”’ o
vehiculo. Sin embargo, los niveles de expresion de BMP-7 fueron mayores durante todo el periodo experimental en
tendones tratados con ARNmq BMP-T en comparacion con tendones tratados con vehiculo (figura 16C).

En el dia 1 después de la cirugia, el examen histopatolégico del tendon de Aquiles lesionado reveld una reaccion
inflamatoria con inmigracién de granulocitos y areas mas o menos necréticas con o sin hematoma en ambos grupos.
Se observd un aumento de la actividad mitética de los tenocitos y fibroblastos en ambos grupos, de hecho mas
distinto en los animales tratados con ARNmq BMP7 En el dia 2 después de la cirugia, fue evidente un aumento
comparable de la inflamacion y la proliferacion tlsular en ambos grupos. En el dia 7 después de la cirugia fue
evidente un progreso proliferativo adicional, sin embargo, todas las muestras presentaron tejido fibroso en forma de
puente en la region de anastomosis (figuras 16D, E).

El analisis de IHC para colageno tipo | revelé una ligera disminucién en la expresion desde el dia 1 hasta el dia 2 en
los tendones tratados con vehiculo, mientras que la intensidad media en los tendones tratados con ARNmq BMP-7
permaneci6 estable. La disminucion fue seguida por un aumento muy leve hasta el dia 7 en ambos grupos. En el dia
2 y el dia 7, la intensidad del colageno tipo |, por tanto, fue mayor en los tendones tratados con ARqu MPT en
comparacion con los tendones tratados sélo con vehiculo (figura 16E). Por el contrario, la expresion de colageno tipo
1l disminuy6 desde el dia 1 hasta el dia 2 en ambos grupos, pero mas distinta en el grupo de ARNmq®"*’, seguido
por un aumento pronunciado en el grupo de vehiculo desde el dia 2 hasta el dia 7. En el dia 7, la |nten3|dad de la
sefial para el colageno tipo lll fue considerablemente menor en los tendones tratados con ARNmq BMP-7 que en los
tendones tratados con vehiculo (p = 0,057) (flgura 16F) Ademas, las razones de colageno tipo | con respecto a
colageno tipo Il de tendones tratados con ARNmq BMPT fueron mayores el dia 2 y el dia 7 en comparacion con el
grupo de vehiculo (figura 16G).

Ejemplo: 18: ARNmq desnudo transfecta de manera eficaz tendones lesionados e intactos en grandes animales in
vivo

La tendinopatia se caracteriza por desorganizacion de la matriz, hipercelularidad, desorientacion de las fibras y
crecimiento infiltrante vascular. Como estas condiciones no pueden compararse con las de los tendones intactos o
lesionados quirdrgicamente, debe investigarse la capacidad del ARNmq de transfectar tendones en un modelo
animal grande de tendinopatia. Por tanto, se inyectd gel de colagenasa en tres dosis diferentes (100 UDC, 200 UDC,
500 UDC) en el tenddn flexor digital profundo (DDFT) izquierdo de ovejas ancianas anestesiadas para generar un
defecto con fallo parcial, que se asemeja a las caracteristicas clinicas de las etapas preliminares de las
tendinopatias. en humanos y caballos. El examen clinico y la ecografia posteriores se realizé en diferentes puntos
de tiempo (figuras 17A-F). Ademas, la ecografia revel6 una falta de homogeneidad creciente en todos los grupos. El
diametro de los DDFT tratados con 100 UDC aumenté 1,57 veces desde 0,44 cm + 0,030 cm hasta 0,69 cm + 0,126
cm en el plazo de 2 dias y hasta 0,74 cm £ 0,150 cm en el dia 7 (figura 17G). El diametro de los DDFT de las ovejas
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tratadas con 200 UDC y 500 UDC aumentd aun mas, con un tamafo maximo en el dia 6 (1,01 cm + 0,0566 cm para
200 UDC, 1,04 cm £ 0,099 cm para 500 UDC). Debido al presente tratamiento del dolor, solo se objetd una ligera
cojera en la oveja tratada con 100 UDC en el plazo de los primeros tres dias después de la inyeccion de gel de
colagenasa. Sin embargo, el grosor externo de las extremidades aumenté 1,5 veces en el plazo 4 dias desde 1,47
cm * 0,351 cm hasta 2,23 cm * 0,493 cm, pero disminuyé de nuevo de forma constante hasta 1,87 cm + 0,462 cm
en el dia 7 (figura 17H). La oveja tratada con 200 UDC o 500 UDC sufrié de cojera moderada en el plazo de los
cuatro dias posteriores a la inyeccidn de colagenasa y de cojera leve hasta el dia 7.

Los defectos de los tendones se investigaron histolégicamente el dia 7 (animales eutanasiados ese dia), revelando
areas necroticas mas pequefias con pérdida de estructura de fibras, conglomerados de globulos rojos y algunas
células inflamatorias invasoras en el area central del defecto (figura 17K) también como conglomerados mas
pequefas de globulos rojos y células inflamatorias aisladas entre fibras del tendén en el area adyacente al defecto
en tendones tratados con 100 UDC. Ademas, las fibras adyacentes parecian hinchadas y las conexiones entre las
fibras parecian aflojadas. EI nimero de células y la densidad celular aumentaron (figura 171) en comparacion con los
tendones intactos (figura 17L). Los tendones a los que se les inyectaron 200 UDC y 500 UDC se caracterizaron por
una gran area de necrosis y un hematoma con una inmensa pérdida de estructura de fibras. Ademas, podria
objetarse la invasion masiva de células inflamatorias (figura 18). El area necrética en los tendones a los que se les
inyectaron 500 UDC se extendioé a un tercio del tendén, en los tendones a los que se les inyectaron 200 UDC se
afectd alrededor de un cuarto del tendon.

El dia 6, es decir, 24 horas antes de la eutanasia, se inyecto ARqu"UC (500 ug en el grupo de 100 UDC, 400 ng en
el grupo de 200 UDC y 200 ug en el grupo de 500 UDC) en el defecto del tenddn izquierdo lesionado (figuras 19A,
B) y en el derecho intacto bajo guia ecografica. El aire inyectado que se habia extraido en la jeringa junto con
ARquLUC hizo visible la posicién de aplicacion mediante ecografia (figura 17C). Un dia después, se eutanasi6 a la
oveja y se extrajeron los tendones para la BLI ex vivo y el examen histopatoldgico. La expresion de luciferasa estaba
mas ampliamente distribuida e intensa en la regién lesionada que en el tejido sano del tenddn contralateral (figuras
19D, E). El examen histopatoldgico de los tendones intactos tratados con ARquLUC mostraron predominantemente
tejido de tendones intacto sin hallazgos patoldgicos. Sélo pudieron detectarse unos pocos conglomerados celulares
pequefios de macrofagos y granulocitos (figura 19F). El tejido distal y proximal del sitio inyecciéon no presentaba
ninguna anomalia (figura 19G). No pudo detectarse cojera o hinchazon de los tejidos.

Con respecto a los efectos secundarios, cabe mencionar que los animales se examinaron clinicamente todos los
dias. No se hicieron evidentes efectos adversos debido a la aplicacion de ARNmq. Ademas, el analisis de sangre se
realizd antes y 24 horas después de la aplicacion de ARNmgq. De hecho, no se hicieron evidentes cambios
patolégicos y los valores medidos de leucocitos sanguineos estaban dentro del intervalo fisioldgico después de la
aplicacion de ARNm (figura 19H). Ademas, se analizaron los valores de hemograma completo, pruebas hepaticas y
renales (figura 20). No pudieron identificarse hallazgos patoldgicos debidos a la aplicacion de ARNmg.

Ejemplo 19: analisis adicional, especialmente de los ejemplos 14 a 18

Las lesiones de tendones o tendinopatias degenerativas son comunes tanto en animales como en seres humanos,
especialmente en atletas (Kvist, Sports medicine (Auckland, NZ). 1994;18:173-201). Por ejemplo, las tendinopatias
del tendén de Aquiles y del manguito de los rotadores se diagnostican con frecuencia en seres humanos (Jarvinen,
Foot and ankle clinics. 2005;10:255-66, Herrmann, Acta chirurgiae orthopaedicae et traumatologiae Cechoslovaca.
2014;81:256-66). El aspecto del dafio del tenddn es variado. La aparicion es heterogénea y varia desde rotura
aguda hasta tendinopatias crénicas. Los motivos médicos son multilaterales y los factores de predisposicion son
similares en seres humanos y animales, como sobrecarga por entrenamiento o desplazamiento articular, edad, sexo,
genética, peso corporal o endocrinopatias (Patterson-Kane, Revista ILAR journal / National Research Council,
Institute of Laboratory Animal Resources. 2014;55:86-99, Perkins, New Zealand veterinary journal. 2005;53:184-92,
Baird, Connective tissue research. 2014;55:275-81, Ippolito, Italian journal of orthopaedics and traumatology. 1975;
1: 133-9, Magnan, Foot and ankle surgery: official journal of the European Society of Foot and Ankle Surgeons.
2014;20:154-9). En numerosos casos, el dafio crénico provocado por el uso excesivo o los procesos degenerativos
conduce a una lesion aguda o incluso a la rotura del tenddn (Jarvinen, Scandinavian journal of medicine & science in
sports. 1997;7:86-95). Ademas de los procesos degenerativos, una cicatrizacion fallida después de una lesion del
tenddn también se analiza como patogenia de las tendinopatias (Rees, The American journal of sports medicine.
2009;37:1855-67, Watts, Equine veterinary journal. 2012;44:576-86).

El potencial de cicatrizacion natural del tejido de tendones es bajo debido a la hipocelularidad, hipovascularidad y
una tasa metabdlica baja en comparacion con otras partes blandas (Bray, Journal of anatomy. 1996;188 (Pt 1): 87-
95, Sharma, Journal of musculoskeletal & neuronal interactions. 2006;6:181-90, Liu, Tissue engineering parte B,
Reviews. 2011; 17: 165-76). Por tanto, el proceso de cicatrizacion es extremadamente lento (James, The Journal of
hand surgery. 2008;33:102-12, Williams, Sports medicine (Auckland, NZ). 1986;3:114-35); habitualmente, lleva
meses o afios. Ademas, el proceso de cicatrizacidon da como resultado normalmente sélo la reparacion del tejido en
lugar de la regeneracion, ya que la resistencia a la traccion y la elasticidad originales habitualmente no se recuperan
(Sharma, Foot and ankle clinics. 2005;10:383-97). Por tanto, la recuperacion rara vez es completamente funcional
(Sharma, Journal de musculoskeletal & neuronal interactions. 2006;6:181-90, Hogan, The Journal of the American
Academy of Orthopaedic Surgeons. 2011;19:134-42) y el riesgo de una nueva lesion o incluso una rotura de tenddn
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aumenta considerablemente (Mast, The Surgical clinics of North America. 1997;77:529-47).

Los métodos de tratamiento son numerosos y pueden clasificarse en terapia conservadora y quirirgica. Ademas del
reposo y el vendaje seguido de ejercicio controlado en casos de lesion aguda, los métodos de terapia conservadora
también pueden ser la aplicacién intralesion de diversas sustancias tales como los corticosteroides (Muto, Journal of
orthopaedic research : official publication of the Orthopaedic Research Society. 2014;32:1297-304, Hart, Clinical
journal of sport medicine : official journal of the Canadian Academy of Sport Medicine. 2011;21:540-1), que es muy
controvertido; acido hialurénico (Muneta, Journal of orthopaedic science : official journal of the Japanese
Orthopaedic Association. 2012;17:425-31, Foland, American journal of veterinary research. 1992;53:2371-6) que son
componentes de la matriz extracelular en los tendones. Ademas, son usados métodos fisicos tales como la
estimulacion electromagnética o la terapia de ondas de choque (Bosch, Equine veterinary journal. 2007;39:226-
31, Seeliger, European journal of medical research. 2014;19:37). También diversos enfoques que usan células
madre (Smith, Disability and rehabilitation. 2008;30:1752-8, Martinello, Journal of orthopaedic research : official
publication of the Orthopaedic Research Society. 2013;31:306-14, Renzi, Research in veterinary science.
2013;95:272-7) y se investigan terapias basadas en factores de crecimiento (Witte, Journal of the American
Veterinary Medical Association. 2011;239:992-7, Shah, Journal of orthopaedic research: official publication of the
Orthopaedic Research Society. 2013;31:413-20, Arguelles, The Veterinary record. 2008;162:208-11, de Vos, British
journal of sports medicine. 2011;45:387-92).

La suposicion de que las citocinas y los factores de crecimiento desempefian un papel clave durante el proceso de
cicatrizacion generd un considerable interés de investigacion en la terapia génica basada en factores de crecimiento,
es decir, que estimulan la proliferacién celular, asi como la diferenciacion celular y la formaciéon de componentes de
la matriz extracelular (Molloy, Sports medicine (Auckland, NZ). 2003;33:381-94, Evans, Sports medicine (Auckland,
NZ). 1999;28:71-6, Grotendorst, International Journal of tissue reactions. 1988; 10: 337-44). Varios experimentos ex
vivo y en vivo proporcionaron resultados prometedores, por ejemplo, una mejor cicatrizacion del tendén en un
modelo de cicatrizacion del tendon de Aquiles de rata después de la transferencia del gen BMP-12 (Majewski, Gene
therapy. 2008;15:1139-46) o una influencia positiva del plasma rico en plaquetas en las lesiones centrales de los
tendones flexores digitales superficiales (SDFT) en caballos (Bosch, Journal of orthopaedic research: official
publication of the Orthopaedic Research Society. 2010;28:211-7). En los ultimos afos, gran parte de la investigacion
se ha centrado en la transferencia génica de ADN en el campo de las terapias basadas en factores de crecimiento
(Majewski, Gene therapy. 2008;15:1139-46, Nakamura, Gene therapy. 1998;5:1165-70, Evans, International
orthopaedics. 2014, Lou, Journal of orthopaedic research: official publicacion of the Orthopaedic Research Society.
2001;19:1199-202), que no son muy eficientes debido a las limitaciones de entrada nuclear en células que no se
dividen (Tong, Current gene therapy. 2009;9:495-502) y conllevan un riesgo potencial de mutagénesis. Por otro lado,
se ha aplicado ARN mensajero con éxito en diversos modelos de raton. Kormann et al. notificaron un aumento de los
niveles de hematocrito después de una unica inyeccion intramuscular de ARNm que codifica para eritropoyetina
murina modificada y, ademas, la aplicacion de aerosol que contiene ARNm que codifica para la proteina surfactante
B en un modelo de enfermedad congénita de ratdén reacondicioné grandes partes del pulmén (Kormann, Nature
biotechnology. 2011; 29: 154-7). Ademas, el ARNm modificado que codifica para VEGF humano mejor6 la funcion
cardiaca y la supervivencia a largo plazo en un modelo de ratén de infarto de miocardio (Zangi, Nature
biotechnology. 2013;31:898-907). En el contexto de la invenciéon se centrd la atencidon en la aplicacion de ARNm
desnudo modificado quimicamente (ARNmq) en tendones intactos asi como quirirgica y quimicamente lesionados.

Los ARNm modificados quimicamente representan una novedosa tecnologia de plataforma para transfectar tejidos
Yy, en consecuencia, expresar proteinas terapéuticas dentro del cuerpo para el tratamiento de diversos estados
patolégicas (Kormann, Nature biotechnology. 2011;29:154-7, Zangi, Nature biotechnology. 2013;31:898-907). Se
notifica en el presente documento por primera vez que existe la posibilidad de usar la tecnologia de ARNmq como
un enfoque terapéutico para la expresion eficaz de proteinas fisioldgicamente activas en tendones intactos y
lesionados. Un método de transfeccién autoestablecido ex vivo nos permitié seleccionar la eficacia de la transfeccion
del ARNmq en una variedad de especies (oveja, ganado, caballos, cerdos y ratas), para optimizar las condiciones de
transfeccion y evaluar la expresiéon de varias proteinas (luciferasa, B-galactosidasa y BMP-7) en de una manera
rentable y rapida. La expresion de la proteina indicadora fue independiente de la especie y los niveles de expresion
fueron significativamente mas altos cuando se aplic6 ARNmq desnudo en comparacion con ARNmq complejado con
portadores lipidicos y poliméricos comunes. Ademas, la expresion transgénica podria optimizarse cuando se usa
ARNm desnudo disuelto en disolventes que contienen glucosa, lo que posiblemente podria explicarse por los efectos
de la nutricién, ya que los tendones estan mal provistos de sangre debido a la baja incidencia de vasos sanguineos.

Los resultados de los estudios ex vivo se confirmaron in vivo en tendones de Aquiles de rata intactos y
posteriormente en un modelo de lesiéon del tendon de Aquiles de tendones de Aquiles disecados y reparados
quirdrgicamente en ratas, asi como en un modelo de defecto del tendén inducido por gel de colagenasa en oveja. La
inyeccion de ARquLUC en tendones sanos dio como resultado una considerable expresion de luciferasa,
alcanzando su punto maximo después de 24 horas y desapareciendo en el plazo 7 dias de una manera dependiente
de la dosis. Estas observaciones se asemejan a la cinética de expresion observada en los estudios ex vivo. La
inyeccion de ARNm@®™"” en los tendones de Aquiles lesionados, a su vez, dio como resultado un patron de
expresion de BMP-7 con niveles de BMP-7 en aumento progresivo hasta el dia 7. Ademas, se detectd determinada
expresion previa de BMP-7 en tendones de ratas sanas ex vivo e in vivo, tal como el anticuerpo usado reaccioné de
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forma cruzada con BMP-7 de rata endégena. Ademas, la expresion de BMP-7 enddgena se incrementé fuertemente,
debido al procedimiento quirdrgico durante la tenotomia de Aquiles de rata. De hecho, otros autores ya han descrito
el aumento de la expresién de BMP-7 como consecuencia de lesiones en los tendones en diversos estudios con
animales y en muestras de tejido de tendones tendinopaticos derivadas de pacientes (Eliasson, Clinical orthopaedics
and related research. 2008;466:1592-7, Yee, Journal of orthopaedic research: official publication of the Orthopaedic
Research Society. 2011;29:816-21, Rui, Knee surgery, sports traumatology, arthroscopy: official journal of the
ESSKA. 2012;20:1409-17, Yu, Arthroscopy: the journal of arthroscopic & related surgery: official publication of the
Arthroscopy Association of North America y the International Arthroscopy Association. 2007;23:205-10, Lui, BMC
musculoskeletal disorders. 2013;14:248). Sin embargo se observo una tendencia a una expresion aumentada de
BMP-7 en los tendones que se trataron con ARNmq BMPT en comparacién con los tendones que se trataron con
vehiculo en todo los puntos de tiempo después de la lesion. Por tanto, se razoné que la inyeccién de ARquB'VIF>7
puede contribuir a una expresién aumentada y prolongada de BMP-7 en los tendones lesionados.

El aumento del catabolismo del colageno tipo | se considera un parametro critico en la fase inflamatoria y
proliferativa temprana (del dia 1 al dia 7 después de la lesion) de la cicatrizacion del tendén, aunque se sospecha
que una fuerte disminucion del colageno tipo | se asocia con una mayor formacién de tejido cicatricial no funcional,
en lugar de tejido funcional de tendones (Sharma, The surgeon: journal of the Royal Colleges of Surgeons of
Edinburgh and Ireland. 2005;3:309-16, Loiselle, PloS one. 2012;7:€40602). Por el contrario, el colageno tipo Il se
asocia con caracteristicas de tejido similar a una cicatriz, concretamente, pérdida de resistencia a la traccion y
elasticidad en comparacion con el tejido de tendones intacto (Sharma, Foot and ankle clinics. 2005;10:383-97). Por
tanto, es deseable un contenido preferiblemente pequefio de colageno tipo Ill. En el presente estudio, se detectd una
tendencia de catabolismo de colageno tipo | en el grupo de vehiculo hasta el dia 2 después de la cirugia, mientras
que el contenido de colageno tipo | en tendones que se trataron con ARNmq BMP-7 permanecio estable durante todo el
experimento. Se observo un fuerte aumento en el contenido de colageno tipo Ill en el grupo de vehiculo desde el dia
2 hasta el dia 7 después de la cirugia, mientras que en los tendones que se trataron con ARNmq BMPT o] aumento fue
menos prominente. Por consiguiente, se detectd una tendencia haC|a una mayor razén de colageno tipo | con
respecto a colageno tipo lll en los tendones tratados con ARqu MP-7 La evaluacion histopatologica reveld un
aumento de la infiliracion celular en los animales tratados con ARqu MP7 el dia 1 después de la lesion. Sin
embargo, no se hicieron evidentes diferencias con respecto a la inflamacion y la formacién de callos después del dia
2ydeldia?7.

Tomando estos hallazgos en conjunto, la expresion inducida por ARquBMP'7 por la proteina BMP-7 fisiolégicamente

funcional aparentemente apoya la cicatrizacién del tenddn, a través de mas infiltraciéon celular y una formacion de
colageno lll menos fulminante. En principio, los resultados actuales proporcionan informacién sobre la fase de
cicatrizacion temprana de la lesién aguda del tenddn de Aquiles en ratas. Sin embargo, podrian realizarse estudios a
largo plazo para aclarar adicionalmente si la intervencién del ARquB'\"P7 en puntos de tiempo tempranos seria
beneficiosa en todas las fases de todo el proceso de cicatrizacion. Aunque las opiniones pueden ser discordantes en
cuanto a la cuestion de si BMP-7 mejora la cicatrizacion de tendones o la deteriora al inducir la osificacion
heterotépica o la formacién de cartilago (Yeh, Journal of celular biochemistry. 2008;104:2107-22, Yee, Journal of
orthopaedic research: official publication of the Orthopaedic Research Society. 2011;29:816-21, Forslund, Acta
orthopaedica Scandinavica. 1998;69:622-6, Lui, Rheumatology (Oxford, Inglaterra). 2013;52:2116-26), los hallazgos
proporcionados en el presente documento sugieren que la sobreexpresion de BMP-7 durante la fase inflamatoria de
regeneracion de tendones influye positivamente en la cicatrizacion, debido a la atraccion quimiotactica de las
células, la degradacion menos pronunciada del colageno tipo | y la disminucién de la formacion de colageno tipo Ill.

La rotura del tendén puede producirse de manera espontanea y es posible que los pacientes no hayan sufrido
sintomas antes (Kvist, Sports medicine (Auckland, NZ). 1994;18:173-201, Jozsa, Champaign, lllinois: Human
Kinetics; 1997). Se cree que los procesos degenerativos son los responsables, que pueden conducir a una
estructura alterada en el tejido tendinopatico en comparacién con los tendones intactos (Riley, Matrix biology: journal
of the International Society for Matrix Biology. 2002;21:185-95). El tejido transformado se caracteriza por la
desintegracion de las fibras de colageno, la pérdida de la organizacion de la matriz y, en la mayoria de los casos,
procesos inflamatorios leves en estadios cronicos (Pecina, Acta chirurgiae orthopaedicae et traumatologiae
Cechoslovaca. 2010;77:277-83). Una explicacion para este clase de degeneracion podria ser una regulacion por
incremento de las enzimas colagenoliticas, tales como las metaloproteinasas de matriz especifica (MMP), ya que se
ha detectado en tendones tendinopaticos créonicamente alterados de seres humanos y animales (Castagna, Arthritis
and rheumatism. 2006;54:832-42, Muir, Veterinary Surgery. 2005;34:482-90, Nomura, J Vet Med Sci. 2007;69:637-
9). También se han observado patrones de expresion de MMP similares en tendones afectados experimentalmente
por inyeccion de gel de colagenasa en caballos (Watts, Equine veterinary journal. 2012;44:576-86). Sin embargo, en
la medicina humana y veterinaria, los pacientes a menudo presentan sintomas como dolor y malestar, en un estadio
clinico antes de que se rompan los tendones. En casos de uso excesivo, estos sintomas probablemente sean el
resultado de alteracion de la fibra microtraumatica y la posterior inflamacion (Kannus, Scandinavian journal of
medicine & science in sports. 1997;7:78-85). Basandose en estos supuestos podria generarse un modelo de defecto
con fallo parcial con inyeccion de 100 UDC, imitando caracteristicas clinicas de estadios preliminares de
tendinopatias en seres humanos y equinos. Cabe mencionar que los defectos inducidos por 200 UDC o 500 UDC
provocaron una patologia perjudicial, que no se considera que represente la situacién clinica.

A partir de los experimentos ex vivo dados a conocer en el presente documento que usan el ARNmq que codifica
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para B-galactosidasa, puede observarse que la expresién transgénica se distribuye en forma de tubo, dentro de las
fibrillas en una muestra sana. Por tanto, se razond si este patréon de distribuciéon seria el mismo en tendones
alterados patologicamente, con estructura de fibras desintegrada debido a la inyeccion previa de colagenasa. Para
clarificar esta cuestion, se inyecto ARquLUC en regiones lesionadas de tendones en un modelo de tendinitis de
oveja altamente traslacional. De hecho, se observé en los tendones tratados con 100 UDC que la eficacia de la
transfeccion en los tendones lesionados alcanzaba niveles iguales que en los tendones intactos. Ademas, la
expresion transgénica se distribuyd mas ampliamente y fue mas intensa en los tendones lesionados. Sin restringirse
a la teoria, esta observacion se debe muy probablemente a un nimero de células aumentado y una mayor actividad
metabdlica en los tendones lesionados en comparacion con el tenddn intacto. Otra posible explicacion, pero
nuevamente sin restringirse a la teoria, podria ser la circunstancia de que partes de la matriz extracelular se
desintegraron en los tendones lesionados y, como consecuencia, las conexiones entre las fibras se aflojaron. De
hecho, el ARNmq inyectado puede extenderse mas ampliamente entre fibras y, por tanto, alcanzé un mayor nimero
de células.

Con respecto a la compatibilidad biolégica, los tendones intactos se examinaron histopatoldgicamente 24 horas
después de la inyeccion de ARquL“C. El examen mostré solo una leve reaccion inflamatoria inespecifica cerca del
sitio de inyeccién. Sin embargo, no puede excluirse que el propio ARNmq, la proteina expresada, el estrés mecanico
debido a la inyeccién de volumen o el trauma provocado por la inserciéon de la aguja, induzcan una respuesta
inmunitaria local inespecifica leve. Los valores de las pruebas de higado y rifién, asi como el hemograma completo,
se realizaron para investigar la seguridad farmacéutica del ARNmq en animales grandes después de la aplicacion
local en los tendones. En los estudios a corto plazo, el ARNm no condujo a dafio organico en el higado o el rifién y
no afecté de manera relevante al sistema inmunitario, ya que los valores determinados permanecieron dentro del
intervalo fisioldgico 24 horas después de la aplicacion del ARNmq o ya habian diferido ligeramente de antemano. Es
facilmente posible evaluar el potencial terapéutico del ARNm en tendones desintegrados quimicamente mediante la
aplicacion de ARNmq que codifica para proteinas terapéuticas en un modelo de defecto establecido con fallo parcial
como, por ejemplo, se describe en el presente documento.

Estos resultados indican que los ARNmq tiene el potencial como un profarmaco novedoso, que podria usarse para
expresar proteinas terapéuticas en tendones lesiones. Pueden realizarse investigaciones a largo plazo adicionales
sobre el potencial terapéutico, de, por ejemplo, BMP-7, para el tratamiento de trastornos de tendones.

La presente invencion se refiere a las siguientes tablas complementarias:
Tabla 2
Disoluciones usadas para la dilucién de ARNmg. Se enumera una seleccidon de componentes primarios.

T disponible comercialmente, 2 disolucién quimica convencional elaborada internamente, HEPES: &cido 2-(4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinetanolsulfénico.

Descripcién Etiqueta Componentes primarios
. L : Acetato de amonio
Que contienen compuestos de DISOIUCICE d_e a?et?tol de1 amonio Aminoacidos totales 100 g/l, K, Ca,
nitrogeno Anr’l?r:r::)?fsér? relil 912301 Mg, Cl, fosfato, acetato
Aminodcidos totales 150 g/l
. or 1 Hidroxietil-almidén 100 g/l, Na, Cl

Disoluciones coloidales Hgg;j;%rlﬂl E;|| LD%AI Polisuccinato de gtlelatina 40 g/l, Na,

Glucosa tamponada con HEPES al
2.5%?
Glucosa tamponada con HEPES al HEPES 12,5 mM, glucosa 25 g/l
. 3,75%?2 HEPES 18,75 mM, glucosa 37,5 g/l
Sleriiosist Leein Glucosa tamponada con HEPES al HEPES 25 mM, glucosa 50 g/l
5%?2 HEPES 50 mM, glucosa 100 g/l
Glucosa tamponada con HEPES al
10%?2
Solucién salina isoténica (NaCl)? Glucosa, Na, Cl
Que contienen electrolitos Acetato de Ringer! Na, K, Ca, Mg, CI, acetato
Lactato de Ringer! Na, K, Ca, Cl, lactato
Solucién salina isoténica + glucosa
Que contienen electrolitos y glucosa al 5%? Glucosa 50 g/l, Na, Cl
(NaCl+gluc. al 5%)
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La presente invencion se refiere a las siguientes secuencias de nucleétidos:
SEQID NO. 1:
Secuencia de nucledtidos que codifica para la proteina morfogenética ésea 7 (BMP7) de Homo sapiens
Numero de registro de Pubmed: NM_001719
Version: NM_001719.2 GI: 187608319

AGCGCGTACCACTCTGGCGCTCCCGAGGLGGLCCTCTTCTGCGATCCAGGGCGCACARGECTGEGAGAGCGLCCCE
GGGCCCCTGCTATCCGUGLCEGAGGTTEEAAGAGGETEEGTTGCCGCCGUCCGAGGGCGAGAGCGCCAGAGGAGT
GGGAAGRAGGAGCGCTCGCCCGCCCGCCTGCCTCCTCGCTGCCTCCCCGGCETTGGCTCTCTGGACTCCTAGGCT
TGCTGGECTGCTCCTCCCACCCGCGLCCGCCTCCTCACTCGCCTTTTCGTTCGCCGGEGCTGUTTTCCAAGICCTG
CGGTGCGCCCGEELEAGTGCGGEGUGAGEGGECCOGGEGCUAGCACCGAGCAGGEGGCGEGEEETCCEGGGCAGAGCG
CGGCCGGCCGGGERGGGGECATGTCTGGCGEGGGCGCAGCGGGGCCCGTCTGCAGCARGTGACCGAGCGGCGLGE
ACGGCCGCCTGCCCCCTCTGCCACCTGGEECEETGCGEGCCCEGAGCCCGGAGCCCGEETAGCGCGTAGAGCCGE
CGCGATGCACGTGCGCTCACTGCGAGCT GCGGCGCCGCACAGCTTCGTGGCGCTCTGGECACCCCTGTTCCTGLT
GCGCTCCGCCCTEGECCGACTTCAGCCTGGACAACGAGGTGCACTCGAGCTTCATCCACCGGCGCCTCCGCAGCCA
GGAGCGGCGGGAGATGCAGCGCGAGATCCTCTCCATTTTGGGCTTGCCCCACCGCCCGCGCCCGCACCTCCRAGGG
CAAGCACARACTCGGCACCCATCTTCATGCTGGACCTGTACARCGCCATGGCGETGGAGGAGGGCGGCGGEGLCCEE
CGGCCAGGGCTTCTCCTACCCCTACARGGCCGTCTTCAGTACCCAGGGCCCCCCTCTGGCCAGCCTGCAAGATAG
CCATTTCCTCACCGACGCCGACATGGTCATGAGCTTCGT CARCCTCGTGGAACATGACRAGGAATTCTTCCRACCC
ACGCTACCACCATCCGAGAGTTCCGGTTTGATCTTTCCARGATCCCAGARGGGGRAAGCTGTCACGGCAGCCGAATT
CCGGATCTACAAGGACTACATCCGGCAACCCTTCGACAATGAGACGTTCCGGATCAGCCTTTATCAGGTGCTCCA
GGRGCACTTGGGCAGGGRARTCGGATCTCTTCCTGCTCGACAGCCGTACCCTCTGEECCTCGGAGGREGGCTGECT
GGTGTTTGACATCACAGCCACCAGCAACCACTGEGTGGTCAATCCECGGCACAACCTGEECCTGCAGCTCTCGGT
GGAGRCGCTGGATGGEGCACAGCAT CAACCCCAAGTTGGCGEGCCTCGATTGGGCEGCACGGGCCCCAGAACARGTA
GCCCTTCATGETGGCTTTCTTCAAGGCCACGCAGGTCCACTTCCGCAGCATCCGETCCACGGGGAGCARACAGTG
CAGCCAGAARCCGCTCCARGRACGCCCAAGRRCCAGGRAAGCCCTGCGGATGGCCARCGTGGCAGAGAACAGCAGCAG
CGACCAGAGGCAGGCCTGTAAGAAGCACGAGCTGTATGTCAGCTTCCGAGACCTGGGCTGGCAGGACTGGATCAT
CGCGCCTGAAGGCTACGCCGCCTACTACTGTCGAGGGGGAGTGTGCCTTCCCTCTGAACTCCTACATGAACGCCAC
CAACCACGCCATCGTGCAGACGCTGGTCCACTTCATCARCCCGGAAACGGTGCCCAAGCCCTGCTGTGCGCCCAC
GCRAGCTCAATGCCATCTCCGTCCTCTACTTCGATGRCAGCTCCARCGTCATCCTGARGARATACAGRRRCATGET
GGTCCGGGCCTGTGGECTGCCACTAGCTCCTCCGAGAAT TCAGACCCTTTGGGGCCAAGTTTTTCTGGATCCTCCA
TTGCTCGCCTTGGCCAGGARCCAGCAGACCARCTGCCTTTTGTGAGACCTTCCCCTCCCTATCCCCAACTTTARA
GGTETGAGAGTATTAGGRARRACATGAGCAGCATATGGCTTTITGATCAGTTTTTCAGTGGCAGCATCCRATGRACAA
GATCCTRCAAGCTGTGCACGCAAAACCTAGCAGGAARAARAARCAACGCATAAAGAARAATGGCCGGGCCAGGTC
ATTCCCTGGGARCTCTCACGCCATGCACGGACTCGTTTCCAGAGGTARTTATGAGCGCCTACCAGCCAGGCCACCE
AGCCGTGGGAGGAAGGGGECGTGGCAAGGGGTGGGCACATTGGTGTCTCTGCGAARGGARAAT TGACCCGGANGT
TCCTGTAATARATGTCACRARATARANCGAAT GARTGARARTGGTTAGCGACGTTACAGATATATTTTCCTARACRAT
TTATCCCCATTTCTCGGTTITATCCTGATGCETAAACAGRAGCTGTGTCAAGTGGAGGGCGGGEGAGGTCCCTCTCC
ATTCCCTACAGTTTTCATCCTGAGGCTTGCAGAGGCCCACGTGTTTACCGAGGTTTGCCCAALRTCCARGATCTAGT
GGGAGGGEGARAGAGCARATGTCTGCTCCGAGGAGGGCEGTGTETTCGATCTTTGGAGGAARAATATGTTCTGTTET
TCAGCTGGATTTGCCGTGGCAGARATGARACTAGGT GTGTGARATACCCGCAGACATTTGGEGATTGGCTTTTCAC
CTCGCCCCAGTGGTAGTARATCCATGTGAAAT TGCAGAGGGGACAAGGACAGCAAGTAGGATGGAACTTGCARCT
CRRCCCTGTTGTTARGRAGCACCAATGGGECCGGGCACAGTAGCTCCCACCTETAATCCCAGCACTTTGGGAGGCT
GAGGTGGGECGGATCATTTGAGGTCAGGAGT TCGAGACCAGCCTGSGCCARCATGGTGARACCCCATCTCTACTAAA
ARTRCARAAATTAGCCGGGCATGGTGGCACGCACCTETAATCCCAGCTACTCTGCGAGGCTGAGGCAGGAGAATTG
CTTGRACCCCAGAGGTGCAGGTTGCAGTGAGCCAAGATCCTCCCACTCCACTCCAGCTTGGGETGACARANCANGA
CTCCATCTCARRAGRAMALRAARACAGCACCAATGARGCCTAGTTCTCCACGGGAGTGGGGTGAGCAGGAGCACT
GCACATCGCCCCAGTGGACCCTCTGETCTTTGTCTGCAGTGGCAT TCCAAGGCTGGGCCCTGGCAAGGGCACCCG
TGECTGTCTCTTCATTTCGCAGACCCTGATCAGAAGTCTCTGCARACAARTTTGCTCCTTGAATTAAGGGGGAGAT
GGCATAATAGGAGGETCTCGATGGEGTGCAGGATGTGCTGGRACTTACATTGCARATAGRAGCCTTGTTGAGGGTGACR
TCCTRACCAAGTGTCCCGATT TGGAGCTGECATTTCTGACGTEGGCTCTTGGTGTAAGCCTGCCTTGCCTTGGLTG

GTGAGTCCCATARATAGTATGCACTCAGCCTCCOGCCACARACARCAAGGCCTAGGGGAGGGCTAGACTGTCTGCA
ARCGTTTTCTGCATCTGTAAAGAAAACRAGGTGATCGAAAACTGTGGCCATGTGCARCCCGGTCTTGTGGGGGAL
TGTTTCTCCATCTTGACTCAGACAGTTCCTGGARARCACCGGEGCTCTGTTTTTATTTTCTTTGATGTTTTTICTTC
TTTAGTAGCTTGGGCTGCAGCCTCCACTCTCTAGTCACTGGGGAGGAGTATTTTTTGTITATGTTTGGTTTCATTT
GCUTGGCAGAGCTGEGGCTTTTTGTGTGATCCCTCTTGETETGAGTTTTCTGACCCARCCAGCCTCTGGTTAGCAT
CATTTGTACATTTAARACCTGTARATAGTTGTTACARAGCARAGAGATTATTTATTTCCATCCAARGCTCTTTTGA
ACACCCCCCCCCCTTTAATCCCTCGTTCAGGACGATGAGCTTGCTTTCCTTCAACCTGTTTGTTTTCTTATTTAR
GACTATTTATTAATGGTTGGACCAATGTACTCACAGCTGTTGCGI CGAGCAGTCCTTAGTGAARATTCTGTATAA
ATAGACAAAATGAAARGEGTTTGACCTTGCAATARAAGGAGACGTITGGTTCTCGCAARAAARANNANNIALAR

El ORF (subrayado) de la secuencia anterior puede tener codones optimizados (por ejemplo, por Eurofins).
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SEQ ID NO. 2:

Secuencia de ARNm con codones optimizados (formato de ADN) que resulta de la anterior SEQ ID NO. 1

GGGAGRCCCARGCTGGCTAGCETTTAAACT TAAGCTTGGTACCGAGCTCEEATCCATGCACGTACECAGTCTTAGGGCTGE
TGCCCCACACAGCTTTGTGGCCCTGTGGGCACCCCTCTTTCTGCTTAGGTCTGCTCTTIGCCGACTTTTCACTGGA
CBACGRGGTCCATTCCTCATTTATCCACCETCGRACTGAGRAGCCAAGAGAGGCGGGAANTGCAGCGLGAGATTTT
GTCTATCCTGGGATTGCCCCATAGRCCTCGTCCCCATCTCCARGECARACACARCTCTGCTCCCATGTTCATGCT
GGATCTGTACARTGCCATGGCAGTGEAGGRAGGTGGTCGCCCAGGAGCACACGECTTCTCCTATCCETACAAGGT
CGTCTTTTCCACCCARGETCCACCGTTGGCGAGTCTCCAGGATTCCCATTTCCTGACCGATGCGGACATGGETGAT
GTCATTCGTCAMCCTGETGCARCACCACARAGAGTTCTTTCACCCCACGGTATCACCACAGAGAGTTCCGCTTCGA
CTTCAGTARRATCCCTGAGGEAGAAGCCGTTRACTGCCCCCGAGTTTCCCATT TACAAGGRACTACAT TCGGGAGAG
GTTCGATAACGRARCCTTCCGGATATCCGTGTATCAGGTGCTGCARGAGCAT CTGGGEAGAGAGTCCGATCTCTT
CCTCCTGRACAGTAGGACRCTGTGGLCGTCTGAGGEARGGCTGECTTGTGTTCGACATARCTGCCACGAGCAATCHR
CTGEGTTGTARRCCCARCGCATRACCTGEGECTTCAGCTETCTGTCGRGRCECTGEATGGGCAGAGCATCAATCC
CARRACTGGOTGGGTTCATCGGRCGCCATEGTCCACAGRACRARCAGCCTTTCATGGTRAGCTTTCTTTARGGCCRAC
LGARGTGCACTTTCGCAGTATTCGGAGCACTGECAGCARACAGAGRAGCCAGRATAGATCCARGACCCC TARGRAR
TCAGGARAAGCCCTGECGCATGGCARATGTGGCGGAGARTAGCAGCTCAGATCAGAGACAGGCTTGCAAGARGCATGA
ACTGTRTGTGTCTTTTCGAGATCTCGGATGGCAGGACTGCGATTATCGCACCRAGAGGGCTATGCTGCCTACTATTG
CGAAGGCGAGTGCGCRTTTCCTCTGARCAGCTACAT GARCGCAACCRATCAT GCCATTGTCCARRCACTCGTTCH
CTTCATCAATCCGGARACTGTGCCTARACCCTET TGTGCACCTACGCAGCTGARACGCTATATCTGTTCTGTACTT
TGACGATTCATCCRACGTCATCCTCARGRAGTACCGCARATATGCTTGT CCGRGCATGCGGCTGTCACTGAGRATTC
CTGCAGAAN A AR AR A AR AR A AN AR A AR A AN AR AN LA AR A AN AR R AAARRAAAAAANAR A AAAAANAAARAANL
ARAAARAANARANAAAAALAAARAAAARAARANAAAAARLARALGCEGCT

Las letras mayUsculas representan el ORF de BMP-7.
SEQID NO. 3:
Secuencia de ARNmgq (formato de ARN) que resulta de la anterior SEQ ID NO. 1

GGEAGACCCARGCUGECUACCCUUUARRCUUARGCUUGEUACCEAGCUCEGAUCCAIIGCACCUACGCAGUCUUAGGGCUGT
UGCCCCACACAGCUULGUGECCCUGUGGECACCCCUCUUUCUGCUUAGGUCUGCUCUUGCCGACUUUUCACUGGR
CEACGAGGUCCRUUCCUCADUDADCCACCGUCEACUGAGARGCCARCAGAGGCGEGARAUGCAGCGCGAGRUULY
GUCUAUCCUGGGAUUGCCCCAUAGACCUCGUCCCCAUCUCCARGGGAARCACAACUCUGCUCCCRAUGUUCRUGCU
GGAUCUGUACAAUGCCAUGGCAGUGGACGRAGGUGGUGGCCCAGEAGGACAGGGCUUCUCCURAUCCCUACARGEC
CGUCUDUUCCACCCAAGGUCCACCGUUGGUGAGUCUCCAGCAIUCCCATUUCCUGACCGAUGCGRACAUGGUGAL

GUCRUUCGUGARCCUGGUGGRACRCGACAANGAGUUCUUUCACCCCAGGURNCACCRACAGAGAGUUCCGCIUCGA
CUUGAGURAARAUCCCIGAGGGAGAAGCCCUUACUGCCGCCGACUUUCGCATUDACARGCACUACRUUCGGGAGAG
GUUCGRUARCGAARCTUDCCGGAVAUCCCUGUATCAGGUGCUGCARGAGCAUCUGGEGGRAGAGRGUCCGAUCUCOU
CCUCCUGGACAGUAGEACACUGUGGECGEUCUGAGCAAGGCUGGCUNGUGUUCCGACAUARCUGCCACGAGCRAUCH
CUGGGUUGUARACCCARGGCAUARACCUGGGEGCULCACCUGUCUGUCGAGACACUGGRUGGGECAGAGCAUCRATUCC
CARRCUGGCUGGGUUGAUCGGACGCCAUGGUCCACAGRACARACAGCCUUUCADGGUAGCUDUCTUUUARGGCCAL
AGARRGUGCACUDUCGSAGUAUUCGGAGCACUGGCAGCARACACAGAAGCCACGARUAGRAUCCAAGACCCCURRGAR
UCAGGAAGCCCUGCGEAUGGECARAIGTGELGEAGARUAGCAGUUCAGAUCAGAGRCAGGCUUGCAAGAAGCADGA
ACUGUADGUGUCUUUUCGAGAUCUCGGAUGGCAGGACUGGAUUAUCGCACCAGAGGGCUAUGCUGCCUACURUUG
CCARGGCGAGUGCGCAUUUCCUCUGARCAGCUACATGAACGCARCCRAUCRUGCCADUGUCCARRCACUCGUUCA
CUUCAUCAAUCCGCARACUGUGCCURARACCCUGUUCUGCACCUACGCAGCUGAACGCUAUAUCUGUUCUGUACTY
UGACGAUUCRUCCAACGUCAUCCUCAAGAAGUACCGCAAVAUGGUUGUCCGAGCAUGCGGCUGUCACUGAGAAUUC
CUGCAGAAAAAAAAANAANAAANAAARAANAAAAAAAAANAAAAAAAAAARAAAAAAAAARAANAAAARAAAANAAAARAANR
AAAANAAAAANARAAARANAAANARANAAANRAAAARAAAAAAGCEGCC

Las letras mayusculas representan el ORF de EMP-7.

Lista de secuencias

<110> etris GmbH

<120> Uso de ARN en el tratamiento de lesiones de ligamentos o tendones
<130> U3124 PCT S3

<150> Documento EP14 17 7302.8

<151> 16-07-2014

<160> 3
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<170> BiSSAP 1.3

<210>1
<211> 4049
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400~ 1

agcgegtace
tgggagagceg
gccgeoccgag
cctecteget
ccaccecgege
cggtgegece
ggtcegggea
cegtetgecag
cggtgcgggce
ctcactgcga
gcgcteegeco
gcgectecge
gccccaccge
ggacctgtac
ctacccctac
ccatttecte
ggaattctte
agaaggggaa
cttcgacaat
ggaatcggat

ggtgtttgac

actctggege
ccceggggec
ggcgagagcg
goctacoogy
ccgectecte
gggcgagtge
gagcgcgygcce
caagtgaccg
ccggagcccg
gctgeggege
ctggcegact
agccaggagce
ccgcgeccge
aacgccatgg
aaggccgtct
accgacgccg
cacccacget
gctgteacgg
gagacgttce
ctcttectge

atcacagceca

ES 2 879 606 T3

tocogaggeg
cctgctatce
ccagaggagc
cgttggetet
actcgeettt
ggggcgagygyg
ggccggggag
agcggegegg
gagccegggt
cgcacagctt
tocageectgga
ggcgggagat
acctccaggg
cggtggagga
tcagtaccca
acatggtecat
accaccateg
cagccgaatt
ggatcagcgt
tcgacagecg

ccagcaacca

gcoctettgtyg
gcgecggagyg
gggaagaagg
ctggactect
tegttegeceg
gccocggggeco
gggccatgtc
acggecgect
agcgegtaga
cgtggcgete
caacgaggtg
gcagcgagag
caagcacaac
gggcggcggg
gggcecccect
gagcttegtc
agagttccogg
ceggatetac
ttatcaggtg
taccectctgg

ctgggtggtc

30

cgatccaggy
ttggaagagg
agcgctegee
aggcttgetg
gggctgettt
agcaccgagc
tggcgeggge
gccccctetyg
gccggegega
tgggcacccc
cactecgaget
atcctcteoca
tcggeaccca
cccggeggec
ctggecagee
aacctcgtgg
tttgatettt
aaggactaca
ctccaggage

gcctecggagg

aatcegegge

cgcacaaggce
gtgggttgee
cgceccgectg
getgetacte
ccaagccctg
agggggcggyg
gcagcggggc
ccacctgggg
tgcacgtgcg
tgttecectget
tecatccacecyg
ttttgggett
tgttecatget
agggcttete
tgcaagatag
aacatgacaa
ccaagatcce
tecogggaacy
acttgggcag
agggctgget

acaacctggg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200

1260



cctgcagetce
gattgggcgy
ggaggtoccac
caagacgccc
cgaccagagg
gcaggactgg
ctteccetetg
cttecatcaac
ctecgteoctce
ggteccgggec
tttctggatc
gaccttocee
atatggettt
gcaggcaaaa
attggctggg
ceagceagge
tctgtgegaa
gaatgaaaat
ggtttatcct
attccctaca
aatccaagat
gatctttgga
ctaggtgtgt
gtaaatcecat
caaccctgtt
gcactttggg
ccaacatggt
gcacctgtaa
tggaggttge
ctecatctea
gtgagcagga

teccaaggetg

teggtggaga
cacgggecccc
ttcegeagea
aagaaccagg
caggcckgta
atcatcgcge
aactcctaca
ccggaaacgg
tacttcgatg
tgtggctgce
ctccattget
tececetatceo
tgatcagttt
cctagcagga
aagtctecage
cacccageceg
aggaaaattg
ggttaggacg
gatgcgtaaa
gtttteatee
ctagtgggag
ggaaaaatat
gaaatacccg
gtgaaattge
gttaagaagc
aggctgaggt
gaaacceccat
tccecagectac
agtgagccaa
aaagaaaaaa

gcactgcaca

ggccctggea
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cgetggatgg
agaacaagca
teceggtocac
aagccctgeg
agaagcacga
ctgaaggcta
tgaacgocac
tgcccaagece
acagctccaa
actagctcct
cgecttggec
caactttaaa
ttcagtggea
aaaaaaaaca
catgcacgga
tgggaggaag
acccggaagt
ttacagatat
cagaagctgt
tgaggcttge
gggaaagagc
gttetgttgt
cagacatttg
agaggggaca
accaatgggc
gggcggatca
ctectactaaa
tectggagget
gatcgtccca
aaaacagcac

tecgeccecagt

agggcacccg

gcagagcate
gecctteatg
ggggagcaaa
gatggccaac
gctgtatgte
cgccgectac
caaccacgcce
ctgetgtgeyg
cgtcatcctg
ccgagaattc
aggaaccagc
ggtgtgagag
gcatccaatg
acgcataaag
ctegtttoca
ggggegtgge
tcctgtaata
attttcctaa
gtcaagtgga
agaggcccag
aaatgtctge
tcagctggat
ggattggett
aggacagcaa
cgggcacagt
tttgaggtca
aatacaaaaa
gaggcaggag
ctgcactcca
caatgaagcc
ggaccctetg

tggcetgtete

31

aaccccaagt
gtggetttct
cagcgcagcc
gtggcagaga
agcttccgag
tactgtgagg
atcgtgcaga
cccacgcage
aagaaataca
agaccctttg
agaccaactg
tattaggaaa
aacaagatcce
aaaaatggcc
gaggtaatta
aaggggtggg
aatgtcacaa
acaatttatc
gggcggggag
tgtttacega
tecgqaggagy
ttgcegtgge
ttecacctege
gtaggatgga
agctecccacce
ggagttcgag
ttagecggge
aattgcttga
gcttgggtga
tagttctcoca

gtetttgtet

tteatttgea

tggcgggect
tcaaggccac
agaaccgctc
acagcagcag
acctgggctg
gggagtgtge
cgetggtoca
tcaatgcecat
gaaacatggt
gggccaagtt
cettttgtga
catgageagce
tacaagctgt
gggccaggte
tgagcgcocta
cacattggtg
taaaacgaat
cccatttctce
gtececctetce
ggtttgeccca
gcggtgtgtt
agaaatgaaa
cacagtggta
acttgcaact
tgtaatccca
accagectgg
atggtggcac
accccagagg
Cdaaacaaga
cgggagtggg

gcagtggcat

gaccctgate

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

3180



agaagtctct
ctgatgggtg
tcctaaccaa
gecttgectt
aaggcctagg
gtgatcgaaa
actcagacag
tttagtaget
tgtttggttt
tttectgacce
ttacaaagca
taatcccteg
gactatttat
gaaaattctg
ttggttctgg
<210>2
<211> 1489
<212> ADN

gcaaacaaat
caggatgtge
gtgtcccgat
ggctggtgag
ggagggctag
actgtggecca
ttectggaaa
tgggetgeag
catttgectgg
aaccagccte
aagagattat
ttcaggacga
taatggttgg
tataaataga

caaaaaaaaa

<213> Secuencia artificial

<220~
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ttgectecttg
tggacttaca
ttggaggtgg
tcccataaat
actgtctgea
tgtggaacce
caccggggcet
cctecactet
cagagctggg
tggttagcat
ttatttccat
tgagettget
accaatgtac
caaaatgaaa

aaaaaaaaa

aattaagggg
ttgcaaatag
catttctgac
agtatgcact
aacgttttet
ggtcttgtag
ctgtttttat
ctagtcactg
gctttttotg
catttgtaca
ccaaagctct
tteccttcaac

tcacagctgt

agggtttgac

gagatggcat
aagccttgtt
gtggctettg
cagcctecogg
gcatctgtaa
gggactgttt
tttetttgat
gggaggagta
tgatcecctct
tttaaacctg
tttgaacacec
ctgtttgttt
tgegtegage

cttgcaataa

aataggaggt
gagggtgaca

gtgtaagcct

ccacaaacac
agaaaacaag
cteccatettg
gtttttette
ttttttgtta
tggtgtgagt
taaatagttg
cceccccectt
tcttatttaa
agtcettagt

aaggagacgt

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020

4049

<223> secuencia de ARNm con codones optimizados (formato de ADN) que codifica para BMP-7

<400~ 2

gggagaccca
cgtacgcagt
tctgecttagg
ccaccgtega
gggattgecee
catgctggat
cttctectat
ggattcccat
cgacaaagag
aatccctgag

ggagaggttc

agctggetag
cttagggetg
tctgetettg
ctgagaagcce
catagacctce
ctgtacaatg
ccgtacaagg
ttcctgaccg
ttettteace
ggagaagccg

gataacgaaa

cgtttaaact
ctgeeccaca
ccgacttttce
aagagaggcg
gtcececatct
ccatggcagt
cegtetttte
atgcggacat
ccaggtatca
ttactgcege

ccttcoccggat

taagcttggt
cagetttagtg
actggacaac
ggaaatgcag
ccaagggaaa
ggaggaaggt
cacccaaggt
ggtgatgtca
ccacagagag
cgagtttcge

atccgtgtat

32

accgageteg
gceetgtgag
gaggtccatt
cgcegagattt
cacaactctg
ggtggcccag

ccacecgttgg

ttegtgaacc
tteegetteg
atttacaagg

caggtgctge

gatccatgca
caccactett
cctcatttat
tgtctatecct
ctecccatgtt
gaggacaggg
cgagtctcca
tggtggaaca
acttgagtaa
actacattcg

aagagcatct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



ggggagagaqg
ctggettgtg
cctggggett
tgggttgatc
ggccacagaa
tagatccaag
cagctcagat
cggatggcag
gtgcgeattt
cgttecactte
cgctatatet
tatggttgte
aaaaaaaaaa
aaaaaaaaaa
<210> 3
<211> 1489
<212> ARN

tecegatctet
ttcgacataa
cagctgtctg
ggacgccatg
gtgcacttte
acccctaaga
cagagacagg
gactggatta
cctetgaaca
atcaatccgg
gttetgtact
cgagcatgeg
aaaaaaaaaa

daaaaaaaaa

<213= Secuencia artificial

<220>
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tcectectgga
ctgccacgag
tcgagacact
gtccacagaa
ggagtatteg
atcaggaagc
cttgcaagaa
tcgcaccaga
gctacatgaa
aaactgtgce
ttgacgattce
gctgtcactg
aaaaaaaaaa

aaadaaaaaa

cagtaggaca
caatcactgg
ggatgggcag
caaacagcct
gagcactgge
cctgeggatg
gcatgaactg
gggctatgcet
cgcaaccaat
taaaccctgt
atccaacgtce
agaattcctg
aaaaaaaaaa

daaaaaaaaaa

ctgtgggcgt
gttgtaaacc
agcatcaatc
ttecatggtag
agcaaacaga
gcaaatgtgg
tatgtgtett
gcctactatt
catgccattg
tgtgcaccta
atcctcaaga
cagaaaaaaa
aaaaaaaaaa

aaagcggcc

ctgaggaagg
caaggcataa
ccaaactggc
ctttctttaa
gaagccagaa
cggagaatag
ttecgagatct
gcgaaggcga
tccaaacact
cgcagctgaa
agtaccgcaa
aaaaaaaaaa

aaaaaaaaaa

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1489

<223> secuencia de ARNm con codones optimizados (formato de ARN) que codifica para BMP-7

<400> 3

gggagaccca
cguacgcagu
ucugcuuagg
ccaccgucga
gggauugccc
caugcuggau
cuucuccuau
ggauucccau
cgacaaagag
aaucccugag
ggagagguuc
ggggagagag

cuggcuugug

agcuggcuag

cuuagggcug

ucugcucuug

cugagaagcc

cauagaccuc

cuguacaaug

ccguacaagg

uuccugaccg

uucuuucacce

ggagaagccg

gauaacgaaa

uccgaucucu

uucgacauaa

Ccguuuaaacu

cugccccaca

ccgacuuuuc

aagagaggcg

guccccaucu

ccauggcagu

ccgucuuuuc

augcggacau

ccagguauca

uuacugecgce

ccuuccggau

uccuccugga

cugccacgag

uaagcuuggu

cagcuuugug

acuggacaac

ggaaaugcag

ccaagggaaa

ggaggaaggu

cacccaaggu

ggugauguca

ccacagagag

cgaguuucgce

auccguguau

caguaggaca

caaucacugg

33

accgagcucyg

gcccuguggg

gagguccauu

cgcgagauuu

cacaacucug

gguggcecayg

ccaccguugg

uucgugaacc

uuccgcuucy

auuuacaagg

caggugcugc

cugugggcgu

guuguaaacc

gauccaugca

caccccucuu

ccucauuuau

ugucuauccu

cucccauguu

gaggacaggyg

cgagucucca

ugguggaaca

acuugaguaa

acuacauucg

aagagcaucu

cugaggaagg

caaggcauaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



ccuggggcuu
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REIVINDICACIONES

Composicion liquida que contiene ARN desnudo para su uso en el tratamiento o la prevencién de lesiones de
ligamentos o tendones, en la que el ARN esta disuelto en una disolucién de glucosa, y en la que el ARN es
ARNm y en la que el polipéptido codificado por el ARNm se selecciona del grupo que consiste en factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), factor de
crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), factor de crecimiento transformante p1 (TGF-B1), factor de
crecimiento epidérmico (EGF), un factor de crecimiento y diferenciacion (GDF), Vegf y proteina morfogenética
6sea (BMP).

Composicion para su uso segun la reivindicacion 1, en la que el polipéptido es un polipéptido que es
terapéuticamente activo en el proceso de cicatrizacion de un ligamento o tendén.

Composicion para su uso segun la reivindicacion 1 6 2, en la que la disolucion de glucosa es una disolucion de
glucosa tamponada.

Composicion para su uso segun la reivindicacién 3, en la que la disolucion de glucosa tamponada es una
disolucién de glucosa tamponada con HEPES.

Composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la concentracion del
ARN en la composicién es de entre 0,1 y 5,0 ug/pl.

Composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la composiciéon se
administra al ligamento o tendén mediante inyeccion.

Composicion para su uso segun la reivindicaciéon 6, en la que la inyeccion se realiza mediante una jeringa con
una aguja que tiene un diametro en el intervalo de 20G a 27G.

Composiciéon para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que dicha composicion
liquida va a administrarse antes o durante la fase inflamatoria que sigue a dichas lesiones de ligamentos o
tendones.

Composicion terapéutica que contiene ARN en la que el ARN es ARNm que codifica para un polipéptido que es
terapéuticamente activo en el proceso de cicatrizacion de un ligamento o tenddn seleccionado del grupo que
consiste en factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de fibroblastos basico
(bFGF), factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), factor de crecimiento transformante 1 (TGF-p1),
factor de crecimiento epidérmico (EGF), GDF, Vegf y BMP, en la que la composicion es una disolucién de
glucosa que contiene el ARNm en forma desnuda.

Composicion terapéutica segun la reivindicacion 9, en la que la disolucion de glucosa es una disolucion de
glucosa tamponada.

Composicion terapéutica segun la reivindicacion 10, en la que la disolucién de glucosa tamponada es una
disolucion de glucosa tamponada con HEPES.

Composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o composicidn terapéutica segun
una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en la que el GDF es GDF 5, 6 (BMP-13), 7 (BMP-12), o miostatina
(GDF-8).

Composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o composicion terapéutica segun
una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en la que la BMP es BMP-6 o BMP-7.
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Figura 11 A-B
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Figura 12A-B
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Figura 13
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