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DESCRIPCION
Composiciones a base de ARNM del gen CFTR y métodos y usos relacionados
ANTECEDENTES

[0001] La presente invencion se refiere a composiciones de ARNm regulador de transmembrana de la fibrosis
quistica (CFTR), usos de las mismas, y métodos de fabricacion y usos de las mismas.

[0002] La fibrosis quistica es un trastorno hereditario autosémico que resulta de la mutacion del gen CFTR, que
codifica un canal de iones de cloruro que se cree que esta implicado En la regulacién de multiples otros canales
idnicos y sistemas de transporte en células epiteliales. La pérdida de funcion de CFTR produce una enfermedad
pulmonar croénica, producciéon de moco aberrante y una expectativa de vida dramaticamente reducida. Véase
generalmente Rowe et al., New Engl. J. Med. 352, 1992-2001 (2005).

[0003] A pesar de la clonacion del gen CFTR en 1989, la terapia eficaz para la sustitucion de CFTR para el
tratamiento de fibrosis quistica todavia no se ha desarrollado. La literatura ha documentado numerosas dificultades
encontradas al tratar de inducir la expresion de CFTR en el pulmén. Por ejemplo, los vectores virales que
comprenden el ADN de CFTR desencadenaron respuestas inmunes y los sintomas de CF persistieron después de la
administracion. Conese y otros, J. Cyst. Fibros. 10 Suppl 2, S114-28 (2011); Rosenecker y col., Curr. Opin. Mol.
Ther. 8, 439-45 (2006). También se ha informado que la administracién no viral de ADN, incluido el ADN CFTR,
desencadena respuestas inmunes. Alton y col., Lancet 353, 947 - 54 (1999); Rosenecker y col., J Gene Med. 5, 49-
60 (2003). Ademas, los vectores de ADN no virales encuentran el problema adicional de que la maquinaria del
complejo de poro nuclear no suele importar ADN al nucleo, donde se produciria la transcripcion. Pearson, Nature
460, 164-69 (2009).

[0004] Otra fuente de dificultades En la induccion de la expresion de CFTR en el pulmén es el propio entorno de
pulmon. Se ha informado que el agente tensioactivo pulmonar reduce la eficacia de transfeccion para vehiculos de
transferencia de lipidos cationicos, tales como Lipofectamina (DOSPA: DOPE).

[0005] Ernst y col., J. Gene Med. 1, 331 - 40 (1999). Ademas, Rosenecker et al., 2003, supra, identificaron multiples
componentes inhibidores presentes en el liquido de la superficie de las vias respiratorias que pueden interferir con la
transfeccion mediada por polimeros o mediada por lipidos. La terapia con ARN mensajero ha sido propuesta como
un enfoque general para inducir la expresion de una proteina terapéutica o de reemplazo. El concepto de
introduccion de ARN mensajero (ARNm) como un medio de produccion de proteina dentro de un hospedador se ha
informado anteriormente (Yamamoto, A. y col., Eur. J. Pharm. 2009, 71, 484-489; Debus, H. et. al. J. Control Rel.
2010, 148, 334 - 343). Sin embargo, se ha informado de dificultades aparentes especificas de pulmén para la
administracion de ARNm usando ciertas formulaciones de lipoplexas. Por ejemplo, una comparacién del rendimiento
in vitro e in vivo de lipoplex portadores de ARNm o ADN revelé que, aunque la composicion de ARNm daba una
mayor expresion en células cultivadas, la expresion medida solo se detectd con la composicion de ADN cuando se
administro intranasalmente al pulmén de ratén. Andries et al., Mol. Pharmaceut. 9, 2136-45 (2012).

[0006] También hay que sefialar que CFTR es un gen relativamente grande en relacion con genes modelo o
indicadores tales como luciferasa de luciérnaga (FFL). Compare las longitudes de la secuencia de codificacion de
CFTR de tipo salvaje (SEQ ID NO: 2) y la secuencia de codificacion de FFL (SEQ ID NO: 7). La diferencia de
longitud puede afectar la estabilidad en algunas circunstancias y, por lo tanto, si la cantidad de expresion de proteina
generara una dosis determinada de ARNm y de qué manera. Ademas, aunque la sintesis in vitro de ARNm es
generalmente preferible a la sintesis por células debido a la ausencia de ARNm celular normal y otros componentes
celulares que constituyen contaminantes indeseables, la sintesis in vitro de ARNm con una secuencia codificante
larga, tal como ARNm de CFTR, es sustancialmente mas dificil de lograr que la sintesis in vitro de ARNm con una
secuencia de codificacion relativamente corta tal como FFL.

[0007] La publicacion de patente PCT WO2007/024708 y las publicaciones de patente US2010/0203627 vy
US2011/0035819 discuten la administracion terapéutica de ARNm de CFTR pero no proporcionan una reduccion
demostrada a la practica de produccion de CFTR funcional en el pulmoén después de la administracion de ARNm de
CFTR o suficiente orientacion para superar las dificultades asociadas con la induccién de la expresion de CFTR en
el pulmon utilizando ARNm de CFTR transcrito in vitro. Estos incluyen dificultades para lograr la sintesis in vitro del
ARNm y dificultades especificas de las interacciones de las composiciones de ARNm con sustancias especificas de
pulmoén que los investigadores tales como Andries et al., Supra, han demostrado que hacen que las composiciones
de ARNm sean ineficaces para la induccion de la expresion incluso cuando las composiciones basadas en ADN si
proporcionaron algun nivel de expresion. El documento WO 2008/045548 describe un ARN CFTR reducido en CpG
optimizado en codones.

[0008] Por lo tanto, hay una necesidad de materiales mejorados, formulaciones, métodos de produccién, y métodos
para la administracion de CFTR ARNm para la induccion de la expresion de CFTR, incluyendo en el pulmén de
mamifero, para el tratamiento de fibrosis quistica.
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SUMARIO DE LA INVENCION

[0009] La presente invencién se basa, en parte, en el desarrollo de formulaciones de CFTR ARNm y de origen no
natural CFTR ARNm y métodos de administracion de los mismos que pueden inducir la expresiéon de CFTR
funcional in vivo. Las composiciones, métodos y usos descritos en este documento pueden proporcionar expresion
de CFTR en el pulmén de un mamifero grande con un perfil de seguridad favorable adecuado para el tratamiento
eficaz de la fibrosis quistica.

[0010] Especificamente, la invencion proporciona un ARNm transcrito in vifro que comprende una secuencia
codificante de al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 3 para su uso en el tratamiento de la fibrosis quistica en un
mamifero.

[0011] La invencion proporciona ademas una composicion que comprende un ARNm y un vehiculo, en donde el
ARNm es un transcrito in vitro de ARNm y tiene una secuencia de codificacion al menos 80% idéntica a SEQ ID NO:
3.

[0012] La presente divulgacion también proporciona un procedimiento de produccion in vivo de CFTR, en particular,
en el pulmén de un sujeto (por ejemplo, un mamifero) en necesidad de administraciéon mediante la administraciéon de
un ARNm que codifica una proteina CFTR. EI ARNm que codifica una proteina CFTR se puede administrar
directamente al pulmon del sujeto. Como se usa en el presente documento, una "proteina CFTR" abarca cualquier
fragmento, porcion completa de una proteina CFTR que puede usarse para sustituir la actividad de la proteina CFTR
de origen natural y/o reducir la intensidad, gravedad y/o frecuencia de uno o mas sintomas asociados con la fibrosis
quistica. Por ejemplo, una proteina CFTR adecuada puede tener una secuencia de aminoacidos idéntica a la
proteina CFTR humana de tipo salvaje (SEQ ID NO: 1).

[0013] La divulgacién también proporciona un método de inducir la expresion de CFTR en las células epiteliales en
un pulmén de un mamifero, el método comprende poner en contacto las células epiteliales en el pulmén del
mamifero con una composicién, en donde: la composicion es una composicion farmacéutica que comprende un
ARNmMm transcrito in vitro; el ARNm transcrito in vitro comprende una secuencia codificante que codifica la SEQ ID
NO: 1,

[0014] La divulgacion también proporciona un método de inducir la expresion de CFTR en una célula diana de
mamifero, el método comprende poner en contacto la célula diana de mamifero con una composicion,
comprendiendo la composicién un transcrito in vitro de ARNm que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1.

[0015] La descripcion proporciona una molécula de ARNm de origen no natural que comprende una secuencia de
codificacion, un 5-UTR, y un 3'-UTR, en donde la secuencia de codificacion codifica la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1y la secuencia de codificacion es al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 3. En un ejemplo, la secuencia
de codificacion es aproximadamente 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a SEQ ID NO: 3.

[0016] En otro ejemplo, la divulgacion proporciona una composicion que comprende el polinucledtido segun la
invencion una polimerasa de ARN, y trifosfatos de nucledsidos.

[0017] En otro ejemplo, la divulgacion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un ARNm segun
la invencion.

[0018] La descripcion proporciona un aparato de nebulizacion o aerosolizacion cargado con una composicion
farmacéutica descrita en el presente documento.

[0019] La descripcion proporciona una célula cultivada que comprende un ARNm tal como se describe en este
documento y CFTR funcional expresada a partir del ARNm.

[0020] La descripcion proporciona un uso de una composicion farmacéutica como se describe en el presente
documento para la induccién de expresién de CFTR funcional.

[0021] En otro ejemplo, la divulgacion proporciona un método de inducir la expresion de CFTR en las células
epiteliales en un pulmén de un mamifero, el método comprende poner en contacto las células epiteliales con una
composicion, donde la composicidén es una composiciéon farmacéutica que comprende un ARNm tal como se
describe en el presente documento.

[0022] En otro ejemplo, la divulgacion proporciona un método de inducir la expresion de CFTR en una célula diana
de mamifero, el método comprende poner en contacto la célula diana de mamifero con una composicién,
comprendiendo la composicion un ARNm tal como se describe en el presente documento.

[0023] En otra realizacidon, la presente invencidon proporciona una composicion para uso en un método de
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tratamiento de la fibrosis quistica mediante la administracion a un sujeto en necesidad de tratamiento un ARNm que
codifica una proteina CFTR segun se describe en el presente documento. En una realizacion, el ARNm se
administra al pulmén del sujeto. En una realizacion, el ARNm se administra por inhalaciéon, nebulizacion,
administracion intranasal o aerosolizacion. En diversas realizaciones, la administracion del ARNm da como resultado
la expresion de CFTR en el pulmén del sujeto.

[0024] La presente divulgacion proporciona una composicion para uso en un método de tratamiento de la fibrosis
quistica mediante la administracion al pulmén de un sujeto en necesidad de tratamiento de un ARNm que
comprende una secuencia codificante que codifica SEQ ID NO: 1, En ofra realizacion particular, la presente
invencién proporciona una composiciéon para uso en un método para tratar la fibrosis quistica administrando al
pulmén de un sujeto que necesita tratamiento un ARNm que comprende una secuencia codificante de la SEQ ID
NO: 3. En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona una composiciéon para uso en un método para
tratar la fibrosis quistica administrando al pulmén de un sujeto que necesita tratamiento un ARNm que comprende
una secuencia codificante de al menos 80%, 85%, 90%, 95%., 96%, 97%, 98%, o0 99% idéntica a SEQ ID NO: 3.

[0025] En otra realizacion, la descripcion proporciona un método de fabricacion de CFTR ARNm in vitro, que
comprende poner en contacto un polinucleétido aislado como se describe en este documento con una polimerasa
ARN en presencia de trifosfatos de nucledsidos, en donde: el polinucleétido aislado y la polimerasa ARN no estan
contenidas dentro de una célula; el polinucledtido aislado es un molde para la polimerasa ARN; y el polinucleétido
aislado comprende un promotor unido operativamente a una secuencia de plantilla, y la polimerasa ARN sintetiza
ARNmM que comprende una secuencia de codificacion que codifica SEQ ID NO: 1.

[0026] Otros objetos y ventajas de la invencion se expondran en parte En la descripcion que sigue, y en parte sera
obvio a partir de la descripcion, o puede aprenderse mediante la practica de la invencion. Los objetos y ventajas de
la invencion se realizaran y alcanzaran por medio de los elementos y combinaciones sefialadas particularmente en
las reivindicaciones adjuntas.

[0027] Se ha de entender que tanto la descripcion general anterior como la siguiente descripcion detallada son
ejemplares y explicativas solamente y no son restrictivos de la invencion, como se reivindica.

[0028] Los dibujos adjuntos, que se incorporan en y constituyen una parte de esta especificacion, ilustran varias
realizaciones de la invencion y junto con la descripcion, sirven para explicar los principios de la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0029] Los aspectos y ventajas anteriores de esta invencion pueden ser evidentes a partir de la siguiente detallada
descripcion con referencia a los dibujos adjuntos.

Figura 1A. Deteccion de la banda "C" madura para la proteina CFTR humana 24 horas después de la
transfeccion con ARNm de CFTR humano. Se observé una produccién de proteina exitosa para ARNm no
modificado y modificado (SNIM) (que comprende 25% de 2-tiouridina y 5-metilcitidina). La inmunoprecipitacién se
realizé usando el anticuerpo R&D Systems MAB25031 y la deteccion usando Ab570.

Figura 1B. Andlisis de transferencia Western de pulmones de ratéon CFTR KO 24 horas después de la exposicion
de PEl/nanoparticulas de ARNm de CFTR humana no modificada. Los ratones se trataron mediante nebulizacién
(nebulizador de chorro Pari Boy) en el transcurso de aproximadamente una hora. Se realizd la
inmunoprecipitacion de la proteina CFTR humana derivada segun los métodos proporcionados. La banda "C"
madura se detecta en todos los ratones tratados mientras que no se observa en los ratones de control.

Figura 2. Diagrama de voltaje de corriente de las corrientes evocadas de 8-Br-cAMP de las células HEK293T
tratadas (4 pg de ARNm de hCFTR) y no tratadas. Se induce una gran corriente dentro de las células
transfectadas con ARNm de hCFTR en comparaciéon con las células no tratadas. Las células tratadas que se
expusieron a un inhibidor especifico de la proteina CFTR, CFTRinh-172, muestran una marcada reduccion (~
89%) en el flujo de corriente de iones CI.

Figura 3. Diagramas de histograma de 8-Br-cAMP evocaron corrientes de células madre HEK293T tratadas (4
ug hCFTR) y no tratadas tras la aplicacion de un potencial de membrana de +80mV. Se induce una corriente
grande dentro de las células transfectadas con ARNm de hCFTR en comparacion con las células no tratadas.
Las células tratadas que se expusieron a un inhibidor especifico de la proteina CFTR, CFTRinh-172, muestran
una marcada reduccioén (~ 89%) en el flujo de corriente de iones Cl.

Figura 4. Diagrama de voltaje de corriente que compara los perfiles de células HEK 293 de exposicion nativa,
forscolina y GlyH-101. No se observaron cambios significativos En la corriente en ninglin escenario.

Figura 5. Diagrama de voltaje-corriente de las corrientes evocadas por forscolina de las células HEK293 tratadas
(4 ug de hCFTR) y no tratadas. Se induce una gran corriente dentro de las células transfectadas con ARNm de
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hCFTR en comparaciéon con las células no tratadas. Las células tratadas que se expusieron a un inhibidor
especifico de la proteina CFTR, GlyH-101, muestran una marcada reduccion (~ 95%) en el flujo de corriente de
iones Cl como se demuestra en el diagrama de pasos (+100 mV) en el lado derecho del grafico.

Figura 6. Hibridacion in situ de ARNm de CFTR humana en pulmones de ratén CFTR KO no tratados (PBS)
(izquierda) y tratados (derecha). Los ratones se expusieron a 30 yg de ARNm de hCFTR no modificado
encapsulado en nanoparticulas de PEl mediante administracion intratraqueal. Se observa tinciéon positiva
sustancial a lo largo de ambos pulmones a las 24 horas después de la administracion.

Figura 7. Hibridacion in situ de pulmones de ratén CFTR KO tratados con ARNm de CFTR humano a diferentes
vistas de aumento (hasta 20 aumentos). Los ratones se expusieron a 30 uyg de ARNm de hCFTR no modificado
encapsulado en nanoparticulas de PEI mediante administracion intratraqueal.

Figura 8. Seccion pulmonar representativa de gran aumento (40x) que demuestra la hibridacion in situ de
pulmones de raton CFTR KO tratados con ARNm de CFTR humano (derecha). Se detect6 ARNm de CFTR
humano en el citoplasma apical de las células epiteliales bronquiales diana 24 horas después de la
administracion. Los ratones se expusieron a 30 yg de ARNm de hCFTR no modificado encapsulado en
nanoparticulas de PEI mediante administracion intratraqueal.

Figura 9. Comparacion de la tinciéon de hibridacion in situ de pulmones de raton CFTR KO tratados con ARNm
de CFTR humano a las seis horas (izquierda) y 24 horas (derecha) después de la administracion. Los ratones se
expusieron a 30 uyg de ARNm de hCFTR no modificado encapsulado en nanoparticulas de PEI mediante
administracion intratraqueal. Se observa tincion intracelular positiva intensa dentro de las seis horas a lo largo de
ambos pulmones dentro de las regiones bronquial y alveolar, mientras que todavia se observa una tincion
positiva sustancial a las 24 horas después de la administracion.

Figura 10. Hibridacion in situ de ARNm de CFTR humana en pulmones de raton CFTR KO no tratados (PBS)
(superior) y tratados (parte inferior). Los ratones se expusieron a 15 pg de ARNm de hCFTR no modificado
encapsulado en nanoparticulas de lipidos C12-200 via administracién intratraqueal. Se observa tincién positiva
sustancial a lo largo de ambos pulmones a las 6 horas después de la administracion.

Figura 11. Secciones pulmonares representativas de gran aumento (40x) que demuestran hibridacién in situ de
pulmones de ratén CFTR KO tratados con ARNm de CFTR humano. Se detecté ARNm de CFTR humana en el
citoplasma apical de regiones epiteliales bronquiales diana (izquierda) e intracelular (derecha) seis horas
después de la administracion. Los ratones se expusieron a 15 pg de ARNm de hCFTR no modificado
encapsulado en nanoparticulas de lipidos C12-200 mediante administracion intratraqueal.

Figura 12. Seleccion de diferentes lineas celulares para la expresion de hCFTR. Inmunotransferencia de células
CHO y COS-7 (A) y BHK y PKC (B) transfectadas con construcciones de codificaciéon de hCFTR. Los lisados de
proteinas se prepararon 24 horas después de la transfeccion y se rastrearon usando MA1-935 como anticuerpo
primario. La flecha indica CFTR putativo. Véase la discusion de la especificidad MA1-935 en el Ejemplo 6.

Figura 13. Reactividad cruzada de diferentes anticuerpos CFTR antihumanos. (A) - CFTR antihumano de raton
MA1-935 (Chemicon): (B) - CFTR antihumano de raton AB570 (Fundacion de Fibrosis Quistica): (C) - CFTR
antihumano de raton AB596 (Fundacion de Fibrosis Quistica): (D) Conejo antihumano CFTR G449 (Universidad
Rockefeller). La flecha indica CFTR.

Figura 14. Inmunoprecipitacion de CFTR humano usando tres anticuerpos diferentes (R29, R66/17 y R66/16)
seguido de inmunodeteccion usando AB596. Carril 1: células T84 (control positivo), Carril 2: tejido pulmonar de
cerdo sin tratar (300 mg), Carril 3: tejido pulmonar de cerdo tratado (697 mg), Carril 4: tejido pulmonar de cerdo
tratado (163 mg).

Figura 15. Inmunoprecipitacion y transferencia de Western de un ratén a las 24 horas después de la aplicacion
por pulverizacion IT de 20 uyg de ARN de SNIM de hCFTR/10 pg FFL SNIM RNA cada uno En la formulacion
HGT5001 del Ejemplo 6. Las células T84 sirvieron un control positivo que muestra la Banda C madura
glucosilada y la banda B manosilada de hCFTR. La fraccion de extracto celular remanente "sobrenadante" sin
fraccion inmunoprecipitada. Fracciéon inmunoprecipitada "IP".

Figura 16. Inmunoprecipitacion de hCFTR de células T84 usando MAB25031 seguido de inmunodeteccion
usando AB570 (A) y MAB1660 (B).

Figura 17. Inmunoprecipitacion de CFTR de células NIH3T3 a las 72 horas después de la transfeccion con
diferentes constructos.

Figura 18. Inmunoprecipitacion de CFTR de células NIH3T3 a las 72 horas después de la transfeccion con
diferentes constructos usando 500 ug de proteina y MAB1660 (paneles izquierdo y central) y una cantidad
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incrementada de proteina total (8 mg) usando MAB25031 (panel derecho).

Figura 19. Inmunoprecipitaciéon de hCFTR usando MAB25031 y posterior inmunodeteccion usando AB570 de
muestras de pulmén de cerdo después de la administracion de hCFTR SNIMRNA En la formulacién de PEI del
Ejemplo 6. Carril 1: muestra de I6bulo caudal izquierdo negativo de luciferasa de cerdo n° 2, Carril 2: muestra de
regiones pulmonares positivas de luciferasa de cerdo n° 1,

Figura 20. La nebulizacion se realizé en cerdos anestesiados y ventilados (izquierda). El nebulizador estaba
conectado en linea al sistema de ventilacion (a la derecha, vea la flecha blanca).

Figura 21. Expresion de luciferasa medida en homogeneizados de muestras de tejido de cerdo de diferentes
regiones pulmonares después de la administracion en aerosol de 1 mg de ARN SNF de FFL En la formulacion de
PEI del Ejemplo 6 con el nebulizador de malla EFlow. Las muestras de pulmoén se cultivaron ex vivo durante la
noche antes de las mediciones de luciferasa (pg luciferasa/mg de tejido pulmonar).

Figura 22. BLI de expresion de luciferasa en muestras representativas de tejido de cerdo de diferentes regiones
pulmonares después de la administracion en aerosol de 1 mg de ARN SNF FFL En la formulacién PEI del
Ejemplo 6. Las muestras pulmonares se cultivaron ex vivo durante la noche antes de las mediciones.

Figura 23. Imagenes de BLI de la expresion de luciferasa en muestras de tejido de cerdo representativas de
diferentes regiones pulmonares después de la administracion en aerosol de 1 mg de ARN SNF de FFL En la
formulacién de PEI del Ejemplo 6 usando un nebulizador de chorro PARI BOY. Las muestras de pulmoén se
cultivaron ex vivo durante la noche antes de las mediciones.

Figura 24. BLI de la expresion de luciferasa en muestras de tejido de cerdo representativas de diferentes
regiones pulmonares después de la administracion en aerosol de cada ARN de SNIM de 1 mg de FFL y ARNm
de hCFTR En la formulacion de PEI del Ejemplo 6 usando un nebulizador de malla Aeroneb. Las muestras de
pulmoén se cultivaron ex vivo durante la noche antes de las mediciones.

Figura 25. BLI de expresion de luciferasa en muestras representativas de tejido de cerdo de diferentes regiones
pulmonares después de la administracion en aerosol de 1 mg de FFL SNIM RNA en "SHIRE Formulation #3"
(HGT5001: DOPE: Chol: DMGPEG2K (50: 25: 20: 5) (relacion molar) usando un nebulizador de malla Aeroneb.
Las muestras de pulmon se cultivaron ex vivo durante la noche antes de las mediciones.

Figura 26. BLI de la expresion de luciferasa en muestras de tejido de cerdo de diferentes regiones pulmonares
de un cerdo de control no tratado. El otro cerdo de control no tratado mostré el mismo resultado (datos no
mostrados).

Figura 27. BLI de la expresion de luciferasa en muestras de pulmén de cerdos tratados una vez n® 3y n° 6. La
administracion en aerosol de cada ARN de SNIM de 1 mg de FFL y de ARN de SNIM de hCFTR En la
formulacion de PEI del Ejemplo 6 se realizd usando un nebulizador de malla de Aeroneb. Se muestran
rebanadas de todo el pulmén de cerdo. Tres filas superiores: cerdo n° 3, tres filas inferiores: cerdo n° 6.

Figura 28. BLI de la expresion de luciferasa en muestras de pulmoén de cerdos tratados dos veces n° 4y n° 8. La
administracion en aerosol de cada ARN de SNIM de 1 mg de FFL y de ARN de SNIM de hCFTR En la
formulacion de PEI del Ejemplo 6 se realizd usando un nebulizador de malla de Aeroneb. Se muestran
rebanadas de todo el pulmén de cerdo. Tres filas superiores: cerdo n° 4, tres filas inferiores: cerdo n° 8.

Figura 29. BLI de la expresion de luciferasa en muestras de pulmén de cerdos tratados tres veces n°® 1y n® 2. La
administracion en aerosol de cada ARN de SNIM de 1 mg de FFL y ARN de SNIM de ARNm de hCFTR En la
formulacion de PEI del Ejemplo 6 se realizd usando un nebulizador de malla de Aeroneb. Se muestran
rebanadas de todo el pulmén de cerdo. Tres filas superiores: cerdo n° 1, tres filas inferiores: cerdo n° 2.

Figura 30. Luciferasa IHC en tejido pulmonar de cerdo tratado tres veces n° 1, La administracion en aerosol de
cada ARN de SNIM de 1 mg de FFL y de ARN de SNIM de hCFTR En la formulacién de PEI del Ejemplo 6 se
realizdé usando un nebulizador de malla de Aeroneb. La expresion de luciferasa aparecié en color rosa rojizo
(Anti-luciferasa pAb 1: 300, G7451, Promega, Refine AP-Kit, cromdgeno: nueva fucsina).

Figura 31. El tejido pulmonar altamente positivo por BLI del cerdo n° 3 tratado triple se sometié a hCFTR IP/WB.
Carril 1: células T84 (control positivo), Carril 2: tejido pulmonar de cerdo sin tratar (300 mg), Carril 3: tejido
pulmonar de cerdo tratado (697 mg), Carril 4: tejido pulmonar de cerdo tratado (163 mg). EI hCFTR complejo
maduro glicosilado aparecié como la llamada banda C dispersa. La hCFTR rica en manosa aparecié como la
llamada banda B mas densa. Se observo la expresion de hCFTR en células T84 y tejido de pulmén de cerdo de
ARN de SNIM de hCFTR tratado con cerdo n° 1, mientras que no se observé expresion de hCFTR en cerdos no
tratados.
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Figura 32. Inmunoprecipitacion de hCFTR usando MAB25031 y posterior inmunodeteccion usando AB570 de
muestras de pulmén de cerdo después de la administracion de ARN de SNIM de hCFTR En la formulacion de
PEI del Ejemplo 6. Carril 1: muestra de l6bulo caudal izquierdo negativo de luciferasa de cerdo n°® 2, Carril 2:
muestra de regiones pulmonares positivas para luciferasa de cerdo n° 1,

Figura 33 A y B. En la transfeccion in vitro de células HEK 293T con C-terminal His1o etiquetado (CO-CFTR-C-
His1g) y no etiquetados (CO-CFTR) de codones optimizados CFTR ARN SNIM humano. Después de la
transfeccion, el lisado de células completas se recogioé y se analizd la expresion de CFTR humana mediante
transferencia de Western utilizando (A) anticuerpo anti-CFTR n°® 217 y (B) anticuerpo anti-His 1187. Las muestras
transfectadas se compararon con lisado de control HEK 293T sin transfeccion (Carril 3).

Figura 33 C. En la transfeccion in vitro de células HEK 293T con SNIM ARN que codifica CFTR humano
optimizado con codén con una secuencia lider de la hormona de crecimiento y una (GH-CO-CFTR) o SNIM ARN
que codifica un C-terminal Hiso etiquetado CFTR humano optimizado por coddn (CO-CFTR-C-Hisqg). Después
de la transfeccion, se recogio el lisado de células enteras y se analizo la expresion de CFTR humana mediante
transferencia de Western usando el anticuerpo anti-CFTR n°® 217. Las muestras transfectadas se compararon
con el lisado de control HEK 293T sin transfeccion (Carril 3).

Figura 34. En la transfeccion in vivo de ratones knockout CFTR con ARN CFTR SNIM humano optimizado con
codon etiquetado de C-terminal Hisqio encapsulado dentro de ya sea un lipido (CKK-E12) o formulacién de
nanoparticulas poliméricas (PEl). Después de la administracion nebulizada de cada formulacion de ARNm
respectiva, se recogi6 lisado de tejido de pulmén derecho e izquierdo y se analizé la expresion de CFTR
mediante transferencia de Western usando anticuerpo anti-His 1187. Se utiliz6 tejido de pulso knockout CFTR de
control y lisado CFT-Hisio HEK293 como controles negativos y positivos respectivamente.

Figura 35. Deteccion bioluminiscente de la expresion de FFL en muestras de pulmén de porcino recogidas
después de la nebulizacién con agua para inyeccion.

Figura 36. Deteccion bioluminiscente de la expresion de FFL en muestras de pulmén de porcino recogidas
después de la nebulizacion con 1 mg de ARN de SNIM de FIM + 1 mg de CO-CFTR SNIM ARN en una
formulacion de PEI ramificada de 25 kDa.

Figura 37. Deteccion bioluminiscente de la expresion de FFL en muestras de pulmén de porcino recogidas
después de la nebulizacion con 1 mg de ARN de SNIM de FFL + 5 mg de CO-CFTR SNIM ARN en una
formulacion ramificada de PEI de 25 kDa.

Figura 38. Deteccion bioluminiscente de la expresion de FFL en muestras de pulmén de porcino recogidas
después de la nebulizacion con 1 mg de ARN de SNIM de FFL + 10 mg de CO-CFTR SNIM ARN en una
formulacion ramificada de PEI de 25 kDa.

Figura 39. Cuantificacion relativa de expresion de CFTR en diferentes cohortes. Las intensidades de banda se
normalizaron a una banda de 150 kDa en la escala de proteinas.

Figura 40. Ejemplo representativo de un bronquio "CFTR-positivo" con al menos una célula epitelial detectada
dentro de la capa de células epiteliales y que muestra una sefial clara de CFTR localizada en la membrana
mediante tincidn inmunohistoquimica CFTR usando un anticuerpo anti-CFTR.

Figura 41. Tincién inmunohistoquimica de CFTR en pulmén porcino después de administracion de control en
aerosol (WFI) o 5 mg de CO-CFTR SNIM ARN.

Figura 42. Representa un nivel de expresion de CFTR "bajo" analizado en pulmén porcino mediante tincion
inmunohistoquimica con anti-CFTR después de la administracion en aerosol de 5 mg de CO-CFTR SNIM ARN.

Figura 43. Representa un nivel de expresion de CFTR "medio"”, ensayado en pulmén de cerdo mediante tincion
inmunohistoquimica con anti-CFTR después de la administracion en aerosol de 5 mg de CO-CFTR SNIM ARN.

Figura 44. Representa un nivel de expresion de CFTR "alto", ensayado en pulmén de cerdo mediante tincion
inmunohistoquimica con anti-CFTR después de la administracion en aerosol de 5 mg de CO-CFTR SNIM ARN.

Figura 45. Tincién inmunohistoquimica de CFTR en pulmén porcino después de administracion de control en
aerosol (WFI) o 10 mg de CO-CFTR SNIM ARN.

Figura 46. Cuantificacion de numeros relativos de bronquios/bronquiolos CFTR-positivos por animal. Analisis de
cada cohorte (WFly 1 mg, 5 mg, 10 mg de CFTR humano SNIM ARN) 24 horas después de la administracion de
aerosol. La expresion de CFTR se normalizé a la intensidad de sefial para el estandar de proteina de 150 kDa.
(WFI=9,4 £ 5,6%, 1MG = 15,2 + 6,6%, 5MG = 25,4 + 14,1%, 10MG = 20,9 * 3,7%; WFI vs 5MG p = 0,0281, WFI
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contra 10MG p = 0,0174)

Figura 47. llustra la deteccién in situ multiple de acido nucleico de (A) ubiquitina C y (B) dap B en pulmon
porcino, suministro posterior en aerosol de agua para inyeccién por nebulizador.

Figura 48. llustra la deteccién in situ de acido nucleico multiple de (A) ubiquitina C y (B) dap B en pulmén
porcino, administracion posterior de aerosol de 1 mg de ARN SNF de FFL + 10 mg de CO-CFTR SNIM ARN en
una formulacion ramificada de PEI de 25 kDa .

Figura 49. llustra la deteccion in situ multiple de acido nucleico de (A) craneales derechos y (B) craneales
izquierdos en administracion porcina posterior a aerosol de agua para inyeccion por nebulizador.

Figura 50. llustra la deteccion in situ de acidos nucleicos multiples de (A) craneales derechos y (B) craneales
izquierdos en administracion porcina posterior a aerosol de 1 mg de ARN SNF de FFL + 1 mg de CO-CFTR
SNIM ARN en una formulacion de PEI ramificada de 25 kDa.

Figura 51. llustra la deteccion in situ multiple de acidos nucleicos de (A) craneales derechos y (B) craneales
izquierdos en administracion porcina posterior a aerosol de 1 mg de ARN SNF FFL + 5 mg de CO-CFTR SNIM
ARN en una formulacion de PEI ramificada de 25 kDa.

Figura 52. llustra la deteccion in situ multiple de acido nucleico de (A) craneales derechos y (B) craneales
izquierdos en administracion porcina posterior a aerosol de 1 mg de ARN SNF de FFL + 10 mg de CO-CFTR
SNIM ARN en una formulacion ramificada de PEI de 25 kDa.

Figura 53. llustra la deteccion positiva de la proteina de luciferasa de luciérnaga activa (FFL) en un pulmén de
cerdo tratado mediante luminiscencia tras la exposicién a nanoparticulas lipidicas de cKK-E12 encapsuladas con
ARNm de FFL/CO-CFTR-C-His10. Los cerdos se trataron con 1 mg de FFL + 9 mg de nanoparticulas lipidicas
encapsuladas con ARNm de CO-CFTR-C-His10 mediante nebulizacién utilizando un nebulizador jet Pari y se
sacrificaron 24 horas después del tratamiento. La luminiscencia de FFL se visualizé usando un bioluminémetro
de IVIS.

Figura 54. llustra ejemplos de resultados de la expresion de hCFTR en células HEK transfectadas usando
complejos neubilizados administrados a los cerdos 10, 11 y 12 (dosis de 1 mg).

Figura 55. llustra ejemplos de resultados de la expresion de hCFTR en células HEK transfectadas usando
complejos neubilizados administrados a los cerdos 13, 14 y 15 (dosis de 5 mg) y en células HEK transfectadas
utilizando complejos neubilizados administrados a los cerdos 19, 20 y 21 (dosis de 10 mg) .

Figura 56. llustra ejemplos de resultados de la expresion de hCFTR en células HEK transfectadas utilizando
complejos neubilizados administrados al cerdo 16 (dosis de 5 mg), 22 (dosis de 10 mg) y 67 (dosis de 1 mg).

Figura 57. llustra ejemplos de resultados de la expresion de hCFTR en células HEK transfectadas usando
complejos neubilizados administrados a los cerdos 17, 18 (dosis de 5 mg), 23, 24 (dosis de 10 mg) y 68, 69
(dosis de 1 mg).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

[0030] Tal como se utiliza aqui, el término "polinucleétido” se usa generalmente para referirse a un acido nucleico
(por ejemplo, ADN o ARN). Los términos polinucleétido, acido nucleico, ADN, ARN y ARNm incluyen tales moléculas
que estan compuestas de: residuos estandar o no modificados; residuos no estandar o modificados; y mezclas de
residuos estandar y no estandar.

[0031] Tal como se utiliza aqui, el término "ARNm" se utiliza para referirse a ARN modificado y no modificado que
incluye tanto una regién codificante como una regién no codificante.

[0032] Tal como se utiliza aqui, la expresion de un ARNm "region codificante” se refiere generalmente a la porcion
que, cuando se traduce resulta en la produccién de un producto de expresion, tal como un polipéptido, proteina o
enzima.

[0033] Una "nucleobase no estandar" es un resto de base distinta de las bases adenina naturales (A), citosina (C),
guanina (G), timina (T) o uracilo (U). La nucleobase no estandar es un analogo de una nucleobase especifica (A, C,
G, T o U) cuando sus propiedades de apareamiento de bases en una doble hélice de acido nucleico y el locus de
incorporacion por ADN o polimerasa ARNs en una doble hélice de acido nucleico (incluyendo una hélice de ARN-
ADN local tal como la formada durante la transcripcion de un molde de ADN por polimerasa ARN) son muy similares
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a una de las cinco nucleobases enumeradas anteriormente, con la excepcion de que los analogos de T
generalmente también seran analogos de U y viceversa. Para los propdsitos de determinar el porcentaje de
identidad de una primera secuencia con respecto a una segunda secuencia, un andlogo de una base no es un
desajuste con la base natural; por ejemplo, pseudouridina coincide con uridina, 5-metilcitidina coincide con citidina,
etc.

[0034] ElI término "no estandar" que se utiliza en conjuncién con términos incluyendo, pero no limitado a
"nucledsido”, "base", "nucleétido”, o "residuo" debe interpretarse de la misma manera como si se utiliza en
conjuncion con "nucleobase”.

[0035] El "contenido de GC" es la fraccion o porcentaje de residuos de nucleobases totales en una secuencia de
acido nucleico que son residuos de guanina, restos de citosina o analogos de los mismos. Por ejemplo, una
secuencia de 100 nt que contiene exactamente 30 citosinas, exactamente 30 guaninas, exactamente un analogo de
citosina y exactamente un analogo de guanina tiene una riqueza de GC del 62%.

[0036] Como se usa en este documento, un "codon desfavorecido” se refiere a un codon que se traduce de manera
menos eficiente o rapidamente por células de mamifero que otro codén para el mismo residuo de aminoacido. Los
codones desfavorecidos generalmente incluyen codones con una A o U En la posicién 32 o "oscilacion" del codén.
Para una discusion de codones desfavorecidos, véase, por ejemplo, la publicacion de patente de Estados Unidos
2009/0069256 Af1.

[0037] Una "molécula de ARNm de origen no natural " es un ARNm que no se produce a través de procesos de
transcripcion y de empalme normales de las células de tipo salvaje. Un ARNm puede calificarse como no natural en
virtud de su secuencia (por ejemplo, una serie de codones y/o uno o mas UTR que no estan presentes en cualquier
ARNm de CFTR de origen natural) y/o porque incluye residuos de nucleétidos no convencionales. Una molécula de
ARNmM no natural se puede sintetizar in vitro.

[0038] En cada una de las Tablas 1 y 2 a continuacién, la columna NWT indica la base no salvaje en la posicion
(Pos.) en la secuencia codificadora CFTR (véase, por ejemplo, SEQ ID NO: 3), y la columna WT indica la base de
tipo salvaje en la misma posicion (véase, por ejemplo, SEQ ID NO: 2 o la entrada RefSeq para CFTR humana
(numero de acceso NM_000492.3, 10 de febrero de 2013, version, disponible en GenBank; tenga en cuenta que la
secuencia de NM_000492.3 contiene una secuencia no codificante de manera que la secuencia de codificacion se
produce en la posicién 133 a 4575, de modo que, por ejemplo, la posiciéon 7 en las tablas siguientes corresponde a
la posicion 139 de la secuencia NM_000492.3).

ARNmM de CFTR no natural

[0039] Ademas de proporcionar métodos de produccion de CFTR funcional in vivo utilizando ARNm de CFTR de
origen natural o de tipo salvaje (y composiciones que comprenden que el ARNm), la descripcién también
proporciona ARNm de CFTR no natural que codifica la proteina CFTR (por ejemplo, SEQ ID NO: 1). En algunas
realizaciones se purifica o se aisla, el ARNm de CFTR no natural.

[0040] En otras realizaciones, el ARNm de CFTR de origen no natural esta presente en una célula. En algunas
realizaciones, la célula que comprende el ARNm de CFTR no natural no sintetiza el ARNm de CFTR no natural y/o
no comprende ADN complementario al ARNm de CFTR no natural y/o un gen de CFTR funcional; la célula puede
comprender opcionalmente un gen CFTR inactivo, tal como un gen CFTR con una mutacion sin sentido,
desplazamiento de marco, insercidn o delecién que hace que el producto de expresion del gen no sea funcional. En
algunas realizaciones, la célula que comprende el ARNm de CFTR que no se produce de manera natural comprende
adicionalmente la proteina CFTR funcional traducida a partir del ARNm de CFTR no natural. La célula puede ser, por
ejemplo, una célula epitelial de pulmon, una célula de higado o una célula de rifidn. En algunas realizaciones, la
célula esta en un cultivo celular.

Secuencia de codificacion CFTR

[0041] EI ARNm de CFTR descrito en este documento comprende una secuencia de codificacion con menos
complementos de promotores cripticos que SEQ ID NO: 2 (es decir, la secuencia de codificacion CFTR humano de
tipo salvaje), un menor numero de repeticiones directas y/o invertidas que SEQ ID NO: 2, menos codones
desfavorecidos que SEQ ID NO: 2, y/o el contenido de GC de la secuencia de codificacion es menor que el
contenido de GC de SEQ ID NO: 2.

[0042] Los promotores cripticos, las repeticiones directas y/o invertidas y/o los codones desfavorables de una
secuencia pueden ser reconocidos por un experto en la técnica usando métodos rutinarios. Por ejemplo, el
contenido de repeticion directa y/o invertida de una secuencia se puede determinar por analisis de secuencia (Liu et
al., Journal of Theoretical Biology (2014) 344: 19-30). El contenido del promotor criptico de una secuencia también
puede determinarse por analisis de secuencia, por ejemplo, presencia de secuencias de Shine-Dalgarno dentro de
una construccion o similar.
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[0043] EI ARNm de CFTR de acuerdo con la invencién esta transcrito in vitro, es decir, el ARNm se sintetizé en un
entorno artificial no dentro de una célula biolégica (por ejemplo, un sistema de transcripcion in vitro de células libres).
Generalmente, la transcripcion in vitro implica proporcionar una plantilla de ADN que comprende un promotor y una
secuencia complementaria al ARNm deseado (que puede ser circular o lineal), una polimerasa ARN vy trifosfatos de
nucledsidos en condiciones de reaccion adecuadas (sales, tampones y temperatura). Los inhibidores de la RNasa,
los agentes reductores y/o la pirofosfatasa pueden estar presentes En la mezcla de reaccion. En algunas
realizaciones, la polimerasa ARN es polimerasa ARN de T7.

Tabla 1. Bases de tipo no silvestre que se pueden utilizar en la secuencia de codificacion de CFTR que codifica
ARNm.

Paos. NWT wT Pos. NWT WT Pos, NWT wWT
7 C a 87 g a 175 C a
12 < g 91 a c 177 c a
15 g u 93 g [ 180 a g
18 < g 96 Y] g 183 ¢ g
30 u [ 99 g a 186 g u
33 < u 105 u a 189 u a
36 g [ 111 [ a 198 4 u
45 < u 117 g a 201 g u
438 < u 123 < u 204 g a
52 u a 126 g u 210 C u
53 [ g 129 a u 213 [4 u
54 a c 135 g u 216 a 3
60 u [ 138 g u 219 g u
61 c a 141 u c 220 a c
63 g a 144 [ u 222 a g
66 u a 147 c a 223 a [4
69 [ u 150 g u 225 g a
70 c u 153 g a 228 [ u
72 u g 156 g a 231 c u
75 a g 157 c u 238 [ a
78 g a 159 c g 240 g a
81 g a 163 c a 243 C u
&4 u C 165 g a 252 c u
85 [3 a 174 [ u 255 u a
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WT

NWT

<]

Pos.
534
537
538
540
543
544

545
546
549
553

554
555

558
564
573
579
585
588
589
609
612
615
624
627

630
631
633
639
642
645

652

657
663

672

678
681

684
687
693
€96

WT

NWT

Pos.

396
389
402

408
409

411
412
414
417
423
426
429

435
444
447

457
462
474

480
483
486
492
493
435

498
501
504

505

506
507
510
513
514

516
522
525

526
527
528
531

WT

=)

NWT

Pos.
261
264
268

270
276
282
291
234

297
300
303
304

309

310
312

315
318
321

324
327
333

342
345
351
352
353
354

363
366
369
372
375
378

379
381

384
385
387
390
393
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wWT

NWT
g
a

g
C

g
g
g
8
c

C

a

c

g
g
c

C

C
g
c

u

C

u
u
g
g
a3
g
8

U
u

2
u
a

C

g
g
g

U

C

C

Pos.

1050
1053

1065
1071

1074
1077
1092

1101
1104
1113
1116
1119

1125
1137
1140
1146
1147
1152
1155

1158
1159
1161
1164
1170
1173
1179
1191
1194
1197
1200
1206
1212
1218
1222
1224
1239
1242
1245
1248
1254

NWT

C

g
u
g
u

g
a

u

a

Pos.

888
891
897
900
906
907

909
912
919

920
921
927

936
939

948
851
954
958
960
963
966
967
969
972
978
979
981

984
987
990
993

1002
1005
1008

1017

1020
1023

1035
1036
1047

WT

NWT

o]

vl

Pos.
697
699
702
703

705
720

724
726
741

742
744
747

756
759
762

766
767
768

777
780
783

786
789
798
804
810
813

816
819
822
825
840
846
849

862
864

865
867
873

876
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Pos. NWT WT Pos. NWT WT Pos. NWT WT
1255 € a 1389 a c 1546 c a
1257 c a 1392 a g 1555 u a
1260 g a 1396 a u 1556 c g
1263 9 u 1397 g ¢ 1557 g c
1266 a u 1398 c a 1563 u ¢
1272 g u 1401 c u 1566 g a
1275 C u 1402 u c 1568 g a
1278 u c 1404 g a 1575 g a
1279 u a 1419 g a 1576 u c
1280 c g 1422 g a 1578 g a
1284 g c 1425 u g 1590 u c
1287 u < 1431 c u 1593 u ¢
12591 u a 1432 a u 1599 < u
1292 c g 1433 g < 1602 c a
1293 g u 1434 c a 1608 g a
1296 c u 1440 g u 1611 u ¢
1302 c a 1443 g a 1614 C u
1305 g u 1449 a g 1617 C a
1308 c u 1453 u a 1620 C u
1311 a u 1454 ¢ g 1621 u c
1314 a u 1455 c u 1623 g u
1317 C u 1458 g a 1632 g u
1320 g c 1459 c a 1635 u a
1321 u c 1461 u a 1638 u ¢
1326 g a 1464 c u 1642 u C
1329 c u 1474 a u 1645 u a
1332 c u 1475 g C 1646 C g
1344 u a 1476 < u 1647 g u
1347 g a 1485 a c 1653 g u
1350 g a 1491 c u 1656 g a
1357 C u 1497 c u 1662 g a
1359 u g 1500 a c 1663 c a
1360 c u 1512 g a 1665 g a
1362 < g 1515 C u 1668 c u
1368 a u 1521 u c 1669 a u
1371 g u 1524 c u 1670 g ¢
1375 a u 1527 a u 1671 C u
1376 g C 1530 a u 1672 [4 u
1383 u a 1542 g a 1674 C a
1386 g a 1545 € u 1677 g a
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Pos. NWT wT Pos, NWT WT Pos. NWT WT
1683 g a 1854 c u 1977 C u
1698 a u 1855 c u 1980 g a
1708 C u 1857 c g 1984 u c
1710 g a 1860 c u 1986 g a
1711 c u 1866 a u 1989 g u
1713 u a 1867 u a 1992 a g
1716 u < 1868 c g 1995 g ¢
1719 a u 1869 g c 1996 c u
1722 g u 1870 u a 1998 g a
1734 C a 1871 o g 2004 a u
1737 ¢ u 1875 C u 2010 g a
1740 a u 1881 c u 2011 < u
1743 g a 1884 C g 2013 u a
1758 ¢ a 1887 u a 2016 g a
1761 c u 1890 c u 2019 u a
1764 g a 1896 g a 2025 c u
1765 u a 1897 u c 2028 g u
1766 ¢ g 1899 g ¢ 2031 a C
1767 g c 1905 C u 2034 g c
1770 ¢ u 1906 u [ 2040 c a
1773 g c 1908 g a 2043 g a
1782 u g 1914 g a 2049 g a
1791 u € 1920 ¢ u 2052 g a
1784 g a 1921 u a 2055 g a
1797 g u 1922 C g 2058 g u
1800 a g 1923 a c 2064 g a
1803 ¢ u 1924 a u 2070 a u
1804 c u 1925 g € 2076 a g
1809 g C 1926 c a 2082 u g
1812 a u 1938 g a 2085 g a
1815 a u 1944 c u 2091 a g
1827 c u 1947 a u 2097 C u
1828 c u 1956 g a 2098 a u
1830 u a 1959 c u 2099 8 c
1836 g a 1962 C u 2103 c u
1839 g u 1965 g a 2104 u c
1845 g a 1969 c a 2106 g c
1848 C a 1971 g a 2112 u a
1849 C u 1972 C a 2115 u c
1851 g a 1974 g a 2121 a U
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Pos. NWT WT Pos. NWT WT Pos. NWT WT
2124 u a 2258 c g 2415 c g
2127 c a 2259 g c 2418 ¢ u
2130 g a 2265 u c 2421 C a
2133 c u 2266 u a 2424 ¢ u
2136 a C 2267 c g 2425 a u
2139 c u 2268 a c 2426 g c
2142 c g 2271 c u 2427 c a
2145 g a 2274 a ¢ 2428 c a
2148 a g 2277 u c 2430 u a
2154 a C 2280 a g 2434 c u
2155 c u 2289 g a 2436 u a
2157 g a 2290 a < 2439 g u
2160 g a 2292 g a 2448 c u
2169 a c 2293 c a 2451 a c
2172 u c 2295 a g 2452 C u
2184 g u 2301 a g 2454 u g
2187 < u 2304 c u 2457 g a
2190 a g 2307 g C 2460 c a
2193 c u 2310 C g 2463 c u
2194 ¢ u 2316 ¢ g 2472 ¢ u
2186 g a 2322 g a 2475 u ¢
2200 c a 2325 u c 2484 u c
2202 ¢ a 2328 g a 2487 g a
2208 u g 2331 a u 2490 a g
2209 a u 2337 g a 2496 u c
2210 g C 2340 g u 2499 c u
2212 c u 2343 a g 2508 C u
2214 C a 2355 c a 2514 a g
2217 g a 2358 a g 2515 u a
2220 g a 2361 g a 2516 C g
2226 a u 2364 g a 2517 a c
2232 a g 2367 c a 2520 C a
2235 g a 2370 a c 2526 g a
2241 c g 2373 g a 2532 a u
2244 u a 2374 a c 2535 g a
2247 u g 2388 u g 2548 u ¢
2250 ¢ u 2391 a c 2550 g u
2253 g c 2394 C u 2553 u a
2256 u c 2400 g a 2556 C u
2257 u a 2403 U c 2559 c u
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Pos. NWT WT Pos. NWT WT Pos. NWT WT
2562 g u 2700 c u 2868 a u
2565 g c 2703 u c 2871 g u
2572 u a 2704 u a 2874 g a
2573 c g 2705 c g 2877 u a
2577 g a 2712 C a 2880 € u
2583 C u 2724 u c 2886 C a
2586 c g 2725 u a 2890 u C
2589 C a 2726 ¢ g 2892 g o
2592 c u 2727 u C 2885 u C
2598 u c 2730 a c 2899 c u
2599 c u 2733 C u 2901 C g
2601 c a 2742 ¢ u 2904 g a
2604 g a 2754 c u 2907 g a
2607 c u 2760 a g 2910 a u
2613 C g 2766 g a 2913 u g
2616 u a 2776 c u 2917 u c
2622 c g 2781 < u 2919 g u
2625 a u 2784 g u 2923 C a
2628 g u 2790 u a 2925 c a
2631 a u 2797 c a 2931 a c
2632 ¢ u 2802 a u 2940 u a
2634 u g 2805 C a 2564 c u
2637 g u 2811 c g 2967 g u
2640 c g 2814 u g 2970 g C
2643 c g 2817 ¢ u 2973 o a
2649 g c 2820 g u 2976 C u
2655 u a 2823 u a 2994 g a
2658 u c 2828 u a 2995 4 u
2661 g u 2832 € g 2997 g a
2664 c u 2835 c g 3000 c u
2665 u C 2838 g a 3009 g a
2667 g u 2842 c u 3015 u a
2679 C g 2844 c a 3021 a u
2683 u a 2850 u c 3027 u a
2684 C g 2853 g a 3030 ¢ u
2688 a u 2857 c u 3031 C u
2691 C u 2359 u a 3033 c a
2692 u a 2863 a u 3036 g a
2693 c g 2864 g c 3039 u €
2694 a u 2865 c u 3045 u <
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Pos. NWT WT Pos. NWT WT Pos. NWT WT
3051 C u 3207 C a 3382 4 a
3054 g a 3208 a c 3384 g a
3057 C a 3216 < u 3387 C u
3060 u g 3228 a u 3402 a u
3063 g a 3243 g u 3403 c u
3069 C a 3250 ¢ u 3405 C a
3075 g u 3252 C a 3414 ¢ u
3081 c u 3258 g u 3417 u c
3085 c u 3261 a c 3423 ¢ u
3088 c a 3264 u < 3426 u a
3090 g a 3270 u c 3438 a u
3093 c a 3276 u < 3441 g a
3100 u c 3277 u ¢ 3445 a u
3102 g < 3280 a u 3446 g c
3105 g a 3281 g C 34438 u a
3108 g c 3282 u a 3449 c g
3117 g a 3285 < a 3450 g ¢
3120 u < 3288 < g 3453 u a
3123 g a 3291 a ¢ 3466 c u
3132 g a 3297 u ¢ 3472 a C
3141 g ¢ 3300 g a 3474 g a
3145 u a 3304 C 8 3477 C U
3146 ¢ g 3306 C a 3480 u g
3147 g u 3309 u a 3481 u a
3150 u a 3312 g a 3482 C g
3153 ¢ u 3324 g < 3483 g c
3156 u C 3333 u c 3484 a ¢
3159 g u 3336 c u 3486 g a
3168 g u 3339 g u 3501 c u
3171 c a 3342 g u 3510 g a
3174 u c 3345 u i« 3513 g a
3177 g a 3348 u C 3516 g a
3180 g a 3351 < u 3519 a u
3184 u c 3357 ¢ u 3522 g a
3186 g a 3360 g a 3525 C u
3192 g a 3363 c a 3528 a ¢
3193 u c 3366 g a 3531 a g
3185 g u 3372 g a 3532 a u
3198 C u 3375 c a 3533 g c
3204 u ¢ 3378 g a 3534 u a
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Pos. NWT WT Pos. NWT WT Pos. NWT wWT
3537 g c 3690 o u 3819 g u
3543 ¢ a 3693 g [ 3826 a u
3546 u c 3697 a u 3827 g c
3555 g [« 3698 g C 3828 c a
3559 u c 3699 c a 3831 c a
3561 g c 3702 u a 3834 ¢ u
3562 a u 3705 4 u 3840 g a
3563 g ¢ 3708 c u 3847 C a
3564 u g 3711 u [ 3855 g <
3567 g a 3715 c a 3864 a g
3570 a u 3717 u g 3867 ¢ a
3576 c u 3723 g c 3870 C a
3579 C u 3724 u ¢ 3873 a g
3585 9 u 3726 g c 3876 g a
3586 a u 3727 c u 3879 C a
3587 g ¢ 3729 c g 3885 c u
3588 u a 3732 g a 3889 a u
3600 g a 3735 g a 3890 g c
3615 u c 3738 c u 3891 c u
3616 a u 3741 g a 3897 ¢ a
3617 g 4 3747 a g 3900 [ u
3618 ¢ a 3750 a g 3901 < a
3624 u ¢ 3751 u a 3906 g a
3627 g a 3752 ¢ g 3909 u I
3633 ¢ u 3753 g u 3910 c u
3636 g C 3756 g u 3912 C g
3639 g a 3760 c u 3918 u ¢
3642 c u 3762 g a 3931 u a
3645 g c 3765 g a 3932 < g
3648 g a 3768 c u 3933 a u
3660 ¢ a 3771 c u 3942 g a
3663 g a 3780 u a 3945 U a
3666 a u 3786 u ¢ 3954 c u
3669 g a 3789 a U 3957 g a
3672 C u 3792 g a 3960 C u
3675 a ¢ 3795 u a 3969 ¢ g
3678 C a 3798 g a 3972 U C
3679 ¢ u 3810 [ u 3973 < a
3681 u a 3813 C u 3975 g a
3684 a g 3816 U g 3976 a U
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Pos. NWT WT Pos. NWT WT Pos. NWT WT
3977 g ¢ 4131 < u 4304 c g
3981 a g 4134 g a 4305 a <
39384 c a 4140 g a 4306 u c
3987 g a 4143 uy c 4308 g c
3996 g u 4146 g a 4317 g a
3999 a g 4149 c a 4320 g c
4002 a g 4152 c u 4323 u C
4005 c u 4158 g a 4324 u a
4020 a g 4161 a u 4325 ¢ g
4029 a c 4164 u a 4326 a c
4032 ¢ u 4167 g a 4329 a c
4038 g a 4170 g a 4335 u c
4039 u a 4173 g a 4344 a g
4040 ¢ g 4179 c u 4347 u ¢
4041 g c 4182 c u 4353 a 4
4047 g C 4188 g a 4357 a c
4057 c u 4191 g a 4359 a g
4059 c g 4203 g a 4362 u [
4066 ¢ u 4206 u ¢ 4365 g a
4071 g u 4207 € a 4366 u a
4072 c a 4209 u g 4367 < g
4077 c u 4212 c a3 4368 g c
4080 c u 4215 g a 4380 C u
4084 u a 4218 c a 4383 a g
4085 C g 4224 c g 4386 g ¢
4089 a g 4233 g a 4392 c u
4095 a g 4240 C u 4395 g u
4098 u ¢ 4242 u g 4398 fo u
4099 c u 4248 c a 4399 u c
4101 u g 4257 u C 4407 a g
4104 c g 4260 g a 4413 u a
4105 u c 4263 c g 4422 a g
4107 g U 4266 c g 4425 u g
4116 u c 4275 € u 4431 c u
4117 u a 4287 g a 4434 g a
4118 c g 4293 u g 4435 c a
4119 g u 4296 u [d 4437 g g
4122 C u 4302 a g 4443 a g
4126 < u 4303 u a
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Tabla 2. Subconjunto de bases de tipo no silvestre que se pueden utilizar en la secuencia de codificacion de CFTR

que codifica ARNm.
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Pos. NWT wWT Pos. NWT WT Pos. NWT WT
564 C g 900 g C 1197 u C
573 c u 906 c g 1200 U C
588 g a 907 [ a 1206 a g
615 g u 909 g a 1212 u a
624 < g 912 u < 1218 a g
631 u < 921 g c 1245 u C
642 u a 927 g c 1255 C a
645 u c 93¢ c a 1257 c a
663 a g 948 c u 1266 a u
672 u C 951 u g 1275 C u
684 a u 954 [ g 1278 u [
697 u C 960 c a 1279 u a
702 a c 963 g u 1280 C g
703 u c 966 u g 1293 g u
720 u a 967 u C 1308 [ u
724 c a 972 u c 1311 a u
726 g a 979 u c 1314 a u
741 u c 984 U c 1317 9 u
742 c a 9390 g a 1321 u C
744 c a 933 u c 1350 g a
756 g u 1002 € g 1362 c g
759 y g 1008 u a 1368 a u
762 a g 1017 g c 1371 g u
768 g u 1020 u c 1383 u a
777 c u 1023 G a 1386 g a
780 < g 1035 a u 1389 a c
786 u c 1036 u C 1392 a g
785 g a 1047 a g 1401 c u
798 C u 1053 a u 1402 u c
813 g u 1065 g c 1425 u g
816 C u 1071 c u 1440 g U
819 a g 1092 g u 1449 A g
825 u c 1101 g a 1455 C u
840 u a 1116 a g 1458 G a
864 C a 1158 u c 1459 C a
865 c a 1161 u a 1461 U a
867 c a 1164 u g 1485 A o
873 u a 1170 g a 1497 C u
891 [ g 1179 a g 1500 a ¢
897 g a 1194 g a 1521 U c

21




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 689 523 T3

Pos. NWT WT Pos. NWT WT Pos. NWT WT
1524 c u 1812 a u 2112 u a
1527 a u 1815 a u 2115 u ¢
1530 a u 1830 u a 2121 a u
1557 g < 1839 g u 2124 u a
1563 u C 1857 c g 2127 < a
1569 g a 1860 c u 2136 a ¢
1576 u C 1866 a u 2139 < u
1590 u ¢ 1869 g c 2142 c g
1593 u ¢ 1870 u a 2154 a C
1599 ¢ u 1871 c g 2169 a c
1602 C a 1881 € u 2184 g u
1611 u c 1887 u a 2187 C u
1617 c a 1897 u c 2190 a g
1620 C u 1906 u c 2200 o a
1621 u C 1914 g a 2202 c a
1635 U a 1923 a c 2208 u g
1638 u c 1938 g a 2214 < a
1642 u C 1947 a u 2220 g a
1647 g u 1962 c u 2226 a u
1653 g u 1965 g a 2232 a g
1662 g a 1969 C a 2244 u a
1674 C a 1971 g a 2247 u g
1677 g a 1972 c a 2253 £ c
1683 g a 1974 g a 2256 u 9
1698 a u 1980 g a 2259 g ¢
1713 u a 1984 u c 2265 u C
1716 u c 1989 g u 2266 u a
1719 a u 1992 a g 2267 c g
1722 g u 1995 g c 2268 a C
1734 c a 2010 g a 2271 C u
1737 C u 2013 u a 2274 a c
1740 a u 2019 u a 2277 u ¢
1761 C u 2028 g u 2280 a g
1765 u a 2031 a ¢ 2288 g a
1766 ¢ g 2034 g C 2301 a g
1767 g c 2040 c a 2304 C u
1770 c u 2053 g U 2310 c g
1782 u g 2076 a g 2316 c g
1791 u c 2082 u g 2322 g a
1797 g u 2104 u C 2325 u C
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Pos. NWT WT Pos. NWT WT Pos. NWT WT
2328 g a 2598 u ¢ 2850 u ¢
2331 a u 2601 c a 2859 u a
2340 g u 2613 c g 2865 c u
2343 a g 2622 [ g 2868 a u
2355 c a 2625 a u 2877 U a
2358 a g 2628 g u 2890 u <
2361 g a 2631 a u 2895 u c
2364 g a 2634 u g 2901 ¢ g
2370 a c 2640 C g 2907 g a
2373 g a 2643 9 g 2910 a u
2388 u g 2655 u a 2913 u g
2391 a c 2658 u € 2917 u <
2400 g a 2661 g u 2923 < a
2403 u ¢ 2665 u c 2925 c a
2415 c g 2683 u a 2831 a C
2428 c a 2684 C g 2970 g ¢
2430 u a 2688 a u 2976 C u
2436 u a 2694 a u 3000 C u
12439 g u 2703 u c 3021 a u
2448 ¢ u 2704 u a 3030 [ u
2451 a c 2705 c g 3033 C a
2454 u g 2712 c a 3039 u c
2463 c u 2724 u c 3045 u C
2484 u c 2725 u a 3051 € u
2490 a g 2726 [ g 3054 g a
2514 a g 2727 u c 3060 u g
2515 u a 2730 a c 3063 g a
2516 C g 2742 c u 3069 ¢ a
2517 a © 2760 a g 3075 g u
2526 g a 2781 C u 3088 C 2
2532 a u 2784 g u 3090 g a
2535 g a 2802 a u 3108 g c
2548 u C 2805 c a 3120 u C
2553 u a 2811 c g 3141 g c
2562 g u 2814 u g 3145 u a
2572 u a 2820 g u 3146 c g
2573 C g 2823 u a 3147 g u
2583 c u 2829 u a 3150 u a
2586 C g 2832 c g 3156 u c
2589 c a 2844 < a 3159 g i
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Pos. NWT WT Pos. NWT WT Pos. NWT WT
3174 u C 3483 g < 3752 ¢ g
3184 u ¢ 3486 g a 3753 g u
3192 g a 3501 c u 3756 g u
3193 u 4 3510 g a 3765 g a
3198 c u 3513 g a 3786 u C
3228 a u 3519 a u 3795 u a
3243 g u 3528 a ¢ 3810 c u
3252 c a 3531 a g 3813 ¢ u
3258 g u 3534 u a 3816 u g
3261 a c 3537 g c 3819 g u
3264 u c 3546 u < 3847 c a
3270 u c 3555 g c 3855 g o
3276 u c 3559 u c 3864 a g
3277 u ¢ 3564 u g 3873 a g
3282 u a 3570 a u 3879 < a
3288 c g 3579 ¢ u 3889 a u
3297 u c 3588 u a 3890 g c
3304 C a 3615 u 4 3891 C u
3306 ¢ a 3624 u c 3901 < a
3336 ¢ u 3633 C u 3912 c g
3339 g u 3648 g a 3918 u ¢
3345 u ¢ 3660 [ a 3933 a u
3348 u c 3666 a u 3845 u a
3366 g a 3669 g a 3954 o u
3375 C a 3672 c u 3957 g a
3382 ¢ a 3675 a c 3960 c u
3387 c u 3681 u a 3972 u ¢
3402 a u 3684 a g 3981 a g
3405 9 a 3693 g ¢ 3984 C a
3417 u c 3702 u a 3996 g u
3426 u a 3711 u c 3999 a g
3438 a u 3717 u g 4002 a g
3448 u a 3723 g o 4005 ¢ u
3449 c g 3724 u € 4020 a g
3450 g ¢ 3729 C g 4029 a €
3474 g a 3732 g a 4032 C u
3477 ¢ u 3741 g a 4039 u a
3480 u g 3747 a g 4040 c g
3481 u a 3750 a g 4041 g [
3482 c g 3751 u a 4047 g c
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Pos. NWT wWT Pos. NWT WT Pos. NWT WT
4059 c g 4188 g a 4335 u c
4071 g u 4206 u c 4344 a g
4072 c a 4207 C a 4347 u C
4077 C u 4209 u g 4353 a c
4080 c u 4212 ¢ a 4362 u c
4084 u a 4224 c g 4365 g a
4085 C g 4242 u g 4366 u a
4088 a g 4248 c a 4367 c g
4095 a g 4257 u o 4368 g c
4098 u < 4263 < g 4383 a g
4104 C g 4266 c g 4386 g o
4105 u c 4293 u g 4392 c u
4116 u c 4303 u a 4395 g u
4119 g u 4304 c g 4399 u <
4134 g a 4305 a C 4407 a g
4140 g a 4306 u ¢ 4413 u a
4143 u c 4320 g C 4422 a g
4158 g a 4323 u ¢ 4425 U g
4161 a u 4324 u a 4434 g a
4164 u a 4325 ¢ g 4435 ¢ a
4173 g a 4326 a c 4437 u g
4179 C u 4329 a ¢

[0044] La presente invencion comprende un ARNm de CFTR de origen no natural que comprende una secuencia
codificante de la SEQ ID NO: 3 para su uso en el tratamiento de la fibrosis quistica en un mamifero. Se describen
secuencias codificantes de ARNm de CFTR no naturales ejemplares adicionales en la seccion Breve Descripcion de
Secuencias, tal como, por ejemplo, SEQ ID NOs: 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o 17. En algunas realizaciones, la
presente invencion proporciona un ARNm de CFTR que comprende una secuencia codificante al menos 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a cualquiera de SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, un ARNm de
CFTR no natural comprende una 5'UTR, 3'UTR, una secuencia de codificacion del péptido sefial o una estructura de
tapa o cola como se describe a continuacion.

[0045] ARNm de CFTR descritos anteriormente que comprende la secuencia que difiere de la secuencia de
codificacion de tipo salvaje CFTR puede proporcionar ventajas con respecto a la eficacia y facilidad de preparacion
de codificacion. Por ejemplo, las reacciones de transcripcion in vitro que usan un polinucleétido que comprende una
secuencia molde que se complementa con la secuencia codificante de CFTR pueden proporcionar un mayor
rendimiento de ARN; un polinucleétido que comprende dicha secuencia molde puede ser mas estable (es decir,
menos propenso a la mutaciéon) durante el crecimiento en una célula hospedadora, reduciendo la cantidad de
purificacion necesaria para generar un molde utilizable en una reaccion; y la traduccién in vivo de un ARNm que
comprende la secuencia codificante puede ser mayor.

Secuencia de péptidos senal

[0046] En algunas realizaciones, un ARNm que codifica una proteina CFTR incorpora una secuencia de nucleétidos
que codifica un péptido sefial. Como se usa en este documento, el término "péptido sefial" se refiere a un péptido
presente en una proteina recién sintetizada que puede dirigir la proteina hacia la ruta secretora. En algunas
realizaciones, el péptido sefial se escinde después de la transposicion en el reticulo endoplasmico después de la
traduccion del ARNm. El péptido sefial también se denomina secuencia sefial, secuencia lider o péptido lider.
Tipicamente, un péptido sefial es un péptido corto (por ejemplo, 5-30, 5-25, 5-20, 5-15 o 5-10 aminoacidos de
longitud). Un péptido sefial puede estar presente en el extremo N de una proteina recién sintetizada. Sin desear
estar ligado a ninguna teoria particular, la incorporacion de una secuencia que codifica un péptido sefial en un
ARNm que codifica CFTR puede facilitar la secrecion y/o la produccion de la proteina CFTR in vivo.

[0047] Un péptido sefial adecuado para uso con la presente invencion puede ser una secuencia heterogénea
derivada de diversas proteinas eucariotas y procariotas, en particular, las proteinas secretadas. En algunas
realizaciones, un péptido sefial adecuado es una secuencia rica en leucina. Véase Yamamoto Y et al. (1989),
Biochemistry, 28: 2728 - 2732. Un péptido sefial adecuado puede derivarse de una hormona de crecimiento humano
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(hGH), preproteina de albumina sérica, precursor de cadena ligera Ig kappa, preproteina de Azurocidina, precursor
de cistatina-S, precursor de tripsinégeno 2, bloqueador de canales de potasio, conotoxina alfa 1p1.3, conotoxina
alfa, alfa-galactosidasa, celulosa, proteinasa aspartica nepentesina-1, quitinasa acida, preproxina K28, precursor de
zygocina toxina asesina y toxina del colera. Las secuencias peptidicas sefial ejemplares se describen en Kober, et
al., Biotechnol. Bioeng., 110: 1164-73, 2012.

[0048] En algunas realizaciones, un ARNm que codifica CFTR puede incorporar una secuencia que codifica un
péptido sefial derivada de la hormona de crecimiento humana (hGH), o un fragmento de la misma. A continuacién se
muestra una secuencia de nucleétidos no limitante que codifica un péptido sefial de hGH.

Secuencia de la hormona de crecimiento humana 5’ (hGH) (SEQ ID NO: 18):

AUGGCCACUGGAUCAAGAACCUCACUGCUGCUCGCUUUUGGACUGCUUUGCCUGC
CCUGGUUGCAAGAAGGAUCGGCUUUCCCGACCAUCCCALCUCUCC

Secuencia de la hormona de crecimiento humana 5’ alternativa (hGH) (SEQ ID NO: 19):

AUGGCAACUGGAUCAAGAACCUCCCUCCUGCUCGCAUUCGGCCUGCUCUGUCUCC
CAUGGCUCCAAGAAGGAAGCGCGUUCCCCACUAUCCCCCUCUCG

[0049] En algunas realizaciones, un ARNm segun la presente invencion puede incorporar una secuencia de péptido
sefial de codificacion que tiene al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o mas de identidad con la SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19.

5'-UTR, 3'-UTR, cola de poli-A, tapa y residuos de nucleétidos no estandar

[0050] En algunas realizaciones, el ARNm comprende una secuencia en su extremo 5° UTR que es idéntica a SEQ
ID NO: 4 o es al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al al menos un 70%, al menos un 75%,
al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o al menos un 99%
idéntica ala SEQ ID NO: 4.

[0051] En algunas realizaciones, el ARNm comprende una secuencia en su 3-UTR que es idéntica a la SEQ ID NO:
5 o es al menos 50%, al menos 55%, al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos el 75%, al menos el
80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 98%, o al menos el 99%, idénticas a la SEQ
ID NO: 5.

[0052] En algunas realizaciones, el ARNm comprende una cola poli-A. En algunas realizaciones, la cola de poli A
tiene una longitud de al menos 70, 100, 120, 150, 200, 250, 300, 400 o 500 residuos. En algunas realizaciones, la
cola de poli A tiene una longitud que varia de 70 a 100, 100 a 120, 120 a 150, 150 a 200 o 200 a 300, 300 a 400 o
400 a 500 residuos. Las colas de poli A se pueden agregar usando una variedad de técnicas reconocidas en la
técnica. Por ejemplo, se pueden afiadir largas colas de poli A a ARN transcrito sintético o in vitro usando polimerasa
de poli A (Yokoe, y col., Nature Biotechnology, 1996; 14: 1252-1256). Un vector de transcripcion también puede
codificar colas largas de poli A. Ademas, las colas de poli A se pueden agregar mediante transcripcion directamente
de productos de PCR. El poli A también se puede ligar al extremo 3’ de un ARN sentido con ligasa de ARN (véase,
por ejemplo, Molecular Cloning A Laboratory Manual, 22 edicién, editado por Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold
Spring Harbor Laboratory Press: edicion de 1991)). En algunas realizaciones, se puede usar una cola poli-U o poli-C
en su lugar o ademas de una cola poli-A. Por ejemplo, los ARNm que codifican CFTR pueden incluir una estructura
de cola poli(C) 3’. Una cola poli-C adecuada en el extremo 3’ del ARNm incluye tipicamente entre 10 y 200
nucleétidos de citosina (por ejemplo, aproximadamente 10 a 150 nucledtidos de citosina, aproximadamente 10 a 100
nucleétidos de citosina, aproximadamente 20 a 70 nucleétidos de citosina, aproximadamente 20 a 60 nucleétidos de
citosina, o aproximadamente 10 a 40 nucledtidos de citosina). La cola de poli-C se puede agregar a la cola poli-A o
puede sustituir a la cola poli-A.

[0053] En algunas realizaciones, el ARNm comprende una tapa 5’, por ejemplo, una estructura de CAP1. Para las
enzimas y procedimientos de encapsulado de ARNm, véase, por ejemplo, Fechter, P.; Brownlee, G.G. "Recognition
of MRNA cap structures by viral and cellular proteins" J. Gen. Virology 2005, 86, 1239-1249; Publicacion de patente
europea 2 010 659 A2; Patente de EE.UU. N° 6.312.926. Tipicamente, se afiade una capsula 5 de la siguiente
manera: primero, una fosfatasa terminal de ARN elimina uno de los grupos fosfato terminales del nucledtido 5',
dejando dos fosfatos terminales; el trifosfato de guanosina (GTP) se agrega después a los fosfatos terminales a
través de una transferasa de guanililo, produciendo un enlace trifosfato 5'5'5; y el nitrdgeno 7 de la guanina es luego
metilado por una metiltransferasa. Los ejemplos de estructuras de tapa incluyen, pero sin limitacion,

m7G(5")ppp(5’)A, G(5")ppp(5)A y G(5')ppp(5')G.
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[0054] En algunas realizaciones, el ARNm comprende uno o mas residuos de nucleétidos no estandar. Los residuos
de nucledtidos no estandar pueden incluir, por ejemplo, 5-metilo-citidina ("5mC"), pseudouridina ("wU") y/o 2-tio-
uridina ("2sU"). Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 8.278.036 o W02011012316 para una
discusion de dichos residuos y su incorporacion en ARNm. En algunas realizaciones, el ARNm puede ser ARN de
SNIM. Como se usa en el presente documento, SN IM ARN es un acréonimo de ARN mensajero no inmunogénico
estabilizado, que designa ARN mensajeros producidos por transcripcion in vitro (IVT) que incluyen ciertos
porcentajes de nucledtidos modificados en la reaccion de IVT como se describe en la publicacion PCT WO
2011/012316. EI ARN SNIM utilizado en los ejemplos divulgados en este documento se produjo mediante IVT en
donde el 25% de los restos U eran 2-tio-uridina y el 25% de los residuos C eran 5-metilcitidina. La presencia de
residuos de nucledtidos no estandar puede hacer que un ARNm sea mas estable y/o menos inmunogénico que un
ARNmM de control con la misma secuencia, pero que contenga solo residuos estandar. En otras realizaciones, el
ARNm puede comprender uno o mas residuos de nucledtidos no estandar elegidos entre isocitosina,
pseudoisocitosina, 5-bromouracilo, 5-propiniluracilo, 6-aminopurina, 2-aminopurina, inosina, diaminopurina y citosina
de 2-cloro-6-aminopurina, asi como combinaciones de estas modificaciones y otras modificaciones de nucleobases.
Ciertas realizaciones pueden incluir adicionalmente modificaciones adicionales al anillo de furanosa o nucleobase.
Las modificaciones adicionales pueden incluir, por ejemplo, modificaciones o sustituciones de azucar (por ejemplo,
una o mas de una modificacion de 2'-O-alquilo, un acido nucleico bloqueado (LNA)). En algunas realizaciones, los
ARN pueden complejarse o hibridar con polinucleétidos y/o polinucleétidos peptidicos (PNA) adicionales. En
realizaciones en las que la modificacion de azlcar es una modificacion de 2'-O-alquilo, dicha modificacion puede
incluir, pero sin limitaciéon, una modificaciéon 2'-deoxi-2'-fluoro, una modificaciéon de 2'-O-metilo, una Modificacién 2'-
O-metoxietilo y una modificacion 2'-desoxi. En ciertas realizaciones, cualquiera de estas modificaciones puede estar
presente en 0-100% de los nucleétidos, por ejemplo, mas de 0%, 1%, 10%, 25%, 50%, 75%, 85%, 90%, 95 %, o
100% de los nucledtidos constituyentes individualmente o en combinacion.

Composiciones que comprenden ARNm de CFTR

[0055] En ciertas realizaciones, las moléculas de ARNm se pueden administrar como ARNm desnudo o sin embalar.
En algunas realizaciones, la administracion del ARNm en las composiciones de la invencidon se puede facilitar
mediante la inclusién de un vehiculo adecuado. En ciertas realizaciones, el vehiculo se selecciona basandose en su
capacidad para facilitar la transfeccién de una célula diana con uno o mas ARNm.

[0056] Como se usa en este documento, el término "vehiculo" incluye cualquiera de los estandares farmacéuticos
portadores, vehiculos, diluyentes, excipientes y similares que estan destinados generalmente para uso en relacion
con la administracion de agentes biolégicamente activos, incluyendo ARNm.

[0057] En ciertas realizaciones, los portadores empleados en las composiciones de la invencién pueden comprender
una vesicula liposomal, u otros medios para facilitar la transferencia de un ARNm a las células diana y/o tejidos. Los
vehiculos adecuados incluyen, pero no se limitan a, portadores basados en polimeros, tales como polietilenimina
(PEIl) y polimeros de bloque de mudltiples dominios, nanoparticulas lipidicas y liposomas, nanoliposomas,
nanoliposomas que contienen ceramida, proteoliposomas, exosomas naturales y sintéticamente derivados, cuerpos
lamelares naturales, sintéticos y semisintéticos, nanoparticulas, nanoparticulas de fosfatosilicato de calcio,
nanoparticulas de fosfato de calcio, nanoparticulas de diéxido de silicio, particulas nanocristalinas, nanoparticulas de
semiconductores, polvos secos, poli(D-arginina), nanodendrimeros, suministro basado en almidon sistemas,
micelas, emulsiones, geles sol, niosomas, plasmidos, virus, nucleétidos de fosfato de calcio, aptameros, péptidos,
conjugados de péptidos, conjugados dirigidos a moléculas pequefias y otras etiquetas vectoriales. También se
contempla el uso de bio-nanocapsulas y otros ensambles de proteinas de la capsida viral como un vehiculo
adecuado. (Hum. Gene Ther. 2008 Sep; 19 (9): 887 - 95).

[0058] En algunas realizaciones, el vehiculo comprende un catién organico, tal como un lipido catidnico o un
polimero organico catidnico. Si esta presente, el lipido catidnico puede ser un componente de vesiculas liposémicas
que encapsulan el ARNm.

[0059] En ciertas realizaciones de la invencion, el vehiculo se formula usando un polimero, como vehiculo, solo o en
combinacién con otros portadores. Los polimeros adecuados pueden incluir, por ejemplo, poliacrilatos,
poliacediacrilatos, polilactida, copolimeros de polilactida-poliglicélidos, policaprolactonas, dextrano, albumina,
gelatina, alginato, colageno, quitosano, ciclodextrinas, protamina, protamina PEGilada, PLL, PLL PEGilada y
polietilenimina (PEI). Cuando esta presente PEI, puede ser PEI ramificada de un peso molecular que varia de 10 a
40 kDa, por ejemplo, PEI ramificada de 25 kDa (Sigma N° 408727). Polimeros ilustrativos adicionales adecuados
para la presente invencion incluyen los descritos En la publicacion PCT W02013182683.

[0060] El uso de portadores de liposomas para facilitar la administracion de polinucledtidos a las células diana se
contempla por la presente invencion. Los liposomas (p. €j., nanoparticulas lipidicas liposdmicas) son generalmente
utiles en una variedad de aplicaciones en investigacion, industria y medicina, particularmente para su uso como
portadores de compuestos diagndsticos o terapéuticos in vivo (Lasic, Trends Biotechnol., 16: 307-321, 1998,
Drummond et al., Pharmacol. Rev., 51: 691-743, 1999) y se caracterizan habitualmente como vesiculas
microscépicas que tienen un espacio acuoso interior secuestrado de un medio externo por una membrana de una o
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mas bicapas. Las membranas de bicapa de liposomas se forman tipicamente mediante moléculas anfifilicas, tales
como lipidos de origen sintético o natural que comprenden dominios hidrofilicos e hidréfobos espacialmente
separados (Lasic, Trends Biotechnol., 16: 307-321, 1998). Las membranas de bicapa de los liposomas también
pueden formarse por polimeros anfifilicos y tensioactivos (por ejemplo, polimerasomas, niosomas, etc.).

[0061] En ciertas realizaciones, el ARNm se compleja con nanoparticulas de lipidos para facilitar la administracion a
la célula diana. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién se pueden combinar con una mezcla de
lipidos multicomponente que emplea uno o mas lipidos catidnicos, lipidos adicionales tales como lipidos no
catidnicos (también denominados lipidos auxiliares), lipidos a base de colesterol, y/o lipidos PEGilados para la
encapsulaciéon de ARNm.

Lipidos cationicos

[0062] En algunas realizaciones, una nanoparticula lipidica adecuada contiene un lipido catiénico. Como se usa en
este documento, la frase "lipido catiénico" se refiere a cualquiera de varias especies de lipidos que tienen una carga
positiva neta a un pH seleccionado, tal como el pH fisiolégico. Algunos lipidos catidnicos, en particular, los conocidos
como lipidos catiénicos valorables o titulables en el pH son particularmente eficaces para administrar ARNm. Varios
lipidos cationicos (por ejemplo, titulables) se han descrito en la literatura, muchos de los cuales estan disponibles en
el mercado. Los lipidos catidnicos particularmente adecuados para uso en las composiciones de la invencion
incluyen los descritos en las publicaciones de patentes internacionales WO 2010/053572 (y particularmente, C12-
200 descrita en el parrafo [00225]) y WO 2012/170930. En algunas realizaciones, se usa el lipido catiénico cKK-E12
(descrito en WO 2013/063468). En algunas realizaciones, se usa el lipido cationico de cloruro de N-[1-(2,3-
dioleiloxi)propilo]-N,N,N-trimetilamonio o "DOTMA". (Feigner y otros (Proc. Nat'l Acad. Sci. 84, 7413 (1987), Patente
de EE.UU. N° 4.897.355). DOTMA se puede formular solo o se puede combinar con el lipido neutro,
dioleoilfosfatidilo-etanolamina o "DOPE" u otros lipidos catiénicos o no catidénicos en un vehiculo de transferencia
liposomal o una nanoparticula lipidica, y tales liposomas pueden usarse para potenciar la administracion de acidos
nucleicos en células diana. Ofros lipidos catidnicos adecuados incluyen, por ejemplo, 5-
carboxispermilglicinadioctada-cilamida o "DOGS", 2,3-dioleiloxi-N-[2(espermina-carboxamido)etilo]-N,N-dimetilo-1-
propanaminio o "DOSPA" (Behr y col., Proc. Nat.'| Acad. Sci. 86, 6982 (1989), US 5.171.678. US 5.334.761), 1,2-
Dioleoilo-3-Dimetilamonio-Propano o "DODAP", 1,2-Dioleoilo-3-Trimetilamonio-propano o "DOTAP". Los lipidos
catidnicos contemplados también incluyen 1,2-diesteariloxi-N,N-dimetilo-3-aminopropano o "DSDMA", 1,2-dioleiloxi-
N,N-dimetilo-3-aminopropano o "DODMA", 1,2-dilinoleiloxi-N,N-dimetilo-3-aminopropano o "DLinDMA”, 1,2-
dilinoleniloxi-N,N-dimetilo-3-aminopropano o "DLenDMA”, cloruro de N-dioleilo-N,N-dimetilamonio o "DODAC",
bromuro de N,N-diestearilo-N,N-dimetilamonio o "DDAB", N-(1,2-dimiristiloxiprop-3-ilo)-N,N-dimetilo-N-hidroxietilo-
amonio o "DMRIE", 3-dimetilamino-2-(colest-5-en-3-beta-oxibutano-4-oxi)-1-(cis,cis-9,12-octadecadienoxi)propano o
"CLinDMA", 2-[5’-(colest-5-en-3-beta-oxi)-3'-oxapentoxi)-3-dimetilo 1-1-(cis,cis-9’, 1-2'-octadecadienoxi)propano o
"CpLinDMA", N,N-dimetilo-3,4-dioleiloxibencilamina o "DMOBA", 1,2-N,N'-dioleilcarbamilo-3-dimetilaminopropeno o
"DOcarbDAP", 2,3-Dilinoleoiloxi-N,N-dimetilpropilamina o "DLinDAP", 1,2-N,N'-Dilinoleilcarbamilo-3-
dimetilaminopropano o "DLincarbDAP", 1,2-Dilinoleoilcarbamilo-3-dimetilaminopropano o "DLinCDAP", 2,2-dililo-
lexilo-4-dimetilaminometilo-[1,3]-dioxolano o "DLin-DMA", 2,2-dilinoleilo-4-dimetilaminoetilo-[1,3]-dioxolano o "DLin-
K-XTC2-DMA", y 2-(2,2-di((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-ilo)-1,3-dioxolano-4-ilo)-N,N-dimetiletanamina (DLin-KC2-
DMA) (Véase, documento WO 2010/042877; Semple et al., Nature Biotech. 28: 172 - 176 (2010)), o mezclas de los
mismos. (Heyes, J., y col., J Controlled Release 107: 276 - 287 (2005); Morrissey, DV., Y col., Nat. Biotechnol. 23
(8): 1003 - 1007 (2005); Publicacion PCT WO02005./121348A1).

[0063] En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién emplean nanoparticulas lipidicas que
comprenden un lipido catidnico ionizable descrito en la solicitud de patente provisional 61/617.468, presentada el 29
de marzo de 2013, tales como, por ejemplo, (15Z,18Z)-N,N-dimetilo-6-(9Z,12Z) -octadeca-9,12-dien-1-ilo) tetracosa-
15,18-dien-1-amina (HGT5000), (15Z,18Z)-N,N-dimetilo-6-((9Z,12Z)-octadeca-9, 12-dien-1-ilo)tetracosa-4,15,18-trien-
1-amina (HGT5001) y (15Z,18Z)-N,N-dimetilo-6-((9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-ilo)tetracosa-5,15,18-trien-1-amina
(HGT5002).

[0064] En algunas realizaciones, uno o mas de los lipidos catidnicos presentes en una composicion de este tipo
comprenden al menos uno de un imidazol, dialquilamino, o resto de guanidinio. En una realizacion preferida, uno o
mas de los lipidos catiénicos no comprende una amina cuaternaria.

Lipidos no catidnicos/auxiliares

[0065] En algunas realizaciones, una nanoparticula de lipidos adecuada contiene uno o mas lipidos no cationicos
("auxiliares"). Como se usa en el presente documento, la frase "lipido no catiénico" se refiere a cualquier lipido
neutro, zwitteriénico o aniénico. Como se usa en este documento, la frase "lipido aniénico" se refiere a cualquiera de
varias especies de lipidos que llevan una carga neta negativa a un pH seleccionado, tal como el pH fisiolégico. En
algunas realizaciones, un lipido no cationico es un lipido neutro, es decir, un lipido que no lleva una carga neta en
las condiciones bajo las cuales se formula y/o se administra la composicion. Lipidos no catidnicos incluyen, pero no
se limitan a, distearoilfosfatidilcolina (DSPC), dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE),
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palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC), palmitoiloleoilo-fosfatidiletanolamina (POPE), di-oleoilo-fosfatidiletanolamina 4-
(N-maleimidometilo)-ciclohexano-1-carboxilato (DOPE-mal), dipalmitoilfosfatidiletanolamina (DPPE),
dimiristoilfosfoetanolamina (DMPE), diestearoilo-fosfatidiletanolamina (DSPE), 16-O-monometilo PE, 16-O-dimetilo
PE, 18-1-trans PE, 1-estearoilo-2-oleoilo-fosfatidiletanolamina (SOPE), o una mezcla de los mismos.

Lipidos a base de colesterol

[0066] En algunas realizaciones, una nanoparticula de lipidos adecuada comprende uno o mas lipidos basados en
colesterol. Por ejemplo, amplios lipidos catiénicos adecuados basados en colesterol incluyen, por ejemplo,
colesterol, colesterol PEGilado, DC-Choi (N,N-dimetilo-N-etilcarboxamidocolesterol), 1,4-bis (3-N-oleilamino-propilo)
piperazina (Gao, y col., Biochem. Biophys., Res. Comm. 179, 280 (1991), Wolf et al., BioTechniques 23, 139 (1997),
Patente de EE.UU. N° 5.744.335) o ICE.

Lipidos PEGilados

[0067] En algunas realizaciones, una nanoparticula lipidica adecuada comprende uno o mas lipidos PEGilados. Por
ejemplo, el uso de fosfolipidos modificados con polietilenglicol (PEG) y lipidos derivatizados tales como ceramidas
derivatizadas (PEG-CER), incluyendo N-octanoilo-esfingosina-1-[succinilo(metoxi-polietilenglicol)-2000] (C8 PEG-
2000 ceramida) se contempla en la presente invencion en combinacién con uno o mas de los lipidos catidnicos y, en
algunos casos, otros. En algunas realizaciones, los lipidos PEGilados adecuados comprenden PEG-ceramidas que
tienen cadenas de acilo mas cortas (por ejemplo, C14 0 Cig). En algunas realizaciones, se puede usar el lipido
PEGilado DSPE-PEG-Maleimida-Lectina. Otros lipidos modificados con PEG contemplados incluyen, pero no se
limitan a, una cadena de polietilenglicol de hasta 5 kDa de longitud unido covalentemente a un lipido con cadena(s)
alquilo de longitud Cs-Czo. Sin desear estar ligado a una teoria particular, se contempla que la adicidon de lipidos
PEGilados puede evitar la agregacion compleja y aumentar la vida de circulacion para facilitar el suministro del
ARNmM encapsulado en el I6bulo a la célula diana.

[0068] En ciertas realizaciones, la composicion comprende una de las siguientes combinaciones de lipidos:

C12-200, DOPE, colesterol, DMG-PEG2K;

DODAP, DOPE, colesterol, DMG-PEG2K;

HGT5000, DOPE, colesterol, DMG-PEG2K;

HGT5001, DOPE, colesterol, DMG-PEG2K;

XTC, DSPC, colesterol, PEG-DMG;

MC3, DSPC, colesterol, PEG-DMG;

ALNY-100, DSPC, colesterol, PEG-DSG;

cKK-E12, DOPE, Chol, PEGDMG2K.
[0069] En algunas realizaciones, relaciones lipidos:ARNm puede ser de 5:1 (mg:mg), 6:1, 7:1, 81, 9:1, 10:1 y
mayores de hasta 30:1 (mg:mg) o mas. Las relaciones de N/P pueden estar en el rango de 1,1:1 hasta 10:1 o mas.
Ejézg)r?los de relaciones de lipidos son 40:30:20:10, 55:20:20:5, 50:25:20:5 (lipido catidnico:lipido auxiliar:col:lipido de

[0070] En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas segun la invencién no comprenden un agente
mucolitico (por ejemplo, N-acetilcisteina, erdosteina, bromheksin, carbocisteina, guiafenesina, o glicerol yodado).

Aparatos cargados con una composicion farmacéutica

[0071] En algunas realizaciones, una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién, tal como una
composicion a base de lipido cationico o PElI que comprende un ARNm de CFTR de origen no natural, se
proporciona dentro de un aparato para administracion al sistema respiratorio de un sujeto. El aparato puede ser, por
ejemplo, un aparato de instilacion, aerosolizacién o nebulizacién. Los aparatos adecuados incluyen, por ejemplo, un
nebulizador jet PARI Boy, nebulizador Aeroneb® Lab, MicroSprayer® o nebulizador de malla EFlow.
Alternativamente, se pueden usar inhaladores de polvo seco o aparatos de aerosolizacion tales como inhaladores
portatiles.

Usos y métodos

ARNm para usos y métodos segtn la invencién
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[0072] Entre otras cosas, la presente divulgacion proporciona métodos para la produccioén in vivo de una proteina
CFTR, en particular, en un pulmén de un mamifero. En algunas realizaciones, la divulgacion proporciona métodos
para inducir la expresion de CFTR en células epiteliales en un pulmén de un mamifero, que comprende poner en
contacto las células epiteliales con una composicion farmacéutica que comprende un ARNm transcrito in vitro, donde
el ARNm transcrito in vitro comprende una secuencia codificante que codifica SEQ. ID NO: 1 (la secuencia de
aminoacidos de CFTR humana de tipo salvaje). La divulgacion también proporciona usos de composiciones
farmacéuticas que comprenden un ARNm transcrito in vitro, en el que el ARNm transcrito in vitro comprende una
secuencia codificante que codifica la SEQ ID NO: 1, para la induccion de la expresion de CFTR en células epiteliales
en un pulmoén de un mamifero.

[0073] La descripcidon proporciona ademas métodos de induccion de la expresion de CFTR en una célula diana de
mamifero, el método comprende poner en contacto la célula diana de mamifero con una composicion,
comprendiendo la composiciéon un ARNm transcrito in vitro que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
1. La descripcién proporciona ademas un uso de composicion, comprendiendo la composicion un ARNm transcrito in
vitro que codifica la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, para la induccion de la expresion de CFTR en
una célula diana de mamifero.

[0074] Se observo que vectores que comprenden la SEQ ID NO: 2 con frecuencia se sometieron a mutaciones de
insercién/delecién/reordenamiento en células huésped en condiciones de crecimiento tipicas, lo que resulta en una
poblacion heterogénea de vectores que no podrian ser utilizados directamente para la transcripcion in vitro. Se
encontré que el crecimiento de células hospedadoras en condiciones tales como baja temperatura, luz tenue y/o
células de baja copia como CopyCutter® redujo, pero no elimind, la aparicion de la mutacién. Por consiguiente,
puede ser aconsejable que reacciones de transcripcion in vitro de ARNm que comprenden una secuencia codificante
al menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO: 2 de usar una plantilla
obtenida cultivando el vector como se describié anteriormente, cosechando y linealizando el vector, y purificando la
especie deseada para uso en la reaccion de transcripcion. La etapa de purificacion puede ser, por ejemplo,
cromatografia de exclusion por tamario o intercambio anidnico débil.

[0075] EI ARNm transcrito in vitro para usos y métodos descritos en el presente documento puede comprender un
5'-UTR, 3'UTR, poli A, residuos de cola poli-C y/o poli-U, tapa y/o de nucleétidos no estandar, como se discutié en la
seccion anterior con respecto a tales caracteristicas.

Composiciones farmacéuticas para usos y métodos

[0076] Las composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la invencion pueden comprender ARNm para
usos y métodos como se discute en la seccion anterior y los ingredientes adicionales como se discutié en la seccion
anterior en relacién con composiciones que comprenden ARNm de CFTR. Por lo tanto, se contempla el uso y/o la
administracion de composiciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de los vehiculos discutidos
anteriormente.

[0077] En algunas realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas comprenden PEI, tales como PEI
ramificada que tiene un peso molecular que oscila 10-40 kDa, por ejemplo, 25 kDa.

[0078] En otras realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas comprenden un lipido cationico, un lipido
pegilado, y un lipido adicional (tal como un lipido neutro). El lipido catiénico, el lipido pegilado y/o el lipido adicional
se pueden elegir entre los enumerados en la seccion anterior con respecto a las composiciones que comprenden
ARNm de CFTR.

Vias de administracion para la induccién de la expresion en el pulmén

[0079] En algunas realizaciones de métodos y usos para la induccién de la expresion de CFTR en un pulmén de un
mamifero, una composicioén farmacéutica como se describe anteriormente se administra por una via elegida de la
instilacion intratraqueal, la nebulizaciéon, y aerosolizacion. El aparato para administrar la composicion puede elegirse
entre los aparatos enumerados en la seccion anterior con respecto a aparatos cargados con una composicion
farmacéutica.

[0080] En realizaciones preferidas, la composicion se administra a través de nebulizacidon o aerosolizacion. Algunas
formulaciones de lipidos pueden tener una tendencia a agregarse cuando se intenta la nebulizacion, pero en general
es posible resolver problemas de agregacion ajustando la formulacion, por ejemplo, sustituyendo el lipido catiénico.

Tratamiento de la fibrosis quistica
[0081] Entre ofras cosas, la presente invencion se puede usar para tratar la fibrosis quistica. En algunas
realizaciones, la presente divulgacion proporciona una composicion para uso en un método para tratar la fibrosis

quistica administrando a un sujeto que necesita tratamiento un ARNm que codifica una proteina CFTR como se
describe en este documento o una composicién farmacéutica que contiene el ARNm. El ARNm o una composiciéon
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farmacéutica que contiene el ARNm pueden administrarse directamente al pulmén del sujeto. Se pueden usar
diversas rutas de administracion para la administracion pulmonar. En algunas realizaciones, un ARNm o una
composicion que contiene un ARNm descrito en este documento se administra por inhalacién, nebulizacién o
aerosolizacion. En diversas realizaciones, la administracion del ARNm da como resultado la expresion de CFTR en
el pulmén del sujeto (por ejemplo, células epiteliales del pulmén).

[0082] En una realizacion particular, la presente divulgacion proporciona una composicion para uso en un método de
tratamiento de la fibrosis quistica mediante la administracion al pulmén de un sujeto en necesidad de tratamiento un
ARNmM que comprende una secuencia codificante que codifica SEQ ID NO: 1, En particular, la presente divulgacion
proporciona una composicion para uso en un método para tratar la fibrosis quistica administrando al pulmén de un
sujeto que necesita tratamiento un ARNm que comprende una secuencia codificante de la SEQ ID NO: 3. En otras
realizaciones, la presente divulgacion proporciona una composicion para uso en un método para tratar fibrosis
quistica administrando al pulmén de un sujeto que necesita tratamiento un ARNm que comprende una secuencia
codificante al menos 80%, 85%, 90%, 95% o 99% idéntica a SEQ ID NO: 3. ARNm de CFTR no naturales
adicionales ejemplares que se pueden usar para tratar la fibrosis quistica se describen en la seccidon Breve
Descripcion de Secuencias, como, por ejemplo, SEQ ID NOs: 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 0 17.

EJEMPLOS

[0083] Los siguientes ejemplos especificos deben interpretarse como meramente ilustrativos, y no limitativos del
resto de la descripcion en modo alguno. Sin una elaboracién adicional, se cree que un experto en la técnica puede,
en base a la descripcién en el presente documento, utilizar la presente invencién en su maxima extension.

[0084] A menos que se indique lo contrario, el ARN del ARNm de CFTR y SNIM utilizado en los ejemplos descritos
en el presente documento comprendia una UTR 5' con la secuencia de SEQ ID NO: 4, una secuencia codificante
(CDS) con la secuencia de SEQ ID NO: 3, y un 3' UTR con la secuencia de SEQ ID NO: 5. ARNm de FFL y ARN de
SNIM usado en los Ejemplos descritos aqui comprendia un 5' UTR, CDS, y 3' UTR con las secuencias de SEQ ID
NOS: 6, 7, y 8, respectivamente.

Ejemplo 1: ARNm de codificacion de ARNm sintetizado in vitro

[0085] Sintesis de ARN mensajero. EI ARNm del regulador de conductancia transmembrana de la fibrosis quistica
humana (CFTR) y la luciferasa de la luciérnaga (FFL) se sintetizaron mediante transcripcion in vitro a partir de un
molde de ADN plasmidico que codifica el gen, seguido de la adicion de una estructura de tapon de 5’ (Tapon 1)
(Fechter, P., Brownlee, GG "Recognition of mRNA cap structures by viral and cellular proteins" J. Gen. Virology
2005, 86, 1239-1249) y una cola 3’ poli(A) de aproximadamente 200 nucleétidos de longitud segun lo determinado
por electroforesis en gel. Las regiones 5’ y 3' no traducidas estaban presentes en cada producto de ARNm.

[0086] Los ejemplos de ARNm de CFTR no naturales incluyen SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16 o SEQ ID NO: 17 descritos en la
seccién Breve Descripcion de Secuencias.

Ejemplo 2: Expresion CFTR y actividad en células HEK

[0087] Este ejemplo demuestra que la proteina CFTR completamente funcional se expresa a partir d¢ ARNm de
CFTR sintética humana administrada a las células.

[0088] Transfeccion de células y CFTR. Células HEK293T de rifion embrionario humano se cultivaron en DMEM
(Invitrogen Cat n° 11965-092) suplementado con 10% de suero bovino fetal, 2 mM L-glutamina, 100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml estreptomicina. El dia antes de la transfeccion, las células se plaquearon en placas de 6
pocillos a una confluencia del 50-60% y se incubaron en condiciones normales de cultivo de tejidos (36°C en una
atmosfera humidificada de 5% de CO,, 95% de aire). Se diluyeron 60 pl de Lipofectamine 2000 (Invitrogen n° de
catalogo 11668019) en 900 pl de medio de suero reducido por OptiMem (Invitrogen n°® de catalogo 31985-062) y se
agitaron suavemente en vortice. 24 yg ARNm de CFTR (4 pg por placa) se diluy6 en 900 yl de medios de OptiMEM.
El ARNm se afadié inmediatamente a la Lipofectamina diluida y se incubd a temperatura ambiente durante 30
minutos. El medio de recubrimiento se aspiré suavemente de las células HEK293T y se reemplazé con 1 mL de
medio de suero reducido de OptiMem. 300 ul de complejo de ARNm/Lipofectamina se afiadié a cada pocillo y las
células se dejaron descansar bajo condiciones de cultivo tisular normales durante 24 horas antes de ser re-
plateadas por el desprendimiento mecanico en cubreobjetos de vidrio recubiertos con poli-L-lisina (BD Biosciences,
BD Biocoat) para que las células puedan transferirse faciimente a una camara de registro para registro
electrofisiologico. Las células se incubaron en condiciones estandar de cultivo de tejidos durante un minimo de otras
24 horas y se usaron dentro de las 48 horas de la siembra final.

[0089] Registro electrofisiologico. Se realizaron registros de parche-pinza de células enteras a temperatura ambiente

usando un amplificador Axopatch 200B con electrodos de 5-8 MQ. Los datos se digitalizaron (50 kHz) y se filtraron (5
kHz) de forma apropiada. La resistencia de la serie fue compensada (70-80%) para minimizar los errores de voltaje.
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Los registros de tensidn-pinza se realizaron con una solucion de pipeta de la siguiente composicion: 140 mM de
NMDG-CI; 5 mM de EGTA; 1 mM de MgClI2; 10 mM de HEPES; pH 7,2; 310 mOsm/I. La solucién de bafio contenia:
140 mM de NaCl, 3 mM de KCI, 2 mM de MgCl,, 2 mM de CaCl; y 10 mM de HEPES; pH 7,3, ajustado a 315
mOsm/l con D-glucosa. Los registros de abrazadera de tensién comenzaron 3-5 minutos después de establecer la
configuracion de célula completa.

[0090] Las células se sujetaron por voltaje a un potencial de retencion de -60 mV o 0 mV y una serie de etapas de
voltaje positivo y negativo (cualquiera de -80 mV a +80 mV o -100 a +100 mV en incrementos de 20 mV) inyectado
en las células HEK293T grabadas para evocar las corrientes de cloruro de células enteras inducidas por CFTR (ClI-).
El analogo permeable a la membrana de cAMP, 8-Br-cAMP (500 uM, Sigma Aldrich) se aplicé durante 4 minutos a
las células registradas para facilitar las corrientes CFTR. El bloqueador de CFTR 'gold-standard’, CFTRinh-172 (10
MM, Sigma) se aplico al final de cada registro para bloquear la corriente de Cl inducida por CFTR. Los registros de
control se realizaron en células HEK293T no transfectadas.

[0091] Compuestos de prueba. Los compuestos de ensayo se aplicaron usando un sistema de perfusion rapida
DAD-16VC (ALA Scientific Instruments, EE.UU.) con la pipeta de eyeccion colocada aproximadamente 200 uM de la
célula registrada. 8-Br-cAMP se prepar6 como una concentracion madre de 500 mM en ddH20. CFTRinh-172 se
prepar6 como una reserva de 10 mM en DMSO. Todos los compuestos fueron almacenados a -20°C y se
descongelaron rapidamente y se diluyeron a la concentracion final deseada inmediatamente antes del uso.

[0092] Analisis. Todos los andlisis se realizaron utilizando el software Clampfit (MDS Analytical Technologies) y
Excel (Microsoft). Todos los valores son la maxima amplitud de corriente pico evocada. Las diferencias estadisticas
en los datos se evaluaron mediante la prueba t de Student, pareado o no apareado, segun corresponda, y se
consideraron significativos a P < 0,05.

[0093] Produccion de proteinas de CFTR humana in vitro. La produccion de proteina CFTR humana a través de
ARNmM de hCFTR se realiz6 mediante la transfeccion de ARNm de CFTR humana en células HEK293T descritas en
este documento. Las células tratadas y no tratadas se recogieron y se sometieron a métodos de inmunoprecipitacion
24 horas después de la transfeccion. La deteccién de proteina CFTR humana mediante analisis de transferencia de
Western demuestra que la proteina CFTR glicosilada completamente compleja (designada como banda "C") se
produjo a partir del ARN mensajero sintético (Figura 1A).

[0094] Actividad de proteina de CFTR humana in vitro. Para determinar la actividad de la proteina CFTR derivada de
ARNm de CFTR humana sintética producida después de la transfeccion, se realizaron ensayos de pinzamiento de
parche de células enteras en células HEK 293 y HEK 293T. Las células tratadas asi como las células de control (no
tratadas y transfectadas simuladas) se sometieron a sustratos de activador (8-Br-AMPAM, forscolina) e inhibidor
(CFTRIinh-172, GlyH-101) para ayudar a determinar los cambios en el flujo de corriente (transporte de iones cloruro).

[0095] Las células HEK293T fueron transfectadas con 4 ug de ARNm de hCFTR y se analizaron 24 horas después
de la transfeccion. Se realizaron ensayos de fijacion de células enteras para medir el flujo de corriente, como se
representa mediante el transporte de iones cloruro tras la aplicacién de un voltaje establecido. Un grafico de
corriente vs voltaje como resultado de una rampa de voltaje de -80 mV a +80 mV (representada en la Figura 2)
demuestra diferencias sustanciales en la corriente cuando se comparan células tratadas con ARNm no tratadas
frente a hCFTR. Este aumento de la corriente después de la exposicion a 8-Br-cAMP, un conocido activador de la
proteina CFTR, sugiere que la proteina CFTR humana esta presente en estas células. Tras el tratamiento de estas
células previamente transfectadas con un inhibidor de CFTR especifico conocido, CFTRinh-172, la corriente
respectiva cae de nuevo a niveles casi de control (~ 89% de disminucion). Dicha disminucion después de la
exposicidon de este inhibidor apoya fuertemente la presencia de proteina CFTR humana. Estos resultados en suma
demuestran que el ARNm de hCFTR sintético puede producir proteina CFTR humana activa.

[0096] Por otra parte, ensayos de actividad de células enteras CFTR se realizaron usando un sistema automatizado
(lonWorks) dentro de las células HEK293. Como se describié anteriormente, las células tratadas asi como las
células de control (no tratadas y transfectadas simuladamente) se sometieron a sustratos activadores e inhibidores
para ayudar a determinar los cambios en el flujo de corriente (transporte de iones cloruro). En estos estudios, se
empled forscolina como activador de la proteina CFTR y una parte de las células transfectadas con ARNm de
hCFTR se expuso adicionalmente a un inhibidor de CFTR especifico diferente, GlyH-101. Se cree que GlyH-101
actia como un blogueante de poro CFTR que actia sobre el lado de la membrana extracelular de la proteina. En
particular, esta accion de mecanismo es diferente de la de CFTRinh-172, que se informa que funciona desde el lado
intracelular de la proteina CFTR.

[0097] La Figura 4 representa un grafico de corriente-voltaje de la linea celular parental HEK293 tratada con
forscolina asi como GlyH-101. No se observé un cambio significativo en la corriente, lo que sugiere que estos
activadores/inhibidores de CFTR especificos no tienen efecto sobre las proteinas endégenas presentes en la linea
celular.

[0098] Un grafico de corriente frente a voltaje como resultado de una rampa de voltaje de -100 mV a 100 mV
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(representado en la Figura 5) demuestra diferencias sustanciales en la corriente cuando se comparan las células
HEK293 no tratadas frente a las células tratadas con ARNm de hCFTR. Este aumento en la corriente después de la
exposicién a la forscolina, un activador conocido de la proteina CFTR, es indicativo de que la proteina CFTR
humana esta presente en estas células. Tras el tratamiento de estas células previamente transfectadas con un
inhibidor de CFTR especifico conocido diferente, GlyH-101, la corriente respectiva cae de nuevo a niveles casi de
control (~ 95% de disminucion). Dicha disminucion después de la exposicion de este inhibidor apoya fuertemente la
presencia de proteina CFTR humana.

[0099] En total, estos datos de inhibicion que son el resultado de dos mecanismos distintos apoyan firmemente la
identidad de una proteina CFTR completamente funcional derivada del ARN mensajero CFTR humano sintético.

Ejemplo 3: Expresion de CFTR in vivo

[0100] Este ejemplo demuestra que la proteina CFTR se expresa de forma efectiva in vivo a partir de un ARNm que
codifica CFTR administrada mediante administracion pulmonar.

[0101] Protocolo de formulacion 1. Se mezclaron alicuotas de soluciones etandlicas de 50 mg/mL de C12-200,
DOPE, Chol y DMG-PEG2K y se diluyeron con etanol hasta un volumen final de 3 mL. Separadamente, se prepard
una solucién acuosa tamponada (10 mM de citrato/150 mM de NaCl, pH 4,5) de ARNm de CFTR a partir de una
solucion madre de 1 mg/mL. La solucion lipidica se inyecté rapidamente en la solucion acuosa de ARNm y se agité
para producir una suspension final en etanol al 20%. La suspensién de nanoparticulas resultante se filtrg, se diafiltro
con 1x PBS (pH 7,4), seguido de agua, se concentrd y se almacend a 2-8°C. Concentracion final = 1,09 mg/mL de
ARNm de CFTR (encapsulado). Zawe = 80,2 nm (Dvs0) = 55,5 nm; Dvgo) = 99,6 nm).

[0102] Protocolo de formulacion 2. Se mezclaron alicuotas de una solucion acuosa PEI de 2,0 mg/mL (ramificada,
25 kDa) con una solucién acuosa de ARNm de CFTR (1,0 mg/mL). La mezcla compleja resultante se pipeted hacia
arriba y hacia abajo varias veces y se dej6 de lado durante 20 minutos antes de la inyeccion. Concentracion final =
0,60 mg/mL de ARNm de CFTR (encapsulado). Zawe = 75,9 nm (Dv(s0) = 57,3 nm; Dv(go) = 92,1 nm).

[0103] Analisis de la proteina FFL y CFTR producida a través de nanoparticulas cargadas con ARNm administradas
intratraquealmente. Todos los estudios se realizaron usando ratones hembra BALB/C o ratones KO de CFTR. Las
muestras FFL se introdujeron a través de instilacion directa (MicroSprayer®) o nebulizacion (PARI Boy o Aeroneb)
dosis respectiva de ARNm de FFL encapsulado. El ARNm de CFTR se introdujo usando un nebulizador jet PARI
Boy. Los ratones se sacrificaron y perfundieron con solucion salina después de dejar tiempo para la expresion.

[0104] Administracion intratraqueal de ARNm de FFL. Los materiales de prueba FFL se administraron mediante una
Unica administracion de aerosol intratraqueal a través de un Microsprayer™ (50 pl/animal) mientras que los animales
se anestesiaron con inyeccion intraperitoneal de una mezcla de 50-100 mg/kg de ketamina y 5-15 mg/kg de xilazina.

[0105] Administracién por nebulizaciéon (aerosol) de ARNm de FFL. Los materiales de prueba de FFL se
administraron mediante una inhalacién de aerosol Unica mediante el nebulizador Aeroneb® Lab (volumen de dosis
nominal de hasta 8 mL/grupo). El material de prueba se administr6 a una caja que contenia todo el grupo de
animales (n = 4) y se conectd a un sistema de flujo de oxigeno y secuestrante.

[0106] Administracion de ARNm de CFTR. El ARNm de CFTR se prepar6 de la manera descrita en el Ejemplo 6 a
continuacion. Se colocaron cuatro ratones knockout CFTR en una caja de camara de aerosol y se expusieron a 2 mg
de ARNm de CFTR humano no modificado optimizado de codon total (que comprende la secuencia de codificacion
de SEQ ID NO: 3) mediante nebulizacion (nebulizador jet PARI Boy) en el transcurso de aproximadamente una hora.
Los ratones se sacrificaron 24 horas después de la exposicion.

[0107] Eutanasia. Los animales se sacrificaron mediante asfixia con CO, en tiempos representativos después de la
administracion de la dosis (+ 5%) seguido de toracotomia y exanguinacion. La sangre completa (volumen maximo
obtenible) se recogid por puncién cardiaca y se descarto.

[0108] Perfusion. Después de la exsanguinacion, todos los animales se sometieron a perfusion cardiaca con
solucion salina. En resumen, la perfusion intracardiaca de todo el cuerpo se realizé insertando una aguja de calibre
23/21 unida a una jeringa de 10 mL que contenia solucidn salina introducida en la luz del ventriculo izquierdo para
perfusion. La auricula derecha se incidid para proporcionar una salida de drenaje para perfundir. Se aplicé una
presién suave y constante al émbolo para perfundir al animal después de colocar la aguja en el corazon. Se aseguro
un flujo adecuado de la solucién de enjuague cuando el perfundido que sale fluye limpio (sin sangre visible) lo que
indica que la solucién de enjuague ha saturado el cuerpo y el procedimiento se completo.

[0109] Coleccion de tejido. Después de la perfusion, todos los animales tenian el higado y se cosecharon los
pulmones (derecho e izquierdo). Los grupos seleccionados fueron sometidos a aproximadamente la mitad del
higado y ambos pulmones (derecho e izquierdo) se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido y se
almacenaron por separado a una temperatura nominal de -70°C. Se sometieron grupos selectos a aproximadamente
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la mitad del higado colocados en un casete de histologia por animal. Ademas, los pulmones se inflaron con un 10%
de NBF a través de una canula que se insertd en la traquea. La traquea se atdé con una ligadura y los pulmones
(derecho e izquierdo) y la traquea se colocaron intactos en un casete de histologia por animal. Todos los casetes de
histologia se almacenaron a temperatura ambiente en 10% de NBF durante 24 horas y se transfirieron a etanol al
70%.

[0110] Expresion de FFL en ratones tratados con FFL. Tras el analisis de las muestras de tejido, se detecto la
expresion de FFL en ratones tratados con FFL (datos no mostrados).

[0111] Expresion de CFTR en ratones knockout CFTR. La expresion de CFTR se detectd por inmunoprecipitacion:
analisis de transferencia de Western de pulmones de ratén tratados con ARNm de CFTR. La banda "C" madura se
detectd en los pulmones izquierdo y derecho de todos los ratones tratados mientras que no se observd en los
ratones de control (Figura 1B). Los anticuerpos utilizados fueron MAB25031 (R&D Systems) para la
inmunoprecipitacion y SAB4501942 (Sigma) para la deteccion mediante analisis de transferencia Western.

[0112] Los resultados mostrados aqui indican que una proteina CFTR se puede expresar con éxito in vivo basado
En la administracion de pulmén de ARNm. Ademas, el hecho de que el ARNm de CFTR se haya administrado con
éxito al pulmén de ratones knock out CFTR y haya resultado en una produccion efectiva de proteina en el pulmén
indica que la produccion de proteina in vivo basada en ARNm de CFTR puede usarse para tratar la deficiencia de
proteina CFTR.

Ejemplo 4: Administracion de ARNm de CFTR por pulmén utilizando nanoparticulas poliméricas

[0113] La administracion de ARN mensajero humano CFTR a los pulmones de un ratdn se puede lograr a través de
cualquiera inhilacion directa, asi como la nebulizacion. Usando métodos de hibridacion in situ, se puede detectar con
éxito el ARNm de CFTR humano después de la administracion intratraqueal de nanoparticulas cargadas con ARNm
de CFTR humano a ratones. La administracion se puede llevar a cabo empleando nanoparticulas basadas en lipidos
(por ejemplo, C12-200) asi como nanoparticulas poliméricas (por ejemplo, polietilenimina, PEI).

[0114] Administracion de ARNm de CFTR usando nanotransportadores poliméricos. Los ratones CFTR KO se
trataron con nanoparticulas cargadas con ARNm de CFTR basadas en polietilenimina (PEI) mediante administracion
intratraqueal (30 ug de ARNm encapsulado). Los ratones tratados se sacrificaron seis horas y veinticuatro horas
después de la administracion y los pulmones se recogieron y se fijaron en formalina tamponada neutra al 10%
(NBF). La hibridacion in situ se empled para la deteccion del ARNm de CFTR humana exégena (Figura 6). Se
observo tincion sustancial 24 horas después de la administracion con distribucién generalizada en ambos pulmones
de ratén tratados con CFTR KO mientras que no se observé tincién para ratones de control tratados con PBS.

[0115] El analisis de los pulmones tratados a mayores aumentos (hasta 20 aumentos) reveld una tincion intracelular
positiva extensa a lo largo de las regiones bronquiales y alveolares de ambos pulmones (Figura 7). Tras un aumento
adicional (40x), se observo tincion positiva dentro del citoplasma de células epiteliales bronquiales apicales diana
(Figura 8). Por lo tanto, se puede concluir que la APl de ARN mensajero se administrd con éxito a las células
epiteliales bronquiales apicales diana. Ademas, aunque puede observarse una tincién sustancial a las 6 horas
después de la administracion, la deteccion positiva significativa de ARNm de hCFTR todavia se observé después de
24 horas (Figura 9).

[0116] Se observo tincion intracelular positiva sustancial a lo largo de ambos pulmones dentro de regiones
bronquiales y alveolares a las 24 horas post-administracion.

Ejemplo 5: Administracion pulmonar de ARNm de CFTR usando nanoparticulas basadas en lipidos

[0117] Administracion de ARNm de CFTR usando nanotransportadores basados en lipidos. Como se menciond
anteriormente, la liberacion exitosa de pulmén de ARNm de CFTR humano se puede lograr a través de vehiculos de
administracion basados en nanoparticulas lipidicas. Aqui se describen ejemplos de nanoparticulas lipidicas
catidnicas cargadas con ARNm de hCFTR que utilizan C12-200 como el componente lipidico cationico.

[0118] Se logro la deteccion exitosa de ARNm de CFTR humano dentro de los pulmones de ratones CFTR KO
mediante hibridacion in situ. Los ratones knockout se trataron con 15 yg de ARNm de hCFTR encapsulado en
nanoparticulas de lipidos basadas en C12-200 y se sacrificaron 6 horas después de la administracion. Se observo la
deteccion positiva del ARNm de hCFTR a lo largo de las regiones bronquiales y alveolares de ambos pulmones en
comparacion con los ratones de control tratados con PBS (Figura 10).

[0119] Con un aumento adicional (40x), se observo la deteccion positiva del ARNm de CFTR humana dentro del
citoplasma apical de células epiteliales bronquiales y también como regiones alveolares terminales intracelulares
(Figura 11).

[0120] En total, se puede lograr la administracion exitosa de ARN mensajero CFTR sintético humano utilizando
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sistemas de administracion poliméricos (PEI) y basados en nanoparticulas lipidicas (C12-200). Estos sistemas
proporcionaron la acumulacion intracelular de la sustancia farmacoldgica dentro de las células diana de los ratones.
Ademas, cantidades sustanciales de ARNm de hCFTR estaban presentes en estas células diana 24 horas después
de la administracion.

Ejemplo 6: Validacion de la expresion de CFTR humano usando anticuerpo especifico

[0121] Validacion de anticuerpos para la deteccion de proteina CFTR humana en células de ratén, cerdo, y
cultivadas. Se realizaron experimentos para identificar un anticuerpo que es especifico para la proteina hCFTR, que
no reacciona de forma cruzada con el raton y el analogo de cerdo y que esta disponible en suficiente cantidad para
experimentos futuros. Brevemente, la prueba de varios anticuerpos anti-hCFTR de fuentes académicas y
comerciales condujo a la identificacion de una combinacion de anticuerpos anti-hCFTR que fueron capaces de
detectar proteina CFTR humana después de inmunoprecipitacion y transferencia de Western (IP/WB) sin reactividad
cruzada para CFTR murino porcino. Por lo tanto, los anticuerpos anti-hCFTR adecuados para la deteccion de la
proteina hCFTR sin reactividad cruzada para CFTR murino o porcino se identificaron en base a los resultados de
IP/WB.

[0122] Las células fueron transfectadas con ARNm de hCFTR y se prepararon lisados de proteina utilizando
ProteoExtract Transmembrane Kit (Merck) a las 24 horas después de la transfeccion y la fraccion de transmembrana
se cribd mediante transferencia Western para hCFTR usando anticuerpo CFTR anti-humano de ratéon (MA1-935).
Los lisados de las células 16HBE se usaron como control positivo. La Figura 12A presenta los datos de las células
CHOy COS-7.

[0123] Las células de rifion de hamster bebé (BHK), descritas como negativas para CFTR en la literatura, se
transfectaron de manera similar a las células CHO y COS-7 vy los lisados de proteinas se cribaron mediante
transferencia de Western. A diferencia de los informes publicados anteriormente, se pudo observar una sefal
positiva clara para CFTR usando el anticuerpo monoclonal anti-CFTR de ratéon (Figura 12B). Para probar la
especificidad del anticuerpo utilizado en el analisis de transferencia Western, se usaron células de rifién de cerdo de
cerdo knockout de CFTR (PKC), amablemente proporcionadas por el profesor Eckhardt Wolf (Universidad Ludwig
Maximilians, Munich), en experimentos de transfeccion y lisados de proteinas para expresion de CFTR. Como era
evidente en la Figura 12B, no se pudo detectar ninguna sefial para CFTR en células PKC. Sin embargo, la
transfeccion tampoco dio como resultado ninguna expresion de hCFTR detectable. Usando luciferasa como control
para la transfeccion, se descubrid que las células PKC expresan luciferasa varias veces menos eficiente en
comparacion con las células CHO o COS-7. Como no se pudo detectar ninguna diferencia significativa En la
intensidad de la banda de hCFTR en ninguna de las lineas celulares cribadas después de la transfeccion, se realizo
un cribado exhaustivo de otros anticuerpos hCFTR con sensibilidades y especificidad mas altas frente a hCFTR.

[0124] Deteccion de anticuerpos a través de transferencias Western. Los lisados de proteinas se prepararon a partir
de linea celular epitelial bronquial humana (BEAS-2B), linea celular de rifidn embrionario humano (HEK), pulmones
de raton y pulmén de cerdo utilizando el ProteoExtract Transmembrane Kit (Merck) y fraccion transmembrana
utilizada para inmunotransferencia usando diferentes anticuerpos primarios (MA1- 935 de Thermo Scientific Pierce
Antibodies, Rockford, IL, EE. UU., AB596 del Consorcio de Fibrosis Quistica, Universidad de Pennsilvania, PA, EE.
UU., y AB570 del Consorcio de Fibrosis Quistica, Universidad de Pensilvania, PA, EE.UU.). Los datos se resumen
como la Figura 13.

[0125] Mientras que MA1-935 detecté CFTR en las tres especies, AB596 detecta CFTR humano y murino pero no
porcino y el anticuerpo G449 detecta especificamente CFTR humano especificamente. Con AB570, no estaba claro
si las bandas de peso molecular ligeramente bajo observadas con muestras murinas y porcinas son de hecho CFTR
o productos no especificos. En experimentos posteriores (datos no mostrados), se encontré que MA1-935 reconoce
una banda que no es CFTR. Por lo tanto, en general, los resultados MA1-935 se consideraron como resultados
confirmatorios generados usando otros anticuerpos, pero los experimentos en los que el Unico anticuerpo anti-CFTR
usado fue MA1-935 no se consideraron concluyentes.

[0126] Inmunoprecipitacion de hCFTR (IP-hCFTR) a partir de muestras de tejido. Dado que todos los anticuerpos
cribados produjeron varias bandas no especificas y ninguno de ellos produjo el patron de bandas caracteristico de
hCFTR (banda C representando la proteina completamente glicosilada y la banda B que representa la forma de
nucleo manosilado), la inmunoprecipitacion (IP) de hCFTR y la posterior deteccion por transferencia Western se
establecié para aumentar la sensibilidad y especificidad de la deteccion aumentando asi la relacion sefial/ruido.

[0127] Experimentos IP iniciales se realizaron en colaboracion con el Prof. Burkhard Timmler (Medizinsche
Hochschule Hannover) mediante protocoles y anticuerpos publicados por van Barneveld et al. 2012,
Immunochemical analysis of Mutant CFTR in Lung explants, Cell Physiol. Biochem. 30, 587-595 (2012)). Las células
de carcinoma de colon humano (T84) que sobreexpresan hCFTR se usaron como controles positivos para
experimentos de IP.

[0128] La inmunoprecipitacion de hCFTR usando tres anticuerpos diferentes (R29, R66/17 y R66/16) seguido de
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inmunodetecciéon con AB596 dio como resultado la deteccidén especifica de hCFTR en lisados de proteinas de
pulmones de cerdos tratados con un aerosol de ARN SNIM hCFTR como se describe en el Ejemplo 8 a continuacion
(Figura 14).

[0129] Formulacion HGT5001. Los experimentos en aerosol usando ARN de SNIM de hCFTR en una formulacion de
HGT5001: DOPE; Chol; PEGDMG2K (cantidades relativas 50:25:20:5 (mg:mg:mg:mg)) ("Formulacion HGT5001") se
en ratones y los lisados proteicos de los pulmones aislados a las 24 horas después de la administracion del ARNm
también se analizaron por IP usando los mismos anticuerpos y condiciones que para los lisados de los cerdos. Sin
embargo, no se pudo detectar ningun patrén caracteristico de bandas CFTR maduras para las muestras de ratéon
(Figura 15).

[0130] Inmunoprecipitacion de hCFTR (IP-hCFTR) a partir de células transfectadas in vitro. Los resultados iniciales
de IP utilizando material de tejido de cerdos proporcionaron la evidencia de la factibilidad técnica de la deteccion de
hCFTR tras la administracion de transcritos in vivo. Sin embargo, dado que ninguno de los anticuerpos utilizados en
la inmunoprecipitacion de CFTR (R29, R66/17 y R66/16) esta disponible comercialmente, se seleccionaron otros
anticuerpos disponibles comercialmente para determinar su eficacia en reacciones de IP. Se probaron dos
anticuerpos de sistemas de I+D (MAB25031 y MAB1660).

[0131] Lisados de proteina se prepararon a partir de células T84 y se utilizé 500 pg de proteina total en la reaccion
de IP utilizando diferentes concentraciones de anticuerpo MAB25031. La cantidad de proteina hCFTR
inmunoprecipitada se detect6 a continuaciéon mediante inmunoblotacién usando AB570 (Cystic Fibrosis Foundation).
AB596 en estas condiciones dio como resultado un fondo mucho mas alto y por lo tanto no se ensayé mas. Como se
revela en la Figura 16A, no hubo un aumento adicional en la cantidad de proteina CFTR precipitada cuando la
concentracion de anticuerpo IP aumenté de 2 pg/ml a 4 pg/ml. Se detectaron tanto las formas glicosiladas
completamente glicosiladas como las Unicas (bandas C y B, respectivamente). Los mismos inmunoprecipitados
también se cribaron utilizando MAB1660 como anticuerpo primario en transferencia Western. Sin embargo, con este
anticuerpo, solo la banda C era visible (Figura 16B).

[0132] Después de la deteccion exitosa de hCFTR enddgeno a partir de inmunoprecipitados de T84 usando
anticuerpo MAB25031, se realizaron experimentos en células NIH3T3 con el objetivo de detectar la proteina hCFTR
después de la transfeccion. Las células NIH3T3 se transfectaron con ARN de SNIM de hCFTR. Los lisados de
proteinas se prepararon 72 horas después de la transfeccion y las cantidades de proteina se cuantificaron usando el
método BCA. La proteina humana CFTR se inmunoprecipité a partir de 500 pg de lisado de proteina total usando
anticuerpo MAB25031 a 2 ug/ml seguido de inmunotransferencia usando AB570 (Figura 17). Sin embargo, no se
pudo detectar CFTR. Las células transfectadas con LacZ que codifica ARNm se analizaron como muestras de
control para el efecto de la transfeccion per se sobre la cantidad de proteina CFTR.

[0133] El aumento de la cantidad de proteina total utilizada en la inmunoprecipitacion desde 500 pg a 8 mg no dio
como resultado ninguna proteina hCFTR detectable después de la inmunodeteccion con AB570. Otro anticuerpo
especifico de hCFTR, MAB1660 (R&D Systems), también se cribé para determinar la inmunoprecipitacion (Figura
18). Sin embargo, este anticuerpo no precipita CFTR tan eficazmente como MAB25031. Por lo tanto, todas las
inmunoprecipitaciones futuras se realizaron con MAB25031.

[0134] La falta de deteccion hCFTR en muestras de ARNm transfectado puede no significar necesariamente falta de
funcionalidad de los ARNms probados como experimentos cinéticos usando luciferasa como gen marcador han
demostrado que la maxima expresion con el ARNm se observa a las 24 horas después de la transfeccion. La falta
de deteccion de hCFTR se debe mas bien a la concentracion insuficiente de hCFTR en las muestras analizadas o a
la falta de especificidad de los anticuerpos aplicados.

[0135] Formulacion de PEI. Las condiciones establecidas se ensayaron para su factibilidad para detectar hCFTR
después de ARN de SNIM hCFTR en la administracion a cerdos (véase Ejemplo 7) de una formulacion de
nanoparticulas con 25 kDa de PEI ramificada ("PEI Formulation") preparada de la siguiente manera. La cantidad
requerida de SNIM ARN se diluyo justo antes de la aplicacion en agua para inyeccion (Braun, Melsungen) hasta un
volumen total de 4 mL y se afadié rapidamente a 4 mL de una solucion acuosa de PEI ramificada de 25 kDa usando
una pipeta con una relacion N/P de 10. La solucién se mezclé pipeteando hacia arriba y hacia abajo diez veces y se
nebulizé como dos fracciones separadas de 4,0 mL, una después de otra, a los pulmones del cerdo utilizando el
nebulizador indicado. Una muestra de la luciferasa que expresa areas pulmonares del cerdo n° 1 y otra del I6bulo
caudal del cerdo n° 2, donde no se pudo detectar actividad de luciferasa, indicando asi la falta de administracion y/o
expresion del ARNm, se seleccionaron como controles positivos y negativos. Los lisados de proteinas preparados a
partir de estas muestras se inmunoprecipitaron usando MAB25031 (R&D Systems) y se detecto la proteina hCFTR
usando AB570. Como se muestra en la Figura 19, la expresion de la luciferasa se correlaciond con la expresion del
ARNm de hCFTR. La muestra del I6bulo caudal izquierdo del cerdo n° 2 donde no se detecto actividad de luciferasa,
también fue negativa para hCFTR (carril 1) mientras que hCFTR pudo detectarse en muestras del cerdo n° 1 que
fueron positivas para luciferasa (carril 2).

Ejemplo 7: Administracion de ARNm en aerosol
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[0136] Establecimiento del suministro de aerosol de ARNm encapsulado a los pulmones de los cerdos. La
administracion en aerosol de luciferasa de luciérnaga (FFL) a los pulmones de los cerdos se establecié mediante un
procedimiento experimental por etapas. En un primer paso, se nebulizaron formulaciones de ARN de SNIM de FFL a
cerdos anestesiados durante la ventilacion controlada. En una segunda etapa, se cortaron los pulmones
inmediatamente después de que se completd la administracion de aerosol y se incubaron las muestras de pulmoén
en medio de cultivo celular durante la noche antes de que se realizara la medicion de luciferasa ex vivo en muestras
de pulmoén mediante BLI.

[0137] Los cerdos del Landrace aleman se obtuvieron de la Universidad Técnica de Munich, Weihenstephan,
Alemania. Los cerdos tenian un peso corporal de 35-90 kg. Cada tratamiento se realiz6é en un cerdo. En total, cinco
cerdos fueron tratados. El primer cerdo (peso de 90 kg) se traté con ARN de SNIM de FFL En la formulacion de PEI
del Ejemplo 6 usando un nebulizador de malla EFlow y medicién de la actividad de luciferasa en homogeneizados de
pulmén. El segundo cerdo (60 kg de peso) se tratd con ARN de SNIM de FFL En la formulacién de PEI del Ejemplo
6 usando un nebulizador de malla EFlow y la medicién de la actividad de luciferasa en muestras de pulmoén por BLI.
El tercer cerdo (80 kg de peso) se tratd con ARN de SNIM de FFL En la formulacién de PEI del Ejemplo 6 usando un
nebulizador de chorro PARI BOY y medicion de la actividad de luciferasa en muestras de pulmén mediante BLI. El
cuarto cerdo (60 kg de peso) se trat6 con ARNm de ARN de SNF de FFL/ARNm de hCFTR En la formulacion de PEI
del Ejemplo 6 usando un nebulizador de malla Aeroneb y la medicion de la actividad de luciferasa en muestras de
pulmén mediante BLI. El quinto cerdo (35 kg de peso) se tratdé con ARN de SNIM de FFL En la formulacion
HGT5001 del Ejemplo 6 usando un nebulizador de malla Aeroneb y la medicién de la actividad de luciferasa en
muestras de pulmén mediante BLI.

[0138] La sedacion en cerdos se inicid mediante premedicacion con azaperona 2 mg/kg de peso corporal, ketamina
15 mg/kg de peso corporal, atropina 0,1 mg/kg de peso corporal y seguido por la insercion de una linea intravenosa
a la vena auricular lateral. Los cerdos se anestesiaron por inyeccion intravenosa de propofol 3-5 mg/kg de peso
corporal segun fue necesario. La anestesia se mantuvo con isoflurano (2-3%) con una inyeccién en bolo de propofol
al 1% a 4 a 8 mg/kg de peso corporal para mejorar la anestesia segun sea necesario. La duracion de la anestesia
fue de aproximadamente 1-3 horas. Los cerdos se mataron con una inyeccién en bolo de pentobarbital (100 mg/kg
de peso corporal) y cloruro de potasio a través de la vena de la oreja lateral. Se extirparon los pulmones y se
recogieron muestras de tejido de diversas regiones pulmonares, seguido de incubacion en un medio de cultivo
celular durante la noche. Para la medicion de la actividad de luciferasa, las muestras de tejido se homogeneizaron y
se analizaron en un luminémetro de tubo o se incubaron en un bafio de medio que comprendia sustrato de D-
luciferina y se sometieron a BLI de luciferasa ex vivo.

[0139] Detalles y resultados para cerdo n°® 1, La configuracion experimental se ilustra en la Figura 20. Para la
administracion de aerosol se conectd un nebulizador de malla EFlow en linea con el tubo de ventilacion del
respirador. La administracion de aerosol tom6 aproximadamente 60 minutos y fue mas larga de lo esperado de los
experimentos de control con un sistema abierto. Esto fue aparentemente causado por una contrapresion
incrementada durante la nebulizacién como se evidencia por el flujo de salida del aerosol en el deposito del
nebulizador de malla. Se prepararon ocho mililitros de la formulacion de PEI del Ejemplo 6 que comprendia 1 mg de
ARN de SNIM de FFL en agua para inyecciéon como se describe en WP5 y se nebulizaron en dos porciones
separadas de 4 mL, una después de otra. La medicion de luciferasa se realiz6 en homogeneizados tisulares de
especimenes de pulmon extirpados de diversas regiones pulmonares después de una incubacion durante la noche
en medio de cultivo celular. Los valores de expresion se mapearon de acuerdo con el origen de las muestras de
pulmén (Figura 21).

[0140] Los resultados mostraron la expresion de luciferasa con éxito en el tejido pulmonar de cerdo. La expresion de
luciferasa fue mas alta en las partes centrales del pulmén y disminuyé hacia regiones mas distales del pulmén. El
patrén de expresion se correlacioné con el patréon de deposicién esperado de las nanoparticulas de ARN de SNIM
de FFL-PEI inhaladas de acuerdo con los parametros de ventilacion elegidos. Los niveles de expresion de luciferasa
estaban en el mismo intervalo que el observado en los experimentos con ratones en WP5 utilizando la misma
formulacién de PEI del Ejemplo 6.

[0141] Detalles y resultados para cerdo n° 2. La administracion en aerosol del ARN de SNIM de FFL En la
formulacion de PEI del Ejemplo 6 en el cerdo n° 2 se realiz6 como en el cerdo n° 1, pero se midié la actividad de
luciferasa en especimenes pulmonares mediante formacion de imagenes bioluminiscentes (BLI). Este experimento
se realiz6 para establecer la medicion de la luciferasa ex vivo de muestras de pulmoén cultivadas en 6rganos por BLI.
La medicion de luciferasa se observo claramente en muestras de tejido individuales de diferentes regiones
pulmonares del cerdo tratado (Figura 22). El experimento confirmd los resultados obtenidos del cerdo n° 1,

[0142] Detalles y resultados para cerdo n°® 3. La administracion de aerosol en el cerdo n° 1 y n° 2 con el nebulizador
de malla EFlow reveld algunas dificultades técnicas y un tiempo de nebulizacién inadecuado. Por lo tanto, el cerdo n°
3 se tratd usando el nebulizador de chorro PARI BOY que se conectd a la tuberia de ventilacion a través de un
conector en T. La administracion de aerosol duré mas (aproximadamente 80 min) que con el nebulizador de malla
EFlow y la administracién de aerosol no fue satisfactoria. Se detecté una actividad de luciferasa muy baja en
muestras de pulmoén en rodajas de diferentes regiones pulmonares del cerdo tratado (Figura 23).
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[0143] Detalles y resultados para cerdo n° 4. Los resultados de los experimentos previos demostraron que un
nebulizador de malla es mas adecuado para la administracion de aerosol a los pulmones de cerdos en la
configuracion elegida que un nebulizador a chorro. Por esta razén, se ensayo otro nebulizador de malla para este fin
que nebulizd satisfactoriamente la formulacién de PEI del Ejemplo 6 cuando se ensayd en un sistema abierto. El
cerdo n° 4 se tratd usando el nebulizador de malla Aeroneb que estaba conectado en linea al tubo del respirador. En
este experimento, se administré conjuntamente 1 mg de ARNm de hCFTR junto con 1 mg de ARN de SNIM de FFL
en la formulacion de PEI del Ejemplo 6. Esto se realizé para evaluar la estabilidad de la formulacion y la nebulizacion
de nanoparticulas co-formuladas ARN de SNIM de FFL/hCFTR ARNm-PEI con respecto a la dosificacion repetida
que se realizara en el Ejemplo 8. La formulacién fue estable y no revel6 incompatibilidad con la nebulizacién. La
actividad de luciferasa se observd claramente en especimenes de tejido individuales de diferentes regiones
pulmonares del cerdo tratado (Figura 24).

[0144] El experimento confirmé los resultados obtenidos del cerdo n° 1y el cerdo n° 2, aunque se obtuvieron niveles
de expresién mas elevados. El experimento mostré que el nebulizador de malla de Aeroneb era el mas adecuado
para la administracion de la formulacion de PEI del Ejemplo 6 a los pulmones de los cerdos. Ademas, el experimento
demostré que el ARN de SNIM de FFL todavia estaba activo cuando se administré conjuntamente junto con ARNm
de hCFTR.

[0145] Detalles y resultados para cerdo n® 5. El cerdo n° 5 se tratd con 1 mg de ARN de SNIM de FFL en la
formulacion HGT5001 del Ejemplo 6 en forma de aerosol con el nebulizador de malla Aeroneb. La formulacion
podria aerosolizarse sin dificultades técnicas. La actividad de luciferasa se observo claramente en muestras de tejido
individuales de diferentes regiones pulmonares del cerdo tratado (Figura 25).

[0146] El experimento mostré que ARN de SNIM de FFL en aerosol en la formulacion HGT5001 del Ejemplo 6 es
activo en el tejido pulmonar de cerdo, aunque los niveles de expresion fueron de aproximadamente 15-20 veces
menores que en los cerdos tratados con la formulacion PEI del Ejemplo 6.

[0147] Conclusién. Se obtuvieron resultados exitosos usando el nebulizador de malla Aeroneb con la formulacion
PEI del Ejemplo 6. Se trataron cuatro cerdos con la formulacion PEI del Ejemplo 6 para identificar la configuracion
experimental éptima para la administraciéon de aerosol. Los resultados demostraron que la expresion de luciferasa
podria detectarse en homogeneizados de pulmén de cerdo y por BLI. La expresion de luciferasa fue mas alta en las
partes centrales de los pulmones y apenas se observo en las areas distales de los pulmones. Se descubri6 que el
nebulizador de malla Aeroneb ofrece los mejores resultados junto con el tiempo de administracion mas corto. De
acuerdo con estos experimentos, se traté otro cerdo con ARN de SNIM de FFL encapsulado en la formulaciéon
HGT5001 del Ejemplo 6. Aunque la expresion de luciferasa se observé claramente en algunas partes de los
pulmones de cerdo, los niveles de expresion fueron menores que para ARN de SNIM de FFL en la formulacion PEI
del Ejemplo 6. Los resultados de este paquete de trabajo demostraron claramente que la administracion de ARN
SNIM a los pulmones de cerdos como un modelo animal preclinico grande era factible usando diversas
formulaciones tales como formulacion basada en polimeros y formulaciones basadas en lipidos (por ejemplo, PEI)
(por ejemplo, HGT5001). Los resultados de este ejemplo proporcionaron una prueba de concepto para la
administracion exitosa de ARN SNIM a los pulmones de un animal grande que imita de cerca la situacion en
pacientes humanos mediante un nebulizador utilizado en la practica clinica.

Ejemplo 8: Administracion de ARNm in vivo (dosis semanal)

[0148] Un ensayo se realiz6 para evaluar la viabilidad de una aplicacion en aerosol una vez por semana en los
cerdos. La practicidad se defini6 como la realizacion de tres aplicaciones de aerosoles de ARNm modificado en
intervalos de una semana sin induccion de enfermedad pulmonar (ausencia de eventos adversos superiores al grado
2). Los objetivos adicionales fueron para evaluar i) el grado de angustia de los animales, ii) los eventos adversos que
ocurrieron durante la evaluacion de laboratorio o clinica de los cerdos, vy iii) la medicién de las proteinas inducidas
(luciferasa y hCFTR).

[0149] Se establecio la administracion repetida de aerosol de ARN de SNIM en la formulacion de PEI a los pulmones
de los cerdos. Los grupos de dos cerdos se trataron una, dos o tres veces a intervalos débiles con ARN de SNIM de
FFL/ARN de SNIM de hCFTR en la formulacion de PEI del Ejemplo 6. Dos cerdos no tratados sirvieron como
controles. Los pulmones se extirparon 24 horas después del tratamiento y la actividad de luciferasa ex vivo se midié
en muestras de pulmoén aisladas mediante BLI. La expresion de la proteina hCFTR se analizé usando IP/WB.
Inmunohistoquimica (IHC) se realiz para la deteccion de la expresion de luciferasa a nivel celular. La toxicologia se
investigd midiendo las citoquinas inflamatorias en la quimica del suero y la sangre. La histopatologia se realiz6 en
muestras de pulmon. El protocolo de estudio "Pilot project: Repeated application of modified mRNA to establish an
animal model for aerosol therapy of cystic fibrosis in pigs" fue aprobado por las autoridades locales antes del inicio
de los experimentos (licencia de experimentos con animales N°: 0-045-12)

[0150] Disefio experimental. Los cerdos, raza Landrace alemana, hembra de aproximadamente 6 semanas de edad

(~ 25 kg de masa corporal en promedio) En la nebulizacién, se compraron En la Universidad Técnica de Munich,
Weihenstephan, Alemania. Los cerdos fueron aleatorizados y tratados de acuerdo con el siguiente esquema (Tabla
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3). Los grupos de tratamiento de cada dos cerdos fueron los siguientes:
Grupo 0 - Grupo de control sin tratamiento

Grupo | - Administracion en aerosol de 1 mg ARN de SNIM de FFL y 1 mg de ARN de SNIM de hCFTR en la
formulacion PEI del Ejemplo 6 en el dia 1,

Grupo Il - Administracion en aerosol de 2 mg de ARN de SNIM de hCFTR en la formulacion de PEI del Ejemplo
6 en el dia 1 y 1 mg de ARN de SNIM de FIM y 1 mg de ARN de SNIM de hCFTR en la formulacion de PEI del
Ejemplo 6 en el dia 8.

Grupo Il - Administracion en aerosol de 2 mg de ARN de SNIM de hCFTR (6379-186) en la formulacion de PEI
del Ejemplo 6 en el dia 1 y dia 8, administracién en aerosol de 1 mg de ARN de SNIM de FIMy 1 mg de ARN de
SNIM de hCFTR en la formulacion PEI del Ejemplo 6 en el dia 15.

[0151] El esquema para el tratamiento y evaluacién de cada grupo se muestra en la Tabla 3. Ademas de las
intervenciones ilustradas, el examen fisico de los cerdos se realizd diariamente.

Tabla 3. Diagrama de linea temporal de diferentes grupos de tratamiento.

(Abreviaturas utilizadas:
* AA Aplicacion de aerosol
¢ Bw Dia D de trabajo de sangre
# Euth. Eutanasia del animal)

Grupo 0 {animales no tratados);
L - -
Euth,

Bw

1
| dI

Grupo 1 (1 aplicacién de aerosol; suparvivencia 1d):
12 1=

Bw Bw

AA Euth,

1l

dl, d2

Grupo 2 (2 aplicaciones de aerosol; supervivencia 8d):
ELEE 21:' 20
Bw Bw Bw Bw

AA AA Euth

Lill
| dl, d2, d3, d4, d5, d6, d7, d8, d9

Grupo 3 (3 aplicaciones da asrosol; supervivencia 15d):
10 10 20 2“ ao 3o
Bw Bw Bw Bw Bw Bw
AA AA AA Euth

LIl 1l
| dl, d2, d3, d4, d5, 46, d7, d8, d9, d10, d11, d12, d13, d14, d15, d16

[0152] Procedimiento experimental. La sedacion en cerdos se inici6 mediante premedicacion con azaperona 2
mg/kg de peso corporal, ketamina 15 mg/kg de peso corporal, atropina 0,1 mg/kg de peso corporal y seguido por la
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insercion de una via intravenosa en la vena auricular lateral. Los cerdos se anestesiaron por inyeccion intravenosa
de propofol 3-5 mg/kg de peso corporal segun fue necesario. La anestesia se mantuvo con infusion intravenosa
continua de propofol al 1% segun se requiriera. Los parametros de ventilacion se emparejaron con el didxido de
carbono endexpiratorio y se ajustaron si era necesario. La anestesia, los parametros respiratorios y cardiovasculares
se monitorizaron continuamente utilizando oximetria de pulso, capnografia, sonda de temperatura rectal y estado
reflejo. Los animales recibieron una infusion de solucién electrolitica equilibrada a 10 mL/kg/h. La duracién de la
anestesia fue de aproximadamente 80-120 min. Los cerdos fueron extubados después del inicio de suficiente
respiracion espontanea. Los cerdos fueron sacrificados con una inyeccion en bolo de pentobarbital de 100 mg/kg de
peso corporal a través de la vena lateral de la oreja después de la sedacion. Los pulmones se extirparon y se
cortaron aproximadamente 13 cm de espesor. Se recogieron muestras de tejido de diversas regiones pulmonares,
seguido de incubacion en cultivo celular. Para la medicion de la actividad de luciferasa, las muestras de tejido se
incubaron en un medio de bafio que comprende sustrato de D-luciferina y se sometieron a luciferasa BLI ex vivo.

Expresion de luciferasa en grupos de tratamiento por BLI.

[0153] Para el Grupo 0 (grupo de control sin tratamiento), no se observé actividad de luciferasa en las rodajas de
pulmén (Figura 26).

[0154] Para el Grupo | (administracion en aerosol de 1 mg de ARN de SNIM de FFL y 1 mg de ARN de SNIM de
hCFTR en la formulacién de PEI del Ejemplo 6), la actividad de luciferasa se detecté claramente en muestras de
pulmoén de cerdos tratados una vez n°® 3 y n° 6 (Figura 27). La expresion de luciferasa fue mas alta en las partes
centrales de los pulmones.

[0155] Para el Grupo Il (administracion en aerosol de 2 mg de ARN de SNIM de hCFTR en la formulacion PEI del
Ejemplo 6 en el dia 1 y 1 mg ARN de SNIM de FFL y 1 mg ARN de SNIM de hCFTR en la formulacién PEI del
Ejemplo 6 en el dia 8), la actividad de Luciferasa se detectd claramente en muestras de pulmon de cerdos tratados
dos veces n° 4 y n° 8 (Figura 28). La expresion de luciferasa fue mas alta en las partes centrales de los pulmones.
Se debe considerar que las muestras se almacenaron durante 10 horas adicionales en un medio de cultivo celular
antes de la medicién debido a un corte de energia el dia de las mediciones y los problemas técnicos resultantes con
el sistema BLI.

[0156] Para el Grupo lll (administracion en aerosol de 2 mg de ARN de SNIM de hCFTR en la formulacion PEI del
Ejemplo 6 en el dia 1 y dia 8, administracion en aerosol de 1 mg ARN de SNIM de FFL y 1 mg ARN de SNIM de
hCFTR en la formulacion PEI del Ejemplo 6 en el dia 15), la actividad de luciferasa se detectd claramente en
muestras de pulmon de cerdos tratados con tres veces n® 1 y n® 2 (Figura 29). La expresion de luciferasa fue mas
alta en las partes centrales de los pulmones.

[0157] Propiedades de las nanoparticulas de ARN-PEI de SNIM. El tamafio de particula y el potencial zeta se
midieron para las formulaciones de ARN-PEI de SNIM antes de la nebulizacién (Tabla X1). Las nanoparticulas SNIM
ARN-PEI podrian formarse de forma reproducible con un tamafio que varia entre 25-37 nm y potenciales zeta que
varian de 30-49 mV.

Tabla X1. Tamario de particula y medidas de potencial Zeta

N° de cerdo N° de tratamiento = Radio £ D.E. (nm) Potencial zeta £ D.E. (mV)
1 1 26,710,3 36,945,9
2 33,310,6 42,5455
3 31,640,4 41,3+3,4
2 1 24,7+0,5 32,943,3
2 34,940,2 41,5414
3 32,5+0,4 29,1+1,1
3 1 35,240,8 42,9419
4 1 36,9+1,1 45,4+0,6
6 1 27,510,1 30,546,6
2 33,040,8 49,1+3,0
8 1 25,510,1 44,0+2,1
2 33,310,3 45,9495

[0158] Expresion de luciferasa en grupos de tratamiento por IHC. IHC para FFL se realizé6 en muestras de tejido de
rodajas de pulmén (Sophistolab AG, Eglisau, Suiza) que fueron positivas por BLI y se compararon con el tejido
pulmonar de un cerdo no tratado y tejido tumoral de ratén positivo para luciferasa como control positivo. Como se
esperaba, se observo una sefial fuerte en el tejido tumoral de ratdn positivo para luciferasa, mientras que el tejido
pulmonar del cerdo no tratado no mostré tincién especifica. Se pudo observar un patrén de tincién claramente
detectable en el tejido pulmonar del cerdo n° 1 que recibio tres tratamientos. La expresion de FFL era mas
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prominente en el epitelio bronquial de las vias aéreas grandes y pequefias (Figura 30).

[0159] Deteccién de la proteina hCFTR en tejido pulmonar del cerdo tratado por IP/WB. El tejido pulmonar altamente
positivo por BLI del cerdo n° 1 tratado tres veces se sometié a hCFTR IP/WB de acuerdo con el protocolo descrito
por van Barneveld A y col., Cell Physiol Biochem. 30, 587 - 95 (2012) (Figura 31). El hCFTR glicosilado complejo
maduro aparece como la llamada banda C dispersa. La hCFTR rica en manosa aparece como la llamada banda B,
mas densa. Claramente, la expresion de hCFTR se observa en células de control positivo T84 y tejido pulmonar de
cerdo n° 1 tratado con ARN de SNIM de hCFTR en la formulaciéon de PEI del Ejemplo 6. La expresién de la proteina
hCFTR no se observé en cerdos no tratados. Una comparacion de la expresion de la proteina hCFTR en tejido
pulmonar humano a partir de un estudio publicado utilizando el protocolo idéntico (van Barneveld A et al., Supra)
sugirio que la expresion de hCFTR en tejido pulmonar de cerdo después de tratamiento con aerosol SNIM de
hCFTR era similar a la expresién hCFTR en pulmén humano sano.

[0160] Este descubrimiento se confirmoé adicionalmente mediante el uso de un conjunto diferente de anticuerpos
para la deteccion de la proteina hCFTR por IP/WB en pulmoén de cerdo tratado (véase el Ejemplo 6). Una muestra de
la luciferasa que expresa areas pulmonares del cerdo n° 1 y otra del I6bulo caudal del cerdo n° 2, donde no se pudo
detectar actividad de luciferasa, indicando asi la falta de expresion y/o expresion del ARNm como controles positivo
y negativo. Los lisados de proteinas preparados a partir de estas muestras se inmunoprecipitaron usando
MAB25031 (R&D Systems) y se detecto la proteina hCFTR usando AB570. Como se muestra en la Figura 32, la
expresion de la luciferasa se correlacioné con la expresion del ARNm de hCFTR. La muestra del |6bulo caudal
izquierdo del cerdo n° 2 donde no se detect6 actividad de luciferasa, también fue negativa para hCFTR (carril 1),
mientras que hCFTR podria detectarse en muestras del cerdo n° 1 que eran positivas para luciferasa (carril 2).

[0161] Toxicologia: Evaluacion histolégica preliminar de muestras de pulmén. Se realizd una evaluacion histologica
de muestras de pulmones tomadas después de la eutanasia de tres animales. Después de la inclusién en secciones
de parafina, las muestras de pulmén se tifieron con Hematoxilina-Eosina para la evaluacién morfolégica. Los
hallazgos fueron consistentes a través de las muestras de los tres cerdos, dos de los cuales (cerdo n® 1y cerdo n° 2)
recibieron tres aplicaciones de aerosol y el tercero (cerdo n° 7) fue un control no tratado sin aplicacion de aerosol.

[0162] Toxicologia: Angustia. Solo el cerdo n° 2 y el cerdo n° 1 mostraron signos leves de distrofia los dias 2-4
después del primer tratamiento. Por lo tanto, tres aplicaciones de aerosol dentro de las tres semanas causaron solo
una leve angustia.

[0163] Toxicologia: Eventos adversos. El tipo y la frecuencia de los eventos adversos (EA) se analizaron mediante
parametros de laboratorio (sangre, MBS y BAL) y mediante el examen fisico de los cerdos (definido como un
objetivo secundario en este ensayo).

[0164] El suero y muestras de sangre total fueron tomadas en los puntos de tiempo definidos por el protocolo de
estudio. Doce parametros representativos (hemoglobina, hematocrito, AP, ALT, AST, CK, bilirrubina, creatinina,
glucosa, potasio, trombocitos y globulos blancos) son indicativos para mostrar patologia especifica del érgano
(sangre, médula 6sea, higado, musculo, y rifidn) fueron seleccionados y los resultados de las pruebas obtenidos a
partir de la VetMedLab, Ludwigsburg, Alemania se clasificaron de acuerdo con VCOG, version de 2011.

[0165] Los resultados mostraron que no se observaron eventos adversos graves (EA) en los cerdos (una EA de los
grados 3, 4 o 5 habrian calificado como severos). No hubo deterioro de los parametros de laboratorio después de la
aplicacion en aerosol de ARN de SNIM en la formulacion PEI del Ejemplo 6. Para los ligeros cambios en algunos
parametros (por ejemplo, CK o enzimas hepaticas) es mas probable que estos cambios hayan sido causados por el
procedimiento experimental per se (p.ej. inyecciones y anestesia). Tampoco se pudo detectar ningun efecto negativo
de la aplicacion repetida, incluso después de la tercera aplicacion, los cerdos del grupo 3 no muestran EA mayor que
EA grado 2. Incluso los EA grado 1 o 2 son raros y no muestran correlacion con la aplicacion en aerosol de ARN de
SNIM en la formulacion de PEI del Ejemplo 6.

[0166] Ademas de las muestras de sangre repetidas, se evaluaron otros dos parametros para evaluar procesos
patoldgicos en el pulmén: i) fluido de lavado brocho-alveolar (BALF) - tomado después de la eutanasia, y ii) muestras
de microbiologia (MBS) (frotis de la traquea - tomada durante la anestesia). Se extrajo BALF de cada cerdo durante
la autopsia y se almacen6 a -80°C para un examen posterior. Los frotis traqueales se tomaron antes de cada
aplicacién de aerosol y se examinaron microbioldgicamente. Estos examenes revelaron un amplio espectro de
patégenos, incluyendo Bordetella bronchiospectica (un patégeno comun del tracto respiratorio del cerdo) y
Escherichia coli. Los cerdos fueron tratados una vez con tulatromicina en inyeccion (1 ml de Draxxin® 10%).

[0167] Examen fisico. Ademas de los parametros de laboratorio, los examenes fisicos de los cerdos se realizaron en
los periodos de observacion entre las aplicaciones de aerosoles (para detalles véase 1.1.2 del anexo 1y anexo 4 del
protocolo de estudio). Como no se definié un sistema para documentar, calificar y asignar la atribucion del EA, ya
sea para la intervencion o para los cerdos, se utilizé el sistema de criterios toxicolégicos comunes (CTC) establecido
para perros y gatos (publicado por VOCG en 2011). Para calificar los parametros de laboratorio, se utilizaron ULN
(limites superiores de la normalidad) especificos de la especie y LLN (limites inferiores de la normalidad). Las
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evaluaciones clinicas se realizaron dentro de las siguientes seis categorias de EA:

(1) eventos alérgicos/inmunolégicos; (2) pulmonar/respiratorio; (3) signos clinicos constitucionales; (4)
dermatolégico/piel; (5) gastrointestinal; y (6) pulmonar/respiratorio.

[0168] Los resultados mostraron que no se observo EA grave (sin grado 3, 4 o 5) en los cerdos. No hubo deterioro
de los parametros evaluados mediante el examen fisico después de la aplicacién en aerosol de ARN SNIM en la
formulacién PEI. Los dos cerdos del grupo 3 mostraron EA de grado 1 y 2 en tres de los parametros respiratorios
(broncoespasmo/sibilancias, edema de laringe y disnea) pero estos hallazgos leves o moderados se restringieron a
uno o dos dias. Ya que estas observaciones solo ocurrieron después de la primera aplicaciéon de
anestesia/intubacién/aerosol en estos dos cerdos pero no después de la segunda o tercera aplicaciéon de aerosol en
estos dos cerdos o en cualquier otro cerdo, es poco probable que estos hallazgos sean causados por la sustancia
bajo investigacion .

[0169] Conclusion. Los resultados de este ejemplo demostraron que la formulacion de PEI que codifica FFL y el
ARN de SNIM de hCFTR podria ser aerosolizada con éxito repetidamente a los pulmones de los cerdos sin pérdida
de actividad después de cada ciclo de tratamiento y sin eventos adversos. La expresion de luciferasa se encontré en
partes centrales del tejido pulmonar, pero apenas se detectd en las areas pulmonares distales. El patrén regional de
expresion de luciferasa se correlaciond con el patron de deposicion esperado de la formulacion PEI del Ejemplo 6 de
acuerdo con los ajustes utilizados para la ventilacion controlada. La inmunohistoquimica en muestras de pulmén
seleccionadas de cerdos tratados mostré expresion de luciferasa predominantemente en el epitelio bronquial de las
vias respiratorias grandes y pequefias. IP/WB demostré claramente la expresion de la banda C glicosilada en forma
compleja de CFTR humano maduro en pulmoén de cerdo tratado que estuvo ausente en muestras de pulmoén de
pulmén de cerdo sin tratar y de luciferasa. Expresion de hCFTR en tejido de pulmén de cerdo después de
tratamiento con ARN de SNIM de hCFTR aerosol fue comparable a la expresiéon hCFTR en pulmén humano sano en
comparacién con informes publicados que utilizan el protocolo idéntico para deteccion de proteina hCFTR. Los
eventos adversos de grado 1 o 2 fueron muy raros y no mostraron correlacion con la aplicacion en aerosol del ARN
SNIM en la formulacién PEI. Por lo tanto, la expresion de la proteina hCFTR se demostré con éxito en pulmones de
cerdos tratados con ARNm de SNC hCFTR.

Ejemplo 9: ARNm que codifica CFTR que contiene un péptido senal

[0170] Este ejemplo demuestra que una proteina CFTR puede expresarse de manera efectiva a partir de un ARNm
que codifica CFTR con una secuencia que codifica un péptido sefial.

[0171] Sintesis de ARN mensajero. Para el experimento, codon etiquetado His1o de C-terminal optimizado regulador
de la conductancia transmembrana de fibrosis quistica humana (CO-CFTR-C-His1o) (SEQ ID NO: 15), un coddn
optimizado CFTR humano con un lider de secuencia sefial de la hormona de crecimiento (GH-CO-CFTR) (SEQ ID
NO: 16) y CFTR humano codificado optimizado (CO-CFTR) (SEQ ID NO: 17) Se sintetizaron ARN de SNIM
mediante transcripcion in vitro a partir de un molde de ADN de plasmido usando métodos estandar. Transfeccion de
células y CFTR. Células HEK293T de rifién embrionario humano se cultivaron en DMEM (Invitrogen n° de catalogo
11965-092) suplementado con 10% de suero bovino fetal, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml
de estreptomicina. El dia antes de la transfeccion, las células se plaquearon en placas de 6 pocillos a una
confluencia del 50-60% y se incubaron en condiciones normales de cultivo de tejidos (36°C en una atmdsfera
humidificada de 5% de CO;, 95% de aire). En la preparacion para la transfeccion, se diluyeron 60 pl de
Lipofectamine 2000 (Invitrogen n° de catalogo 11668019) en medio de suero reducido con OptiMem (Invitrogen n° de
catalogo 31985-062) y se agitaron suavemente en vértice. Para el experimento de 4 ug de cualquiera de CO-CFTR,
GH-CO-CFTR o CO-CFTR-C-Hisig SNIM ARN se diluyé en 900 pl de Medios OptiMem. EI ARNm se afadio
inmediatamente a la Lipofectamine® diluida y se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos. El medio de
recubrimiento se aspir6 suavemente y se reemplaz6 con 1 mL de medio de suero reducido de OptiMem y 300 pl de
cada complejo de ARNm/lipofectamina® respectivo. Las células se incubaron en condiciones estandar de cultivo de
tejidos.

[0172] Analisis Western. Aproximadamente 48 células después de la transfeccion se eliminaron de sus respectivas
placas y se lisaron. El lisado de células enteras se sometid a separacion por SDS-PAGE y se sondeé mediante
transferencia Western. Como se muestra En la Figura 33, la expresion robusta de la proteina CFTR humana se
detectd después de CO-CFTR, GH-CO-CFTR vy transfeccion de ARNm de CO-CFTR-C-Hisio humana, por anti-
CFTR (A 'y B) o anticuerpos anti-His (C) (Figura 33).

Ejemplo 10: Administracion in vivo de ARNm de CO-CFTR-C-His a ratones knockout CFTR

[0173] Analisis de la proteina CFTR humana producida a través de nanoparticulas cargadas con ARNm
administradas intratraquealmente. Todos los estudios se realizaron con ratones CFTR KO. La formulacién de ARNm
de CFTR o el control del vehiculo se introdujo usando un nebulizador jet PARI Boy. Los ratones se sacrificaron y se
perfundieron con solucién salina, después de un periodo de tiempo predeterminado, para permitir la expresion de
proteinas a partir del ARNm.
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[0174] Sintesis de ARN mensajero. En el ejemplo, regulador de conductancia transmembrana de la fibrosis quistica
humana optimizado de coddn etiquetado C-terminal Hisqo (CO-CFTR-C-His1o) de ARN SNIM y ARN de SNIM de FFL
optimizado por codoén se sintetizaron mediante transcripcion in vitro a partir de moldes de ADN de plasmido.

[0175] Formulacion de PEI. Para el enfoque, la administracion y la expresion de ARNm de CO-CFTR-C-Hisqo en los
pulmones de ratones knockout CFTR se evalué usando formulaciones de nanoparticulas tanto poliméricas y
basadas en lipidos. Formulaciones de nanoparticulas poliméricas con PEI ramificada de 25 kDa preparada de la
siguiente manera. La cantidad requerida de ARN SNIM se diluyd justo antes de la aplicacion en agua para inyeccion
(Braun, Melsungen) hasta un volumen total de 4 mL y se afiadio rapidamente a 4 mL de una solucién acuosa de PEI
ramificada de 25 kDa usando una pipeta a una relacion N/P de 10. La solucidon se mezcld pipeteando hacia arriba y
hacia abajo diez veces y se nebuliz6 como dos fracciones separadas de 4,0 mL, una después de otra, a los
pulmones del ratén usando el nebulizador indicado.

[0176] Formulacion de cKK-E12. Para el experimento de nanoparticulas basadas en lipidos, se cre6 una formulacion
de lipidos usando ARN de SNIM de CO-CFTR-C-His10 en una formulacién de cKK-E12: DOPE: Chol: PEGDMG2K
(cantidades relativas 50:25:20:5 (mg:mg:mg:mg). La solucién se nebulizé a los pulmones del ratdon usando el
nebulizador indicado.

[0177] Administraciéon por nebulizacién (aerosol) de ARNm de CO-CFTR-C-His10 humano. Los materiales de
prueba de CFTR se administraron mediante una inhalacién de aerosol Unica a través del nebulizador Jet PARI Boy
(volumen de dosis nominal de hasta 8 mL/grupo). El material de prueba se administré a una caja que contenia todo
el grupo de animales (n = 4) y se conectd a un sistema de flujo de oxigeno y secuestrante.

[0178] La administracion de ARNm de CO-CFTR-C-His1o. EI ARNm de CFTR se preparé de la manera descrita
anteriormente. Se colocaron cuatro ratones knockout CFTR en una caja de camara de aerosol y se expusieron a 2
mg de ARNm de CFTR humano no modificado optimizado de coddn total (que comprende la secuencia de
codificacion de SEQ ID NO: 3) mediante nebulizacién (nebulizador jet Pari Boy) en el transcurso de
aproximadamente una hora. Los ratones se sacrificaron 24 horas después de la exposicion.

[0179] Eutanasia. Los animales se sacrificaron mediante asfixia con CO2 en tiempos representativos después de la
administracion de la dosis (+ 5%) seguido de toracotomia y exanguinacion. La sangre completa (volumen maximo
obtenible) se recogid por puncion cardiaca y se descarto.

[0180] Perfusion. Después de la exsanguinacion, todos los animales se sometieron a perfusion cardiaca con
solucion salina. En resumen, la perfusion intracardiaca de todo el cuerpo se realiz6 insertando una aguja de calibre
23/21 unida a una jeringa de 10 mL que contenia solucidn salina introducida en la luz del ventriculo izquierdo para
perfusion. La auricula derecha se incidid para proporcionar una salida de drenaje para perfundir. Se aplicé una
presién suave y constante al émbolo para perfundir al animal después de colocar la aguja en el corazon. Se aseguro
un flujo adecuado de la solucién de enjuague cuando el perfundido que sale fluye limpio (sin sangre visible) lo que
indica que la solucién de enjuague ha saturado el cuerpo y se completd el procedimiento.

[0181] Coleccion de tejidos. Después de la perfusion, se les cosecharon los pulmones a todos los animales (derecho
e izquierdo). Ambos pulmones (derecho e izquierdo) se congelaron instantdneamente en nitrogeno liquido y se
almacenaron por separado a una temperatura nominal de -70°C.

[0182] Expresion de CFTR humano a partir de ARNm de CO-CFTR-C-His10 en ratones con CFTR inactivado. La
expresion de CFTR se detectdé mediante analisis de transferencia de Western de lisado de tejido recogido de
pulmones de raton tratados con ARNm de CFTR. Se detectd una banda "C" madura en los pulmones izquierdo y
derecho de todos los ratones tratados, tanto para las formulaciones basadas en lipidos como en las basadas en
polimeros (Figura 34). La expresion de la banda madura "C" se verificd por comparacion con lisado recogido de
células positivas de CO-CFTR-C-His1o humano de HEK 293T como se describe en el Ejemplo 9. En contraste, no se
observo sefial detectable en el lisado recogido de tipo salvaje sin tratar ratones de control (Figura 34). Tomados en
conjunto, estos datos sugieren que las formulaciones poliméricas y basadas en lipidos (como la formulacion cKK-
E12 listada anteriormente) son efectivas para la administracion pulmonar de ARNm de CFTR, por ejemplo, por
inhalacion, y que una vez administrado, el ARNm de CFTR optimizado para codén puede expresar la proteina CFTR
humana.

Ejemplo 11: Estudio de escalada de dosis in vivo

[0183] Escalada de dosis de la administracion de aerosol de ARNm encapsulado con PEI a los pulmones de los
cerdos. La administracion en aerosol de una combinacién de ARN de SNIM de luciferasa de luciérnaga (FFL) y ARN
de SNIM de CFTR (CO-CFTR) humano optimizado por coddn en concentraciones variables a pulmones de cerdo se
establecié mediante un procedimiento experimental por etapas. En una primera etapa, la formulacién de ARN de
SNIM FFL/CO-CFTR se nebulizd a cerdos anestesiados durante la ventilacion controlada. En una segunda etapa,
los animales se sacrificaron mediante inyeccion en bolo de pentobarbital (100 mg/kg de peso corporal) y cloruro de
potasio a través de la vena de la oreja lateral después de la sedacion 24 horas después de que se completd la

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 689 523 T3

administracion de aerosol. Los pulmones fueron extirpados y cortados a especimenes de tejido de aproximadamente
1 cm de grosor. Para la medicion de la actividad de luciferasa, las muestras de tejido se incubaron en un medio de
bafio que comprende sustrato de D-Luciferina y se sometieron a luciferasa BLI ex vivo. Después de BLI, se tomaron
muestras de regiones de luciferasas positivas y luciferasas negativas para histopatologia, inmunohistoquimica e
hibridacioén in situ. Las muestras residuales se congelaron por choque en nitrégeno liquido y posteriormente se
almacenaron a -80°C hasta el analisis por IP/WB vy Elisa.

[0184] Sintesis de ARN mensajero. En el ejemplo, el ARN de SNIM del regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica humana codificada con codén (CO-CFTR), el ARN de SNIM del ARNm de FFL
optimizado en codones se sintetizaron por transcripcion in vitro a partir de moldes de ADN plasmidico utilizando
métodos estandar.

[0185] Disefio experimental. Los cerdos del Landrace aleman se obtuvieron de la Universidad Técnica de Munich,
Weihen-stephan, Alemania. Los cerdos tenian un peso corporal de 35-90 kg. El estudio se disefié usando cerdos
con la misma edad y peso para controlar la variabilidad. Se establecié una cohorte Unica de 6 cerdos (3 machos y 3
hembras) para cada grupo experimental del estudio de 4 brazos. La primera cohorte se tratdé con agua para
inyeccion (WFI) sola, que se administré usando un nebulizador de malla Aeroneb. La segunda cohorte se traté con
una solucion de 1 mg de ARN de SNIM de FFL y 1 mg de ARN de SNIM de CFTR (CO-CFTR) humano optimizado
por codoén en la formulacion de PEI que se describe a continuacién, usando un nebulizador de malla Aeroneb. La
tercera cohorte recibi6 1 mg de ARN de SNIM de FFL y 5 mg de ARN de SNIM de CFTR (CO-CFTR) humano
optimizado por codon en la formulacién de PEI que se describe a continuacion. La cuarta cohorte se tratd con 1 mg
de ARN de SNIM de FFL y 10 mg de ARN de SNIM de CFTR (CO-CFTR) humano optimizado por codén en la
formulacién de PEI que se describe a continuacion. El esquema para el tratamiento y evaluaciéon de cada grupo se
muestra en la Tabla 4 a continuacion.

Tabla 4. Disefio experimental para el estudio de escalada de dosis

Cohorte | Cerdos (N°y Sexo) Tratamiento Formulacién

1 6 (3 hombres + 3| N/A WFI
mujeres)

2 6 (3 hombres + 3|1 mg FFL + 1 mg CO- | 25 kDa PEI + WFI ramificado
mujeres) CFTR

3 6 (3 hombres +3 |1 mg FFL + 5 mg CO- | 25 kDa PEI + WFI ramificado
mujeres) CFTR

4 6 (3 hombres + 3| 1mg FFL + 10mg CO- | 25 kDa PEI + WFI ramificado
mujeres) CFTR

[0186] Formulacién de ARNm - PEI. Se realizé un procedimiento de formulacién estandarizado ejemplar descrito a
continuacion justo antes del tratamiento de los animales.

Materiales:

[0187]
Bomba de jeringa (dispositivo de mezcla):
Fabricante: KD Scientific
Tipo: KDS-210-CE

Jeringuilla:

[0188]
Fabricante: B.Braun
Tipo: Omnifix, 20 mL o 30 mL/Luer Lock Solo
Ref: 4617207V

Tuberia:

[0189]
Fabricante: B.Braun
Tipo: Conjunto de Extension Safeflow
Ref.: 4097154

Aguja:
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[0190]
Fabricante: B. Braun
Tipo: Sterican, 20G x 1 1/2"
Ref.: 4657519
Valvula de mezcla:
[0191]
Fabricante: B.Braun
Tipo: Discofix C 3SC
Ref.: 16494C
Agua para inyeccion:
[0192]
Fabricante: B.Braun
Tipo: Aqua
Ref.: 82423E

[0193 ] Método de ejemplo para la preparacion de poliplejos que contienen 1 mg de ARN de SNIM de hCFTRy 1 mg
de ARN de SNIM de FFL N/P 10 en un volumen de 8 mL: 3 mL de agua para inyeccion y 3 mL de solucién madre de
ARN (c: 1 mg/mL en agua; 1,5 mL de ARNm de FFL + 1,5 mL de ARNm de CFTR) se cargaron en un tubo halcén de
15 mL. En un segundo tubo Falcon se mezclaron 5,61 mL de agua para inyeccion con 0,39 mL de solucion madre
brPEI (c: 10 mg/mL en agua). Se fijaron dos jeringas de 20 mL en el dispositivo de mezcla. Cada uno de ellos estaba
conectado a una aguja a través de un tubo. Una jeringa se llend con ARN vy la otra con solucién de PEI utilizando la
funcién de extraccion de la bomba de jeringa. (Configuraciones: Diametro: 20,1mm, Flujo: 5mL/min, Volumen:
5,9mL). Las agujas se quitaron y los tubos se conectaron a la valvula mezcladora. Era importante conectar la jeringa
que contenia la solucion de ARN a la posicién en angulo de la valvula. Para controlar el diametro de salida, se
conectd una aguja. La mezcla se realizé utilizando la funcién de infusién de la bomba de jeringa (Configuraciones:
Diametro: 20,1 mm, Flujo: 40 mL/min, Volumen: 5,8 mL). Para lograr un indice de polidispersidad reproducible, las
muestras se fraccionaron manualmente durante la mezcla. Los primeros pL hasta que el flujo fue estable (100-200
ML) y los ultimos pl que a veces contenian burbujas de aire se recogieron en un tubo separado. La mezcla se incubd
durante 30 minutos a temperatura ambiente para la formacion de poliplejo y después se almacend en hielo. Para
diferentes dosis, los parametros fueron modificados y adaptados como se muestra En la Tabla 5.

Tabla 5: Volumenes ejemplares y ajustes para diferentes volUmenes de mezcla

Componente ARNm Componente PEI
Cohorte \% (ARN | V (ARN | Agua V (reserva | Agua Volumen
SNIM  FFL | SNIM (mL) brPEI; 10 | (mL) aerosolizado
1mg/mL) hCFTR mg/mL) (ml)
(mL) 1mg/mL) (mL)
(mL)
2 1,5 1,5 3 0,39 5,61 8
3 1,17 5,83 7 0,91 13,09 24
4 1,09 10,91 12 1,56 22,44 44

Cohorte | V (retirada) V (infusion)
(ml) (ml)

2 59 5,8
3 13,9 13,8
4 23,9 238

V (retirada y V (infusién) designan el ajuste en la bomba de jeringuilla para aspiracion y dispension,
respectivamente, de los componentes de ARNm y PEI

[0194] Transfeccion de células HEK para verificar la funcionalidad de los complejos nebulizados. Después de la
nebulizacién, se utilizd una alicuota de complejos (80ul) para transfectar las células HEK. Un dia antes de la
transfeccion, 1x10° células se sembraron en placas de 6 pocillos. En el dia de la transfeccion, el medio se eliminé de
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las células, las células se lavaron con PBS una vez seguido de lo cual se afadieron 80 pl de complejos junto con
920 pl de medio MEM sin suero por pocillo. Para cada complejo, se prepararon tres pocillos replicados. Las células
se incubaron con los complejos durante 4 horas bajo condiciones estandar de cultivo celular. Al final de la
incubacion, se retir6 el medio que contenia complejo y se afiadié medio MEM que contenia suero (1 ml) por pocillo.
Las placas se incubaron en condiciones de cultivo celular estandar. 24 horas después de la transfeccion, los lisados
de proteinas se prepararon usando el mismo protocolo y los tampones utilizados para los tejidos animales con
exclusion del paso de homogeneizacion. Las células de tres pozos se combinaron para el andlisis. La expresion de
CFTR humano se detect6 usando inmunoprecipitacion con anticuerpo R24.1 (R&D Systems) y transferencia
Western con una combinacion de anticuerpos 217, 432 y 596 (todos de Cystic Fibrosis Consortium, Universidad de
Pensilvania, PA, EE.UU.). Se pudo detectar hCFTR para todos los complejos nebulizados en cerdos (véanse las
Figuras 54-57).

[0195] Aplicacién en aerosol. El aerosol (WFI solo 44 mL, formulacién modificada de PEI de ARNm en WFI: 8, 24 y
44 ml) se nebulizé y se inhald en el cerdo anestesiado a través de un nebulizador de malla Aeroneb®. La sedacion
en cerdos se inici6 mediante premedicacion con azaperona 2 mg/kg de peso corporal, ketamina 15 mg/kg de peso
corporal, atropina 0,1 mg/kg de peso corporal y seguido por la insercién de una via intravenosa en la vena auricular
lateral. Los cerdos se anestesiaron por inyeccion intravenosa de propofol 3-5 mg/kg de peso corporal segun fue
necesario. La anestesia se mantuvo con isoflurano (2-3%) con una inyecciéon en bolo de propofol al 1% a 4 a 8
mg/kg de peso corporal para mejorar la anestesia segun sea necesario. La duracion de la anestesia fue de
aproximadamente 1-3 horas. Los cerdos se sacrificaron con una inyeccion en bolo de pentobarbital (100 mg/kg de
peso corporal) y cloruro de potasio a través de la vena de la oreja lateral 24 horas después de la finalizacion de la
aerosolizacion. Se extirparon los pulmones y se recogieron muestras de tejido de diversas regiones pulmonares. Las
muestras almacenadas se sometieron a diferentes métodos de evaluacion tales como bioluminiscencia,
histopatologia, IP/transferencia Western y Elisa.

[0196] Analisis de bioluminiscencia. Para la medicion de la actividad de luciferasa, las muestras de tejido se
homogeneizaron y se analizaron en un luminémetro de tubo o se incubaron en un bafio de medio que comprendia
sustrato de D-luciferina y se sometieron a BLI de luciferasa ex vivo. Los datos ilustran que se observo una fuerte
sefial de bioluminiscencia para cada una de las cohortes 2-4 (1 mg, 5 mg y 10 mg respectivamente), en comparacion
con las muestras de control de tejido pulmonar de la cohorte 1 (control de vehiculo WFI) (Figuras 35-38)

[0197] Anélisis de expresion de CFTR mediante transferencia Western e inmunohistoquimica. Las muestras de
tejidos positivos para FFL se extirparon (un minimo de 10 muestras por cada cerdo dentro de una cohorte) y se
analizaron por inmuneprecipitacién/transferencia de Western (IP-WB) e inmunohistoquimica para CFTR humana.
Brevemente, se prepararon lisados de proteinas a partir de pulmones de cerdo de la siguiente manera: se usaron
entre 300 y 400 mg de tejido pulmonar para el andlisis. El tejido se homogeneizé en tampén de base (20 mM de Tris,
150 mM de NaCl, pH 8,0) que contenia inhibidores de proteasa usando LysingMatrixA (MPBiomedicals, Ref: 6910-
500) y Homogeneizador "FastPrep24" (MP Biomedicals). La mezcla de tejidos completa se transfirié a un nuevo tubo
Eppendorf preenfriado de bloqueo de 2 mL y se afadieron 25 pl de yodoacetamida (Sigma: 16125) y 1 pl de corte
Omni (1:5 diluido en tampodn de corte Omni) (Epicentre: OC7810K). Las muestras se incubaron en hielo durante 5
minutos, seguido por la adicion de 26 ul de solucion de SDS al 10%. Las muestras se incubaron adicionalmente a
4°C durante 60 min en un agitador. Después de la incubacion, se afiadieron a las muestras 260 ul de tampodn de lisis
(850 pl de tampodn basico + TritonX-100 al 10% + deoxolato de sodio al 5%) y se incubaron a 4°C en un agitador
durante 90 minutos. Finalmente, los lisados de proteinas se centrifugaron a 13.000 rpm a 4°C durante 10-20 minutos
y el sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo de Eppendorf. La concentracion de proteina se cuantificé usando el
ensayo de proteina BCA (Pierce). Las muestras se dividieron en partes alicuotas que contenian 10 mg de proteina
total y los volimenes finales se ajustaron con tampoén de base a 1 mL por muestra. En base a los datos presentados
en el Ejemplo 6, la inmunoprecipitaciéon de CFTR se llevé a cabo usando el anticuerpo R24.1 y fue seguida por
inmunodetecciéon de transferencia Western de CFTR usando una combinacion triple de tres anticuerpos diferentes
obtenidos del Consorcio de Fibrosis Quistica de la Universidad de Pensilvania, Pensilvania, EE.UU. (anticuerpos
217, 432, 596). Para controlar la variabilidad intragrupo entre diferentes animales y la variabilidad en la expresién de
CFTR, la banda de marcadores en el estandar de tamafio de proteina correspondiente a 150 kDa se establecio
como referencia y las inserciones de banda de diferentes grupos se normalizaron a este valor. Como se demuestra
en la Figura 39, solo el 16% de la muestra de tejido analizada de los cerdos de control de la cohorte 1 dio como
resultado un nivel de expresion de CFTR mayor que el valor inicial. Por el contrario, las cohortes 3 y 4, que
representan los grupos de tratamiento de 5 mg y 10 mg respectivamente, dieron como resultado mas del 30% de
muestras de tejido pulmonar positivas para un nivel de expresion de CFTR superior al valor inicial (Figura 39).
Ademas, el aumento en la expresion de CFTR observado en las cohortes 3 y 4 fue casi dos veces mayor que el
control.

[0198] El anadlisis de la inmunohistoquimica de CFTR se realizé por cuantificacion de bronquios y bronquioles
positivos para CFTR. Se consideré que un bronquio/bronquiolo era positivo si se detectaba al menos una célula
epitelial dentro de la capa de células epiteliales que mostraba una sefial clara de CFTR localizada en la membrana.
En la Figura 40 se representa una imagen representativa de una muestra "positiva". Las codificaciones para la
inmunohistoquimica de CFTR se optimizaron mediante la evaluacién de la especificidad de los anticuerpos
disponibles contra CFTR utilizando un Unico anticuerpo o combinaciones de hasta tres anticuerpos,
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respectivamente. Se observaron sefales claras especificas de CFTR después de la incubacion del anticuerpo 596.
Los datos demuestran que se detectaron células epiteliales positivas por CFTR en secciones de tejido pulmonar de
las cuatro cohortes, demostrando la deteccion de CFTR humana y porcina mediante el procedimiento de
inmunohistoquimica (Figura 41 y 45). Aunque se observaron bajos niveles de expresion de CFTR (Figura 42), medio
(Figura 43) y alto (Figura 44) para la cohorte 3, el hallazgo general demuestra que el tratamiento de 5 mg de ARN de
SNTR de CFTR humano optimizado por codén resulté en un mayor nimero de células positivas por CFTR y la
intensidad total de la sefial CFTR en comparacion con el control del vehiculo. Los datos también ilustran una
potenciacion aun mayor de la expresion de CFTR después de 10 mg de tratamiento, demostrando asi un claro
efecto de respuesta a la dosis (Figura 45). La cuantificacion de numeros absolutos y relativos de
bronquios/bronquiolos positivos para CFTR respalda adicionalmente estos hallazgos, revelando un ndmero
significativamente mayor en animales que se trataron con 5 0 10 mg de ARN de SNIM de CFTR humano en
comparacion con el control de vehiculo (Figura 46). Indicando una elevacion general en los niveles de expresion de
CFTR después del tratamiento con ARN CFIM humano de SNIM.

[0199] Analisis de expresion de CFTR mediante hibridacion in situ (ISH). Se extirparon muestras de tejidos positivos
para FFL (minimo de 10 muestras para cada cerdo dentro de una cohorte) y se sometio a un analisis de hibridacion
in situ manual utilizando la tecnologia de sonda "ZZ" RNAscope® (Advanced Cell Diagnostic). Las sondas se
generaron en base a la secuencia optimizada de codon de ARN de SNIM de CFTR humano optimizado por codén
(SEQ ID NO: 17). Brevemente, el ensayo RNAscope® es un ensayo de hibridacién in situ disefiado para visualizar
moléculas de ARN individuales por célula en tejido fijado con formalina e incluido en parafina (FFPE) montado en
portaobjetos. Cada muestra de tejido embebida se pretratdé de acuerdo con el protocolo del fabricante y se incubo
con una sonda de ARN especifica de CFTR humana especifica del blanco. La sonda hCFTR se mostré unida a
CFTR, con reactividad cruzada con humanos, ratones, ratas, cerdos y monos. Una vez unida, la sonda se hibrida
con una cascada de moléculas de amplificaciéon de sefial, a través de una serie de 6 ciclos consecutivos de
amplificacion. La muestra se traté luego con una sonda marcada con HRP especifica para el casete de amplificacion
de sefial y se ensay6 mediante visualizacion cromatica usando 3,3'-diaminobenzidina (DAB). Se us6 una sonda
especifica para Ubiquitina C como control positivo (Figuras 47A y 48A), mientras que se us6 dapB como control
negativo (Figuras 47B y 48B). La sefial CFTR positiva se compard con la del tejido pulmonar porcino tratado no
tratado y tratado con vehiculo (Figura 49A y B). Las muestras tefiidas se visualizaron bajo un microscopio de campo
brillante estandar. Los datos demuestran que el tratamiento con 1 mg de ARN de SNIM de CFTR humano
optimizado por coddn produjo un aumento dramatico en la expresion de CFTR tanto en el tejido pulmonar derecho
(A) como izquierdo (B) de la cohorte 2, en comparacioén con el control del vehiculo (Figura 49 y 50A y B) Ademas, se
observé un aumento adicional en la expresion de CFTR para los grupos de tratamiento de 5 mg y 10 mg, como se
demostré mediante un aumento dramatico de la tincién observada en las muestras de pulmén derecho (A) e
izquierdo (B) analizadas para las cohortes 3 y 4 (Figuras 51y 52 Ay B). Tomados en conjunto, estos datos apoyan
firmemente la administracion efectiva de ARNm por inhalacion y expresion de CFTR humano en ambos l6bulos del
pulmén y sus diversos tejidos.

[0200] Conclusion. Los resultados demostraron que tanto la luciferasa como el ARNm de CFTR pueden
administrarse de manera efectiva in vivo a los tejidos pulmonares. Se observé expresion de luciferasa a lo largo de
varias muestras de tejido recogidas de diferentes regiones dentro de los pulmones derecho e izquierdo. Por lo tanto,
sugiere que la nebulizacion es un enfoque eficaz para la administracion de ARNm y da como resultado una
distribucién bastante uniforme. Ademas, aparte de luciferasa, el ARNm de CFTR también se administr6 de manera
eficiente a los pulmones, lo que dio como resultado una expresion de proteina potenciada. La expresion y la
actividad proteica se verificaron mediante IP-WB, inmunohistoquimica e hibridacién in situ. Cada enfoque demostré
claramente un aumento dependiente de la dosis en el suministro de ARNm y la expresion y/o actividad de CFTR,
dentro de los tejidos del pulmén. Tomados en conjunto, los experimentos ponen de manifiesto la practicidad y la
viabilidad general para suministrar ARNm de CFTR al pulmon de un sujeto humano y demuestran la eficacia de la
produccién de proteina CFTR in vivo para uso terapéutico.

Ejemplo 12: Expresion in vivo en el pulmén

[0201] Este ejemplo muestra la expresion in vivo exitosa en el pulméon después del suministro en aerosol de
nanoparticulas cargadas con ARNm. Todos los estudios se realizaron con cerdos del Landrace aleman, obtenidos
de la Universidad Técnica de Munich, Weihenstephan, Alemania. Los cerdos tenian un peso corporal de 35-90 kg.
La formulacion de ARNm de FFL/CO-CFTR-C-His10 o el control del vehiculo se introdujo usando un nebulizador jet
Pari. Los cerdos se sacrificaron y se perfundieron con solucion salina, después de un periodo de tiempo
predeterminado, para permitir la expresién de proteina a partir del ARNm.

[0202] Sintesis de ARN mensajero. En el ejemplo, el ARNm de luciferasa de la mosca de fuego optimizada por
codones (CO-FFL) se sintetizé6 mediante transcripcion in vitro a partir de moldes de ADN plasmidico.

[0203] Formulacion de cKK-E12. Para el experimento de nanoparticulas basadas en lipidos, se cre6 una formulacion
de lipidos usando 1 mg de FFL + 9 mg de ARNm de CO-CFTR-C-His1 encapsulado en una formulacion de cKK-
E12:DOPE:Chol:PEGDMG2K (cantidades relativas 40:30:25:5 (relaciéon en moles). La solucidon se nebulizé a los
pulmones de cerdo utilizando el nebulizador indicado.
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[0204] Aplicacion en aerosol. El aerosol (formulacion de Salina o CO-FFL cKK-E12) se nebulizé e inhald en el cerdo
anestesiado. La sedacion en cerdos se inici6 mediante premedicacion con azaperona 2 mg/kg de peso corporal,
ketamina 15 mg/kg de peso corporal, atropina 0,1 mg/kg de peso corporal y seguido por la insercion de una via
intravenosa en la vena auricular lateral. Los cerdos se anestesiaron por inyeccion intravenosa de propofol 3-5 mg/kg
de peso corporal segun fue necesario. La anestesia se mantuvo con isoflurano (2-3%) con una inyeccion en bolo de
propofol al 1% a 4 a 8 mg/kg de peso corporal para mejorar la anestesia segin sea necesario. La duracion de la
anestesia fue de aproximadamente 1-3 horas. Los cerdos se mataron con una inyeccion en bolo de pentobarbital
(100 mg/kg de peso corporal) y cloruro de potasio a través de la vena de la oreja lateral. Se extirparon los pulmones
y se recogieron muestras de tejido de diversas regiones pulmonares, seguido de incubacién en un medio de cultivo
celular durante la noche. Las muestras almacenadas se sometieron a deteccién de bioluminiscencia.

[0205] Analisis de bioluminiscencia. Para la medicion de la actividad de luciferasa, las muestras de tejido se
homogeneizaron y se analizaron en un luminémetro de tubo o se incubaron en un bafio de medio que comprendia
sustrato de D-luciferina y se sometieron a BLI de luciferasa ex vivo. Se observé una fuerte sefial de bioluminiscencia
para cada uno de los cerdos (A) FFL/CO-CFTR-C-His10 tratados con ARNm, en comparacion con (B) muestras de
tejido pulmonar de control de cerdos (control del vehiculo salino) (Figura 53 Ay B).

[0206] Estos datos ilustran que el ARNm de FFL/CFTR se administré con éxito y se expreso en el pulmén mediante
administracion en aerosol.

BREVE DESCRIPCION DE SECUENCIAS

[0207]
SEQ ID NO 1, Secuencia de aminoacidos de CFTR de tipo salvaje.
SEQ ID NO 2. Secuencia codificante de ARNm de CFTR de tipo salvaje.
SEQ ID NO 3. Secuencia de codificacion del ARNm de CFTR no natural n° 1,
SEQ ID NO 4. CFTR ARNm 5-UTR.
SEQ ID NO 5. CFTR ARNm 3'-UTR n° 1,
SEQ ID NO 6. FFL 5’ UTR.
SEQ ID NO 7. Secuencia de codificacion de FFL.
SEQ ID NO 8. FFL 3’ UTR.
SEQ ID NO 9. Secuencia codificante de ARNm de CFTR no natural n° 2.
SEQ ID NO 10. Secuencia codificante de ARNm de CFTR no natural n® 3.
SEQ ID NO 11. Secuencia codificante de ARNm de CFTR no natural n° 4.
SEQ ID NO 12. Secuencia codificante de ARNm de CFTR no natural n°® 5.
SEQ ID NO 13. Secuencia codificante de ARNm de CFTR no natural n° 6.
SEQ ID NO 14. Secuencia codificante de ARNm de CFTR no natural n® 7.

SEQ ID NO 15. Secuencia de codificacion de ARNm de fusién de Hisio CFTR humana C-terminal optimizada con
codon.

SEQ ID NO 16. Secuencia codificante de ARNm de CFTR humana optimizada en codén con una secuencia lider
de hormona de crecimiento.

SEQ ID NO 17. ARNm de CFTR humano optimizado con codon
SEQ ID NO 18. Secuencia lider de ARNm n° 1
SEQ ID NO 19. Secuencia de lider de ARNm n° 2

SEQ ID NO 20. ARNm de CFTR 3'-UTR n° 2.
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SEQID NO: 1

[0208]

MORSPLEKASVVSKLFFSWTRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSVD
SADNLSEKLEREWDRELASKKNPKLINALRRCFFWRFMFYGIFLYLGEVTKAVQPLLL
GRITASYDPDNKEERSIATYLGIGLCLLFIVRTLLLHPAIFGLHHIGMOMRIAMFSLI
YKKTLKLSSRVLDKISIGQLVSLLSNNLNKFDEGLALAHFVWIAPLQVALLMGLIWEL
LOASAFCGLGFLIVLALFQAGLGRMMMKYRDQRAGKISERLVITSEMIENIQSVKAYC
WEEAMEKMIENLROQTELKLTRKAAYVRYEFNSSAFFFSGFFVVFLSVLPYALIKGIILR
KIFTTISFCIVLRMAVTROFPWAVQTWYDSLGAINKIQDFLOQKQEYKTLEYNLTTTEV
VMENVTAFWEEGFGELFEKAKQNNNNRKTSNGDDSLFFSNFSLLGTPVLKDINFKIER
GQLLAVAGSTGAGKTSLLMVIMGELEPSEGKIKHSGRISFCSQFSWIMPGTIKENITF
GVSYDEYRYRSVIKACQLEEDISKFAEKDNIVLGEGGITLSGGQRARISLARAVYKDA
DLYLLDSPFGYLDVLTEKEIFESCVCKLMANKTRILVTSKMEHLKKADKILILHEGSS
YFYGTFSELONLQPDFSSKIMGCDSFDOFSAERRNSILTETLHRFSLEGDAPVSWTET
KKQSFKOQTGEFGEKREKNSILNPINSIRKFSIVOKTPLOMNGIEEDSDEPLERRLSLVP
DSEQGEAILPRISVISTGPTLQARRRQSVLNLMTHSVNQGONIHRKTTASTRKVSLAP
QANLTELDIYSRRLSQETGLEISEEINEEDLKECFFDDMESIPAVTTWNTYLRYITVH
KSLIFVLIWCLVIFLAEVAASLVVLWLLGNTPLODKGNSTHSRNNSYAVITSTSSYY
VEYIYVGVADTLLAMGFFRGLPLVHTLITVSKILHHKMLHSVLQAPMSTLNTLKAGGI
LNRFSKDIAILDDLLPLTIFDFIQLLLIVIGAIAVVAVLQPYIFVATVPVIVAFIMLR
AYFLQTSQOLKQLESEGRSPIFTHLVTSLKGLWTLRAFGRQPYFETLFHKALNLHTAN
WELYLSTLRWFOMRIEMIFVIFFIAVTFISILTTGEGEGRVGUHLTLAMNIMSTLOWA
VNSSIDVDSLMRSVSRVFKFIDMPTEGKPTKSTKPY KNGQLSKVMHENSHVKKDDIW
PSGGOMTVKDLTAKYTEGGNAILENISFSISPGOQRVGLLGRTGSGKSTLLSAFLRLLN
TEGEIQIDGVSWDSITLQQWRKAFGVIPQKVFIFSGTFREKNLDPYEQWSDQEIWKVAD
EVGLRSVIEQFPGKLDFVLVDGGCVLSHGHKQLMCLARSVLSKAKILLLDEPSAHLDP
VIYQIRRTLKQAFADCTVILCEHRIEAMLECQQFLVIEENKVRQYDSIQKLLNERSL
FRQAISPSDRVKLFPHRNSSKCKSKPQIAALKEETEEEVQDTRL (SEQ ID NO:1)

SEQID NO: 2

[0209]
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AUGCAGAGGUCGCCUCUGGAAAAGGCCAGCGUUGUCUCCAAACUUUUUUUCAGCUGGACC
AGACCAAUUUUGAGGAAAGGAUACAGACAGCGCCUGGAAUUGUCAGACAUAUACCAAAU
CCCUUCUGUUGAUUCUGCUGACAAUCUAUCUGAAAAAUUGGAAAGAGAAUGGGAUAGAG
AGCUGGCUUCAAAGAAAAAUCCUAAACUCAUUAAUGCCCUUCGGCGAUGUUUUUUCUGG
AGAUUUAUGUUCUAUGGAAUCUUUUUAVAUUUAGGGGAAGUCACCAAAGCAGUACAGCC
UCUCUUACUGGGAAGAAUCAUAGCUUCCUAUGACCCGGAUAACAAGGAGGAACGCUCUA
UCGCGAUUUAUCUAGGCAUAGGCUUAUGCCUUCUCUUUVAUUGUGAGGACACUGCUCCUAC
ACCCAGCCAUVUUUUGGCCUUCAUCACAUUGGAAUGCAGAUGAGAAUAGCUAUGUUUAGU
UUGAUUUAUAAGAAGACUUUAAAGCUGUCAAGCCGUGUUCUAGAUAAAAUAAGUAUUGG
ACAACUUGUUAGUCUCCUUUCCAACAACCUGAACAAAUUUGAUGAAGGACUUGCAUUGG
CACAUUUCGUGUGGAUCGCUCCUUUGCAAGUGGCACUCCUCAUGGGGCUAAUCUGGGAGU
UGUUACAGGCGUCUGCCUUCUGUGGACUUGGUUUCCUGAUAGUCCUUGCCCUUUUUCAGG
CUGGGCUAGGGAGAAUGAUGAUGAAGUACAGAGAUCAGAGAGCUGGGAAGAUCAGUGAA
AGACUUGUGAUUACCUCAGAAAUGAUUGAAAAUAUCCAAUCUGUUAAGGCAUACUGCUG
GGAAGAAGCAAUGGAAAAAAUGAUUGAAAACUUAAGACAAACAGAACUGAAACUGACUC
GGAAGGCAGCCUAUGUGAGAUACUUCAAUAGCUCAGCCUUCUUCUUCUCAGGGUUCUUU
GUGGUGUUUUUAUCUGUGCUUCCCUAUGCACUAAUCAAAGGAAUCAUCCUCCGGAAAAU
AUUCACCACCAUCUCAUUCUGCAUUGUUCUGCGCAUGGCGGUCACUCGGCAAUUUCCCUG
GGCUGUACAAACAUGGUAUGACUCUCUUGGAGCAAUAAACAAAAUACAGGAUUUCUUAC
AAAAGCAAGAAUAUAAGACAUUGGAAUAUAACUUAACGACUACAGAAGUAGUGAUGGAG
AAUGUAACAGCCUUCUGGGAGGAGGGAUUUGGGGAAUUVAUUUGAGAAAGCAAAACAAAA
CAAUAACAAUAGAAAAACUUCUAAUGGUGAUGACAGCCUCUUCUUCAGUAAUUUCUCAC
UUCUUGGUACUCCUGUCCUGAAAGAUAUUAAUUUCAAGAUAGAAAGAGGACAGUUGUUG
GCOGUUGCUGGAUCCACUGGAGCAGGCAAGACUUCACUUCUAAUGAUGAUUAUGGGAGA
ACUGGAGCCUUCAGAGGGUAAAAUUAAGCACAGUGGAAGAAUUUCAUUCUGUUCUCAGU
UUUCCUGGAUUAUGCCUGGCACCAUUAAAGAAAAUAUCAUCUUUGGUGUUUCCUAUGAU
GAAUAUAGAUACAGAAGCGUCAUCAAAGCAUGCCAACUAGAAGAGGACAUCUCCAAGUU
UGCAGAGAAAGACAAUAUAGUUCUUGGAGAAGGUGGAAUCACACUGAGUGGAGGUCAAC
GAGCAAGAAUUUCUUUAGCAAGAGCAGUAUACAAAGAUGCUGAUUUGUAUUUAUUAGAC
UCUCCUUUUGGAUACCUAGAUGUUUUAACAGAAAAAGAAAUAUUUGAAAGCUGUGUCUG
UAAACUGAUGGCUAACAAAACUAGGAUUUUGGUCACUUCUAAAAUGGAACAUUUAAAGA
AAGCUGACAAAAUAUUAAUUUUGAAUGAAGGUAGCAGCUAUUUUUAUGGGACAUUUUCA
GAACUCCAAAAUCUACAGCCAGACUUUAGCUCAAAACUCAUGGGAUGUGAUUCUUUCGAC
CAAUUUAGUGCAGAAAGAAGAAAUUCAAUCCUAACUGAGACCUUACACCGUUUCUCAUU
AGAAGGAGAUGCUCCUGUCUCCUGGACAGAAACAAAAAAACAAUCUUUUAAACAGACUG
GAGAGUUUGGGGAAAAAAGGAAGAAUUCUAUUCUCAAUCCAAUCAACUCUAUACGAAAA
UUUUCCAUUGUGCAAAAGACUCCCUUACAAAUGAAUGGCAUCGAAGAGGAUUCUGAUGA
GCCUUUAGAGAGAAGGCUGUCCUUAGUACCAGAUUCUGAGCAGGGAGAGGCGAUACUGC
CUCGCAUCAGCGUGAUCAGCACUGGCCCCACGCUUCAGGCACGAAGGAGGCAGUCUGUCC
UGAACCUGAUGACACACUCAGUUAACCAAGGUCAGAACAUUCACCGAAAGACAACAGCAU
CCACACGAAAAGUGUCACUGGCCCCUCAGGCAAACUUGACUGAACUGGAUAUAUAUUCAA
GAAGGUUAUCUCAAGAAACUGGCUUGGAAAUAAGUGAAGAAAUUAACGAAGAAGACUUA
AAGGAGUGCCUUUUUGAUGAUAUGGAGAGCAUACCAGCAGUGACUACAUGGAACACAUA
CCUUCGAUAUAUUACUGUCCACAAGAGCUVUAAUUUUUGUGCUAAUUUGGUGCUUAGUAA
UUUUUCUGGCAGAGGUGGCUGCUUCUUUGGUUGUGCUGUGGCUCCUUGGAAACACUCCU
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CUUCAAGACAAAGGGAAUAGUACUCAUAGUAGAAAUAACAGCUAUGCAGUGAUUAUCAC
CAGCACCAGUUCGUAUUAUGUGUUUUACAUUUACGUGGGAGUAGCCGACACUUUGCUUG
CUAUGGGAUUCUUCAGAGGUCUACCACUGGUGCAUACUCUAAUCACAGUGUCGAAAAUU
UUACACCACAAAAUGUUACAUUCUGUUCUUCAAGCACCUAUGUCAACCCUCAACACGUUG
AAAGCAGGUGGGAUUCUUAAUAGAUUCUCCAAAGAUAUAGCAAUUUUGGAUGACCUUCU
GCCUCUUACCAUVAUUUGACUUCAUCCAGUUGUUAUUAAUUGUGAUUGGAGCUAUAGCAG
UUGUCGCAGUUUUACAACCCUACAUCUUUGUUGCAACAGUGCCAGUGAUAGUGGCUUUU
AUUAUGUUGAGAGCAUAUUUCCUCCAAACCUCACAGCAACUCAAACAACUGGAAUCUGAA
GGCAGGAGUCCAAUUUUCACUCAUCUUGUUACAAGCUUAAAAGGACUAUGGACACUUCG
UGCCUUCGGACGGCAGCCUUACUUUGAAACUCUGUUCCACAAAGCUCUGAAUUUACAUAC
UGCCAACUGGUUCUUGUACCUGUCAACACUGCGCUGGUUCCAAAUGAGAAUAGAAAUGA
UUUUUGUCAUCUUCUUCAUUGCUGUUACCUUCAUUUCCAUUUUAACAACAGGAGAAGGA
GAAGGAAGAGUUGGUAUUAUCCUGACUUUAGCCAUGAAUAUCAUGAGUACAUUGCAGUG
GGCUGUAAACUCCAGCAUAGAUGUGGAUAGCUUGAUGCGAUCUGUGAGCCGAGUCUUUA
AGUUCAUUGACAUGCCAACAGAAGGUAAACCUACCAAGUCAACCAAACCAUACAAGAALIG
GCCAACUCUCGAAAGUUAUGAUUAUUGAGAAUUCACACGUGAAGAAAGAUGACAUCUGG
CCCUCAGGGGGCLCAAAUGACUGUCAAAGAUCUCACAGCAAAAUACACAGAAGGUGGAAA
UGCCAUAUUAGAGAACAUUUCCUUCUCAAUAAGUCCUGGCCAGAGGGUGGGCCUCUUGG
GAAGAACUGGAUCAGGGAAGAGUACUUUGUUAUCAGCUUUUUUGAGACUACUGAACACU
GAAGGAGAAAUCCAGAUCGAUGGUGUGUCUUGGGAUUCAAUAACUUUGCAACAGUGGAG
GAAAGCCUUUGGAGUGAUACCACAGAAAGUAUUUAUUUUUUCUGGAACAUUUAGAAAAA
ACUUGGAUCCCUAUGAACAGUGGAGUGAUCAAGAAAUAUGGAAAGUUGCAGAUGAGGUU
GGGCUCAGAUCUGUGAUAGAACAGUUUCCUGGGAAGCUUGACUUUGUCCUUGUGGAUGG
GGGCUGUGUCCUAAGCCAUGGCCACAAGCAGUUGAUGUGCUUGGCUAGAUCUGUUCUCA
GUAAGGCGAAGAUCUUGCUGCUUGAUGAACCCAGUGCUCAUUUGGAUCCAGUAACAUAC
CAAAUAAUUAGAAGAACUCUAAAACAAGCAUUUGCUGAUUGCACAGUAAUUCUCUGUGA
ACACAGGAUAGAAGCAAUGCUGGAAUGCCAACAAUUUUUGGUCAUAGAAGAGAACAAAG
UGCGGCAGUACGAUUCCAUCCAGAAACUGCUGAACGAGAGGAGCCUCUUCCGGCAAGCCA
UCAGCCCCUCCGACAGGGUGAAGCUCUUUCCCCACCGGAACUCAAGCAAGUGCAAGUCUA
AGUCCCCAGAUUGCUGCUCUGAAAGAGGAGACAGAAGAAGAGGUGCAAGAUACAAGGCUU
UAG (SEQ ID NO:2)y

SEQID NO: 3

[0210]

AUGCAGCGOUCCCCGCUCGAAAAGGCCAGUGUCGUGUCCAAACUCUUCUUCUCAUGGACU
CGGCCUAUCCUUAGAAAGGGGUAUCGGCAGAGGCUUGAGUUGUCUGACAUCUACCAGAU
CCCCUCGGUAGAUUCGGCGGAUAACCUCUCGGAGAAGCUCGAACGGGAAUGGGACCGCGA
ACUCGCGUCUAAGAAAAACCCGAAGCUCAUCAACGCACUGAGAAGGUGCUUCUUCUGGCG
GUUCAUGUUCUACGGUAUCUUCUUGUAUCUCGGGGAGGUCACAAAAGCAGUCCAACCCCU
GUUGUUGGGUCGCAUUAUCGCCUCGUACGACCCCGAUAACAAAGAAGAACGGAGCAUCGC
GAUCUACCUCGGGAUCGGACUGUGUUUGCUUUUCAUCGUCAGAACACUUUUGUUGCAUCC
AGCAAUCUUCGGCCUCCAUCACAUCGGUAUGCAGAUGCGAAUCGCUAUGUUUAGCUUGAU
CUACAAAAAGACACUGAAACUCUCGUCGCGGGUGUUGGAUAAGAUUUCCAUCGGUCAGU
UGGUGUCCCUGCUUAGUAAUAACCUCAACAAAUUCGAUGAGGGACUGGCGCUGGCACAU
UUCGUGUGGAUUGCCCCGUUGCAAGUCGCCCUUUUGAUGGGCCUVAUUUGGGAGCUGUU
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GCAGGCAUCUGCCUUUUGUGGCCUGGGAUUUCUGAUUGUGUUGGCAUUGUUUCAGGCUG
GGCUUGGGCGGAUGAUGAUGAAGUAUCGCGACCAGAGAGCGGGUAAAAUCUCGGAAAGA
CUCGUCAUCACUUCGGAAAUGAUCGAAAACAUCCAGUCGGUCAAAGCCUAUUGCUGGGAA
GAAGCUAUGGAGAAGAUGAUUGAAAACCUCCGCCAAACUGAGCUGAAACUGACCCGUAA
GGCGGCGUALGUCCGGUAUUUCAAUUCGUCAGCGUUCUUCUUUUCCGGGUUCUUCGUUG
UCUCUCUCUCGGUUUUGCCUUVAUGCCUUGAUUAAGGGGAUUAUCCUCCGCAAGAUUUUC
ACCACGAUUUCGUUCUGCAUUGUAUUGCGCAUGGCAGUGACACGGCAAUUUCCGUGGGCC
GUGCAGACAUGGUAUGACUCGCUUGGAGCGAUCAACAAAAUCCAAGACUUCUUGCAAAA
GCAAGAGUACAAGACCCUGGAGUACAAUCUUACUACUACGGAGGUAGUAAUGGAGAAUG
UGACGGCUUUUUGGGAAGAGGGUUUUGGAGAACUGUUUGAGAAAGCAAAGCAGAAUAAC
AACAACCGCAAGACCUCAAAUGGGGACGAUUCCCUGUUUUUCUCGAACUUCUCCCUGCUC
GGAACACCCGUGUUGAAGGACAUCAAUUUCAAGAUUGAGAGGGGACAGCUUCUCGCGGU
AGCGGGAAGCACUGGUGCGGGAAAAACUAGCCUCUUGAUGGUGAUUAUGGGGGAGCUUG
AGCCCAGCGAGGGGAAGAUUAAACACUCCGGGCGUAUCUCAUUCUGUAGCCAGUUUUCAU
GGAUCAUGCCCGGAACCAUUAAAGAGAACAUCAUUUUCGGAGUAUCCUAUGAUGAGUAC
CGAUACAGAUCGGUCAUUAAGGCGUGCCAGUUGGAAGAGGACAUUUCUAAGUUCGCCGA
GAAGGAUAACAUCGUCUUGGGAGAAGGGGGUAUUACAUUGUCGGGAGGGCAGCGAGLGC
GGAUCAGCCUCGCGAGAGCGGUAUACAAAGAUGCAGAUUUGUAUCUGCUUGAUUCACCG
UUUGGAUACCUCGACGUAUUGACAGAAAAAGAAAUCUUCGAGUCGUGCGUGUGUAAACU
UAUGGCUAAUAAGACCGAGAAUCCUGGUGACAUCAAAAAUGGAACACCUUAAGAAGGCGG
ACAAGAUCCUGAUCCUCCACGAAGGAUCGUCCUACUUUUACGGCACUUUCUCAGAGUUGC
AAAACUUGCAGCCGGACUUCUCAAGCAAACUCAUGGGGUGUGACUCAUUCGACCAGUUCA
GCGCGGAACGGCGGAACUCGAUCUUGACGGAAACGCUGCACCGAUUCUCGCUUGAGGGUG
AUGCCCCGGUAUCGUGGACCGAGACAAAGAAGCAGUCGUUUAAGCAGACAGGAGAAUUU
GGUGAGAAAAGAAAGAACAGUAUCUUGAAUCCUAUUAACUCAAUUCGCAAGUUCUCAAU
CGUCCAGAAAACUCCACUGCAGAUGAAUGGAAUUGAAGAGGAUUCGGACGAACCCCUGG
AGCGCAGGCUUAGCCUCGUGCCGGAUUCAGAGCAAGGGGAGGCCAUUCUUCCCCGGATUUU
CGGUGAUUUCAACCGGACCUACACUUCAGGCGAGGCGAAGGCAAUCCGUGCUCAACCUCA
UGACGCAUUCGGUAAACCAGGGGCAAAACAUUCACCGCAAAACGACGOGCCUCAACGAGAA
AAGUGUCACUUGCACCCCAGGCGAAUUUGACUGAACUCGACAUCUACAGCCGUAGGCUUU
CGCAAGAAACCGGACUUGAGAUCAGCGAAGAAAUCAAUGAAGAAGAUUUGAAAGAGUGU
UUCUUUGAUGACAUGGAAUCAAUCCCAGCGGUGACAACGUGGAACACAUACUUGCGUUA
CAUCACGGUGCACAAGUCCUUGAUUUUCGUCCUCAUCUGOGUGUCUCGUGAUCUUUCUCGC
UGAGGUCGCAGCGUCACUUGUGGUCCUCUGGCUGCUUGGUAAUACGCCCUUGCAAGACAA
AGGCAAUUCUACACACUCAAGAAACAAUUCCUAUGCCGUGAUUAUCACUUCUACAAGCUC
GUAUUACGUGUUUUACAUCUACGUAGGAGUGGCCGACACUCUGCUCGCGAUGGGUUUCU
UCCGAGGACUCCCACUCGUUCACACGCUUAUCACUGUCUCCAAGAUUCUCCACCAUAAGA
UGCUUCAUAGCGUACUGCAGGCUCCCAUGUCCACCUUGAAUACGCUCAAGGCGGGAGGUA
UUUUGAAUCGCUUCUCAAAAGAUVAUUGCAAUUUUGGAUGACCUUCUGCCCCUGACGAUC
UUCGACUUCAUCCAGUUGUUGCUGAUCGUGAUUGGGGCUAUUGCAGUAGUCGCUGUCCU
CCAGCCUUACAUUUUUGUCGCGACCGUUCCGGUGAUCGUGGCGUUUAUCAUGCUGCGGGC
CUAUUUCUUGCAGACGUCACAGCAGCUUAAGCAACUGGAGUCUGAAGGGAGGUCGCCUA
UCUUUACGCAUCUUGUGACCAGUUUGAAGGGAUUGUGGACGUUGCGCGCCUUUGGCAGG
CAGCCCUACUUUGAAACACUGUUCCACAAAGCGCUGAAUCUCCAUACGGCAAAUUGGUUU
VUUGUAUUUGAGUACCCUCCGAUGGUUUCAGAUGCGCAUUGAGAUGAUUUUUGUGAUCUU

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 689 523 T3

CUUUAUCGCGGUGACUUUUAUCUCCAUCUUGACCACGGGAGAGGGCGAGGGACGGGUCG
GUAUUAUCCUGACACUCGCCAUGAACAUUAUGAGCACUUUGCAGUGGGCAGUGAACAGC
UCGAUUGAUGUGGAUAGCCUGAUGAGGUCCGUUUCGAGGGUCUUUAAGUUCAUCGACAU
GCCGACGOGAGGGAAAGCCCACAAAAAGUACGAAACCCUAUAAGAAUGGGCAAUUGAGUA
AGGUAAUGAUCAUCGAGAACAGUCACGUGAAGAAGGAUGACAUCUGGCCUAGCGGGGGU
CAGAUGACCGUGAAGGACCUGACGGCAAAAUACACCGAGGGAGGGAACGCAAUCCUUGA
AAACAUCUCGUUCAGCAUUAGCCCCGGUCAGCGUGUGGGGUUGCUCGGGAGGACCGGGUC
AGGAAAAUCGACGUUGCUGUCGGCCUUCUUGAGACUUCUGAAUACAGAGGGUGAGAUCC
AGAUCGACGGCGUUUCGUGGGAUAGCAUCACCUUGCAGCAGUGGCGGAAAGCGUUUGGA
GUAAUCCCCCAAAAGGUCUUUVAUCUUUAGCGGAACCUUCCGAAAGAAUCUCGAUCCUUAU
GAACAGUGGUCAGAUCAAGAGAUUUGGAAAGUCGCGGACGAGGUUGGCCUUCGGAGUGU
AAUCGAGCAGUUUCCGGGAAAACUCGACUUUGUCCUUGUAGAUGGGGGAUGCGUCCUGU
CGCAUGGGCACAAGCAGCUCAUGUGCCUGGCGCGAUCCGUCCUCUCUAAAGCGAAAAULC
VUCUCUUGGAUGAACCUUCGGCCCAUCUGGACCCGGUAACGUAUCAGAUCAUCAGAAGGA
CACUUAAGCAGGCGUUUGCCGACUGCACGGUGAUUCUCUGUGAGCAUCGUAUCGAGGCCA
UGCUCGAAUGCCAGCAAUUUCUUGUCAUCGAAGAGAAUAAGGUCCGCCAGUACGACUCCA
UCCAGAAGCUGCUUAAUGAGAGAUCAUUGUUCCGGCAGGCGAUUUCACCAUCCGAUAGG
GUGAAACUUUUUCCACACAGAAAUUCGUCGAAGUGCAAGUCCAAACCGCAGAUCGLGGCC
UUGAAAGAAGAGACUGAAGAAGAAGUUCAAGACACGCGUCUUUAA (SEQ ID NO:3)

SEQID NO: 4

[0211]

GGACAGAUCGCCUGGAGACGCCAUCCACGCUGUUUUGACCUCCAUAGAAGACACCGGGAC
CGAUCCAGCCUCCGCGGCCGGGAACGGUGCAUUGGAACGCGGAUUCCCCGUGCCAAGAGU
GACUCACCGUCCUUGACACG (SEQ ID NO:4)

SEQID NO: 5

[0212]

CGGGUGGCAUCCCUGUGACCCCUCCCCAGUGCCUCUCCUGGCCCUGGAAGUUGCCACUCC
AGUGCCCACCAGCCUUGUCCUAAUAAAAUUVAAGUUGCAUC (SEQ ID NO:3)

SEQID NO: 6

[0213]

GGGAUCCUACC (SEQ ID NO: 6)

SEQID NO: 7

[0214]

AUGGAAGAUGCCAAAAACAUUAAGAAGGGCCCAGCGCCAUUCUACCCACUCGAAGACGGG
ACCGCCGGCGAGCAGCUGCACAAAGCCAUGAAGCGCUACGCCCUGGUGCCCGGCACCAUC
GCCUUUACCGACGCACAUAUCGAGGUGGACAUUACCUACGCCGAGUACUUCGAGAUGAGC
GUUCGGCUGGCAGAAGCUAUGAAGCGCUAUGGGCUGAAUACAAACCAUCGGAUCGUGGU
GUGCAGCGAGAAUAGCUUGCAGUUCUUCAUGCCCGUGUUGGGUGCCCUGUUCAUCGGUG
UGGCUGUGGCCCCAGCUAACGACAUCUACAACGAGCGCGAGCUGCUGAACAGCAUGGGCA
UCAGCCAGCCCACCGUCGUAUUCGUGAGCAAGAAAGGGCUGCAAAAGAUCCUCAACGUGC
AAAAGAAGCUACCGAUCAUACAAAAGAUCAUCAUCAUGGAUAGCAAGACCGACUACCAG
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GGCUUCCAAAGCAUGUACACCUUCGUGACUUCCCAUUUGCCACCCGGCUUCAACGAGUAC
GACUUCGUGCCCGAGAGCUUCGACCGGGACAAAACCAUCGCCCUGAUCAUGAACAGUAGU
GGCAGUACCGGAUUGCCCAAGGGCGUAGCCCUACCGCACCGLACCGCUUGUGUCCGAUUC
AGUCAUGCCCGCCGACCCCAUCUUCGGCAACCAGAUCAUCCCCGACACCGCUAUCCUCAGC
GUGGUGCCAUUUCACCACGGCUUCGGCAUGUUCACCACGCUGGGCUACUUGAUCUGCGGT
UUUCGGGUCGUGCUCAUGUACCGCUUCGAGGAGGAGCUAUUCUUGCGCAGCUUGCAAGAL
UAUAAGAUUCAAUCUGCCCUGCUGGUGCCCACACUAUUUAGCUUCUUCGCUAAGAGCACU
CUCAUCGACAAGUACGACCUAAGCAACUUGCACGAGAUCGCCAGCGGCGGEGCGCCGCUC
AGCAAGGAGGUAGGUGAGGCCGUGGCCAAACGCUUCCACCUACCAGGCAUCCGCCAGGGC
UACGGCCUGACAGAAACAACCAGCGCCAUUCUGAUCACCCCCGAAGGGUGACGACAAGCCU
GGCGCAGUAGGCAAGGUGGUGCCCUUCUUCGAGGCUAAGGUGGUGGACUUGGACACCGG
UAAGACACUGGGUGUGAACCAGCGCGGCGAGCUGUGCGUCCGUGGCCCCAUGAUCAUGAG
CGGCUACGUUAACAACCCCGAGGCUACAAACGCUCUCAUCGACAAGGACGGCUGGCUGCA
CAGCGGCGACAUCGCCUACUGGGACGAGGACGAGCACUUCUUCAUCGUGGACCGGCUGAA
GAGCCUGAUCAAAUACAAGGGCUACCAGGUAGCCCCAGCCGAACUGGAGAGCAUCCUGCU
GCAACACCCCAACAUCUUCGACGCCGGOGUCGCCOGGCCUGCCCGACGACGAUGCCGGCGA
GCUGCCCGCCGCAGUCGUCGUGCUGGAACACGOGUAAAACCAUGACCGAGAAGGAGAUCGU
GOACUAUGUGGCCAGCCAGGUUACAACCGCCAAGAAGCUGCGCGGUGGUGUUGUGUUCG
UGGACGAGGUGCCUAAAGGACUGACCGGCAAGUUGGACGCCCGCAAGAUCCGCGAGAUUC
UCAUUAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGAUCGCCGUGUA (SEQ ID NO'T

SEQID NO: 8
[0215] UUUGAAUU (SEQ ID NO: 8)
SEQID NO: 9

[0216]

AUGCAGAGAAGCCCCCUGGAAAAGGCCAGCGUGGUGUCCAAGCUGUUCUUCAGCUGGACC
AGACCCAUCCUGAGAAAGGGCUACAGACAGAGACUGGAACUGAGCGACAUCUACCAGAUC
CCCAGCGUGGACAGCGCCGACAACCUGAGCGAGAAGCUGGAAAGAGAGUGGGACAGAGA
GCUGGCUAGCAAGAAGAACCCCAAGCUGAUCAACGCCCUGAGGCGGUGCUUCUUCUGGCG
GUUUAUGUUCUACGGCAUCUUCCUGUACCUGGGCGAAGUGACAAAGGCCGUGCAGCCCCU
GCUCCUGGGCAGAAUCAUUGCCAGCUACGACCCCGACAACAAAGAGGAAAGAUCUALUCGC
CAUCUACCUGGGCAUCGGCCUGUGCCUGCUGUUCAUCGUGCGGACACUGCUGCUGCALCCC
CGCCAUCUUCGGCCUGCACCACAUCGGCAUGCAGAUGAGAAUCGCCAUGUUCAGCCUGAU
CUACAAGAAAACCCUGAAGCUGAGCAGCAGGGUGCUGGACAAGAUCAGCAUCGGACAGCU
GGUGUCCCUGCUGAGCAACAACCUGAACAAGUUCGACGAGGGACUGGCCCUGGCUCACUU
CGUGUGGAUCGCUCCACUGCAGGUCGCCCUGCUGAUGGGCCUGAUCUGGGAGCUGCUGCA
GGCCAGCGCUUUCUGCOGCCUGGGCUUUCUGAUUGUGCUGGCCCUGUUUCAGGCUGGCCU
GGGCAGGAUGAUGAUGAAGUACAGGGACCAGAGAGCCGGCAAGAUCAGCGAGAGACUGG
UCAUCACCAGCGAGAUGAUCGAGAACAUCCAGAGCGUGAAGGCCUACUGCUGGGAAGAG
GCCAUGGAAAAGAUGAUCGAAAACCUGAGACAGACCGAGCUGAAGCUGACCAGAAAGGC
CGCCUACGUGCGGUACUUCAACAGCAGCGCCUUCUUCUUCUCCGGCUUCUUCGUGGUGUU
CCUGUCCGUGCUGCCCUACGCCCUGAUCAAGGGCAUCAUCCUGAGGAAGAUCUUCACCAC
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CAUDUCUUUCUGCAUCGUGCUGAGAAUGGCCGUGACCAGACAGUUCCCCUGGGCCGUGCA
GACUUGGUACGACAGCCUGGGCGCCAUCAACAAGAUCCAGGACUUCCUGCAGAAGCAGGA
GUACAAGACCCUCGAGUACAACCUGACCACCACCGAGGUGGUCAUGGAAAACGUGACCGC
CUUCUGGGAGGAAGGCUUCGGCGAGCUGUUCGAGAAGGCCAAGCAGAACAACAACAACA
GAAAGACCAGCAACGGCGACGACUCCCUGUUCUUCUCCAACUUCUCCCUGCUGGGCACCC
CCGUGCUGAAGGACAUCAACUUCAAGAUCGAGAGAGGCCAGCUGCUCGCCGUGGCCGGCU
CUACAGGCGCUGGCAAGACCUCUCUGCUGAUGGUCAUCAUGGGCGAGCUGGAACCCAGCG
AGGGCAAGAUCAAGCACAGCGGCAGAAUCAGCUUCUGCAGCCAGUUCAGCUGGAUCAUGC
CCGGCACCAUCAAAGAGAACAUCAUCUUCGGCGUGUCCUACGACGAGUACAGAUACAGAA
GCGUGAUCAAGGCCUGCCAGCUGGAAGAGGACAUCAGCAAGUUCGCCGAGAAGGACAACA
UCGUGCUGGGCGAGGGCGGCAUCACCCUGUCUGGCGGCCAGAGAGCCAGAAUCAGCCUGG
CCAGAGCCGUGUACAAGGACGCCGACCUGUACCUGCUGGACAGCCCCUUCGGCUACCUGG
ACGUGCUGACCGAGAAAGAGAUCUUCGAGAGCUGCGUGUGCAAGCUGAUGGCCAACAAG
ACCAGAAUCCUGGUCACCAGCAAGAUGGAACACCUGAAGAAGGCCGACAAGAUCCUGAUC
CUGCACGAGGGCAGCAGCUACUUCUACGGCACAUUCAGCGAGCUGCAGAACCUGCAGCCC
GACUUCAGCAGCAAACUGAUGGGCUGCGACAGCUUCGACCAGUUCAGCGCCGAGAGAAGA
AACAGCAUCCUGACCGAGACACUGCACAGAUUCAGCCUGGAAGGCGACGCCCCCGUGUCU
UGGACCGAGACAAAGAAGCAGAGCUUCAAGCAGACCGGCGAGUUCGGCGAGAAGAGAAA
GAACUCCAUCCUGAACCCCAUCAACAGCAUCCGGAAGUUCAGCAUCGUGCAGAAAACCCC
CCUGCAGAUGAACGGCAUCGAAGAGGACAGCGACGAGCCCCUGGAAAGACGGCUGAGCCU
GGUGCCUGACAGCGAGCAGGGUOGAGGCCAUCCUGCCUAGAAUCAGCGUGAUCAGCACCGG
CCCCACCCUGCAGGCUAGAAGGCGGCAGAGCGUGCUGAACCUGAUGACCCACAGCGUGAA
CCAGGGCCAGAACAUCCACCGCAAGACCACCGCCAGCACCAGAAAGGUGUCCCUGGCUCC
UCAGGCCAACCUGACCGAGCUGOACAUCUACAGCAGAAGGCUGAGCCAGGAAACCGGCCU
GGAAAUCAGCGAGGAAAUCAACGAAGAGGACCUGAAAGAGUGCUUCUUCGACGACAUGG
AAUCCAUCCCCGCCGUGACCACCUGGAACACCUACCUGCGGUACAUCACCGUGCACAAGA
GCCUGAUCUUCGUGCUGAUCUGGUGCCUGGUCAUCUUCCUGGCCGAGGUGGCCGCCAGCC
UGGUGGUGCUGUGGCUCCUGGGAAACACCCCUCUGCAGGACAAGGGCAACAGCACCCACA
GCAGAAACAACAGCUACGCCGUGAUCAUCACCUCCACCAGCUCCUACUACGUGUUCUACA
UCUACGUGGGCGUGGCCGACACCCUGCUGGCUAUGOQGCUUCUUCAGAGGCCUGCCCCUGE
UGCACACCCUGAUCACCGUGUCCAAGAUCCUGCACCAUAAGAUGCUGCACAGCGUGCUGC
AGGCUCCCAUGAGCACCCUGAACACACUGAAGGCUGGCGGCAUCCUGAACAGGUUCAGCA
AGGAUAUCGCCAUCCUGGACGACCUGCUGCCUCUGACCAUCUUCGACUUCAUCCAGCUGC
UGCUGAUCGUGAUCGGCGCUAUCGCCGUGGUGGCCGUGCUGCAGCCCUACAUCUUCGUGG
CCACCGUGCCCGUGAUCGUGGCCUUCAUUAUGCUGAGAGCCUACUUUCUGCAGACCAGCC
AGCAGCUGAAGCAGCUGGAAAGCGAGGGCAGAAGCCCCAUCUUCACCCACCUCGUGACCA
GCCUGAAGGGCCUGUGGACCCUGAGAGCCUUCGGCAGACAGCCCUACUUCGAGACACUGU
UCCACAAGGCCCUGAACCUGCACACCGCCAACUGGUUUCUGUACCUGUCCACCCUGAGAU
GGUUCCAGAUGAGGAUCGAGAUGAUCUUCGUCAUCUUCUUUAUCGCCGUGACCUUCAUCU
CUAUCCUGACCACCGGCGAGOGGCGAGGGAAGAGUGGGAAUCAUCCUGACCCUGGCCAUGA
ACAUCAUGAGCACACUGCAGUGGGCCGUGAACAGCAGCAUCGACGUGGACAGCCUGAUGA
GAAGCGUGUCCAGAGUGUUCAAGUUCAUCGACAUGCCUACCGAGGGCAAGCCCACCAAGA
GCACCAAGCCCUACAAGAACGGCCAGCUGAGCAAAGUGAUGAUCAUCGAGAACAGCCACG
UCAAGAAGGACGACAUCUGGCCCAGCOGGCGGACAGAUGACCGUGAAGGACCUGACCGCCA
AGUACACAGAGGGCGGCAACGCUAUCCUGGAAAACAUCAGCUUCAGCAUCAGCCCAGGCC
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AGAGAGUGGGCCUGCUGGGGAGAACAGGCAGCGGCAAGUCUACCCUGCUGUCCGCCUUCT
UGAGACUGCUGAACACCGAGGGCGAGAUCCAGAUCGAUGGCGUGUCCUGGGACUCCAUCA
CCCUGCAGCAGUGGCGCAAGGCCUUCGGCGUGAUCCCCCAGAAGGUGUUCAUCUUCAGCG
GCACCUUCAGAAAGAACCUGGACCCCUACGAGCAGUGGUCCGACCAGGAAAUCUGGAAGG
UCGCCGAUGAAGUGGGCCUGAGAUCCGUGAUCGAGCAGUUCCCCGGCAAGCUGGACUUCG
UGCUGGUGGACGGCGGCUGCGUGCUGAGCCACGGCCACAAGCAGCUGAUGUGUCUGGCCC
GCUCCGUGCUGAGCAAGGCUAAGAUUCUGCUGCUGGACGAGCCUAGCGCCCACCUGGACC
CUGUGACCUACCAGAUCAUCAGAAGGACCCUGAAGCAGGCCUUCGCCGACUGCACCGUGA
UCCUGUGCGAGCACAGAAUCGAGGCCAUGCUGGAAUGCCAGCAGUUCCUGGUCAUCGAAG
AGAACAAAGUGCGGCAGUACGACAGCAUCCAGAAGCUGCUGAACGAGAGAAGCCUGUUC
AGACAGGCCAUCAGCCCCAGCGACAGAGUGAAGCUGUUCCCCCACCGCAACAGCAGCAAG
UGCAAGAGCAAGCCCCAGAUCGCCGCCCUGAAAGAAGAGACUGAGGAAGAGGUGCAGGAC
ACCAGACUGUGA (SEQID NO:9)

SEQID NO: 10

[0217]

AUGCAGCGGUCCCCGCUCGAAAAGGCCAGUGUCGUGUCCAAACUCUUCUUCUCAUGGACU
CGOCCUAUCCUUAGAAAGGGGUAUCGGCAGAGGCUUGAGUUGUCUGACAUCUACCAGAU
CCCCUCGGUAGAUUCGGCGGAUAACCUCUCGGAGAAGCUCGAACGGGAAUGGGACCGCGA
ACUCGCGUCUAAGAAAAACCCGAAGCUCAUCAACGCACUGAGAAGGUGCUUCUUCUGGCG
GUUCAUGUUCUACGGUAUCUUCUUGUAUCUCGGGGAGGUCACAAAAGCAGUCCAACCCCU
GUUGUUGGGUCGCAUUAUCGCCUCGUACGACCCCGAUAACAAAGAAGAACGGAGCAUCGC
GAUCUACCUCGGGAUCGGACUGUGUUUGCUUUUCAUCGUCAGAACACUUUUGUUGCAUCC
AGCAAUCULUCGGCCUCCAUCACAUCGGUAUGCAGAUGCGAAUCGCUAUGUUUAGCUUGAU
CUACAAAAAGACACUGAAACUCUCGUCGCGGGUGUUGGAUAAGAUUUCCAUCGGUCAGU
UGGUGUCCCUGCUUAGUAAUAACCUCAACAAAUUCGAUGAGGGACUGGCGCUGGCACAU
UUCGUGUGGAUUGCCCCGCUGCAAGUCGCACUGCUVAUGGGACUGAUUUGGGAACUGUU
GCAGGCCAGCGCCUUUUGCGGCCUGGGAUUUCUCAUUGUGCUUGCACUUUUCCAAGCAGG
GCUCGGCAGAAUGAUGAUGAAGUACAGGGACCAGAGAGCCGGAAAGAUCUCAGAACGGC
UCGUGAUUACUUCAGAAAUGAUCGAGAACAUUCAAUCGGUGAAAGCGUACUGCUGGGAA
GAGGCGAUGGAAAAGAUGAUCGAAAACCUCAGACAGACCGAGUUGAAGCUGACCCGGAA
GGCCGCGUACGUCAGAUACUUCAACAGCAGCGCUUUCUUCUUCUCGGGCUUCUUCGUCGU
GUUCCUGUCGGUGCUGCCGUAUGCCCUCAUUAAGGGAAUUAUCUUGCGGAAGAUCUUUA
CUACUAUCUCAUUUUGCAUCGUCCUUCGGAUGGCGGUCACUCGGCAGUUCCCGUGGGCLG
UGCAGACCUGGUACGACAGCCUCGGGGCCAUCAACAAGAUCCAAGACUUUCUCCAAAAGC
AAGAGUACAAAACCCUCGAAUACAACCUCACCACUACUGAAGUGGUCAUGGAAAACGUGA
CCGCCUVUUGGGAAGAAGGCUUCGGAGAACUGUUCGAGAAGGCGAAGCAAAACAACAAU
AAUCGCAAGACUAGCAACGGGGAUGACUCACUGUUCUUCAGCAAUUUCUCACUGCUCGGC
ACCCCGGUGCUUAAGGACAUCAACUUCAAGAUUGAACGCGGACAGCUCUUGGCGGUGGCC
GGAUCCACCQGAGCAGGAAAGACUAGCCUGCUGAUGGUGAUCAUGGGUGAGCUGGAACC
GUCCOGAAGGCAAAAUCAAGCACUCCGGCAGAAUCAGCUUCUGCUCGCAGUUUUCGUGGAU
CAUGCCAGGAACCAUCAAAGAGAACAUCAUCUUUGGAGUCUCAUACGAUGAGQUACCGCUA
CAGAAGCGUGAUUAAGGCCUGCCAGCUUGAAGAGGACAUCUCCAAGUUCGCGGAAAAGG
ACAACAUCGUGCUGGGUGAGGGAGGGAUCACGUUGUCGGGCGGUCAGAGAGCCCGCAUU
UCGCUGGCACGGGCUGUGUACAAGGAUGCGGAUCUUUACCUUCUGGACUCGCCAUUCGGU
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UACCUCGACGUGCUGACCGAAAAAGAAAUCUUCGAGAGCUGCGUGUGUAAGCUGAUGGC
UAAUAAGACUAGAAUCCUCGUGACGUCCAAAAUGGAACAUCUUAAGAAGGCGGAUAAGA
UUCUCAUUCUUCACGAGGGGUCGAGCUACUUCUACGGGACUUUUAGCGAGCUGCAGAAU
UUGCAGCCGGACUUCAGCUCAAAGCUCAUGGGCUGCGACUCGUUCGAUCAGUUCAGCGCC
GAACGGCGCAAUUCGAUCUUGACGGAAACCCUGCACAGAUUCUCGCUGGAGGGAGAUGCA
CCUGUCUCGUGGACCGAAACCAAGAAGCAGUCCUUCAAGCAGACGGGAGAGUUCGGAGAA
AAGCGGAAGAACUCAAUCCUCAACCCAAUCAACUCCAUUCGCAAAUUCUCAAUCGUGCAG
AAAACUCCACUGCAGAUGAACGGUAUCGAAGAGGAUUCGGACGAGCCACUUGAGCGGAG
ACUGUCGCUGGUGCCAGAUUCAGAACAGGGGGAGGCAAUCCUGCCGCGCAUUUCCGUGAU
CAGCACUGGGCCGACCCUCCAAGCUAGACGCAGGCAAUCAGUGCUGAAUCUCAUGACCCA
CUCCGUCAACCAGGGACAGAAUAUCCACCGCAAGACCACCGCGUCGACUAGAAAGGUGUC
AUUGGCACCGCAAGCAAAUUUGACUGAACUUGACAUCUACUCACGGCGCCUCUCCCAAGA
AACCGGAUUGGAAAUCUCCGAAGAGAUUAACGAAGAAGAUUUGAAAGAGUGUUUCUUCG
ACGAUAUGGAGUCGAUCCCCGCAGUGACCACUUGGAAUACGUAUCUUCGGUACAUCACCG
UGCACAAGAGCCUGAUCUUCGUCCUCAUCUGGUGCCUGGUGAUCUUUCUGGCCGAAGUCG
CCGCUUCGCUGGUCGUGCUGUGGCUGCUCGGUAAUACCCCGCUCCAAGACAAAGGCAAUU
CCACUCACUCGCGCAACAACAGCUACGCUGUGAUUAUCACGUCAACCUCGUCGUACUAUG
UGUUCUACAUCUACGUGGGAGUCGCGGACACUCUGCUCGCUAUGGGCUUCUUUCGCGGAC
UGCCCCUGGUCCACACUCUCAUCACGGUGAGCAAGAUCCUCCAUCAUAAGAUGCUCCAUU
CCGUGCUGCAGGCCCCGAUGAGCACUCUCAACACUCUGAAGGCGGGUGGAAUCUUGAACA
GAUUUUCCAAAGACAUCGCGAUUCUGGACGAUCUGCUCCCACUCACUAUCUUCGACUUCA
UCCAACUGCUGCUGAUCGUCAUCGGAGCUAUCGCCGUGGUGGCUGUCCUCCAGCCGUAUA
UCUUCGUGGCCACUGUGCCGGUGAUUGUCGCULUCAUCAUGUUGCGCGCGUACUUCUUGC
AAACCUCGCAGCAACUCAAGCAACUGGAGUCCGAGGGCCGGAGCCCAAUCUUUACCCAUC
UGGUGACUUCACUGAAAGGUCUGUGGACCCUCCGCGCCUUUGGUCGCCAGCCUUACUUCG
AAACUCUCUUUCACAAAGCACUGAAUCUCCACACUGCAAACUGGUUCUUGUACCUGUCCA
CCCUGCGGUGGUUCCAAAUGCGGAUCGAGAUGAUCUUUGUCAUCUUCUUCAUCGCCGUGA
CUUUUAUCUCCAUCCUCACCACCGGCGAGGGAGAGGGGAGAGUGGGAAUCAUCCUGACGC
UGGCGAUGAAUAUCAUGUCCACUUUGCAGUGGGCCGUCAAUUCGAGCAUCGACGUGGAU
UCGCUGAUGCGCAGCGUGUCGCGCGUGUUCAAGUUCAUCGAUAUGCCCACCGAAGGUAAA
CCCACCAAGAGCACGAAGCCUUACAAGAACGGGCAGCUCUCAAAGGUGAUGAUUAUCGAG
AACUCCCAUGUGAAGAAGGACGACAUCUGGCCAUCCGGAGGACAGAUGACCGUGAAGGAC
CUGACCGCCAAAUACACGGAGGGCGGAAAUGCAAUCCUCGAAAACAUCUCGUUCUCCAUC
UCGCCUGGCCAAAGGGUGGGACUUUUGGGACGCACUGGAUCCGGAAAGAGCACCCUGCUU
AGCGCCUUCUUGAGGCUCUUGAACACCGAGGGCGAAAUCCAGAUCGAUGGCGUGUCGUGE
GAUUCGAUCACCCUGCAGCAGUGGAGAAAGGCCUUCGGGGUGAUCCCGCAAAAAGUGUUC
AUCUUCUCCGGAACGUUUCGGAAAAACCUUGACCCAUACGAACAAUGGUCGGAUCAAGAG
AUUUGGAAGGUCGCCGACGAAGUGGGOCUGCGCUCCGUGAUCGAGCAGUUUCCGGGAAA
ACUGGACUUCGUCUUGGUCGACGGCGGAUGCGUCCUGUCCCACGGACAUAAGCAGCUGAU
GUGCCUGGCCCGCAGCOGUCCUUUCAAAAGCUAAGAUCCUGCUGCUGGAUGAACCUUCAGC
ACACCUCGACCCGGUCACCUACCAGAUCAUCAGACGGACCCUGAAACAGGCCUUUGCGGA
UUGUACUGUGAUCUUGUGUGAACACCGCAUUGAAGCCAUGCUGGAGUGCCAGCAGUUCC
UGGUCAUCGAAGAGAACAAAGUGCGGCAGUACGAUUCCAUCCAAAAACUGCUCAAUGAG
CGGUCCCUGUUCAGACAGGCAAUUAGCCCGAGCGACAGGGUCAAAUUGUUCCCCCAUAGA

AAUUCGUCGAAAUGUAAGUCAAAGCCUCAGAUCGCGGCACUGAAAGAAGAAACUGAAGA
AGAGGUGCAAGACACCAGACUGUGA (SEQ IDNO:10)

SEQID NO: 11

[0218]
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AUGCAGAGAAGCCCACUGGAAAAGGCGUCGGUGGUGUCAAAGCUGUUCUUUAGCUGGAC
CAGACCUAUCUUGCGGAAGGGAUACCGCCAACGCCUGGAGCUGUCGGACAUCUACCAGAU
UCCGUCAGUGGAUUCAGCAGACAAUCUCUCCGAAAAGCUGGAACGCGAAUGGGACAGAG
AGUUGGCGUCAAAGAAGAACCCAAAGUUGAUCAAUGCCCUGCGCCGCUGCUUCUUCUGGC
GGUUCAUGUUCUACGGAAUCUUUCUGUACCUCGGCGAAGUCACCAAGGCUGUGCAACCGC
UUCUGCUGGGACGCAUCAUCGCCUCAUACGACCCGGACAACAAGGAAGAACGCUCCAUCG
CAAUCUACCUCGGGAUCGGCCUCUGCCUGCUGUUUAUCGUGCGGACGCUGCUGCUCCAUC
CAGCCAUUUUCGGACUGCACCACAUUGGCAUGCAAAUGCGGAUCGCCAUGUUCAGCCUGA
UCUACAAAAAGACCCUGAAGUUGAGCUCACGGGUGUUGGAUAAGAUUUCGAUCGGACAG
CUGGUGUCGCUGCUCUCCAACAACCUCAACAAGUUUGACGAAGGCCUGGCACUGGCCCAC
UUCGUGUGGAUUGCCCCGUUGCAAGUCGCCCUUUUGAUGGGCCUUAUULGGGAGCUGUU
GCAGGCAUCUGCCUUUUGUGGCCUGGGAUUUCUGAUUGUGUUGGCAUUGUUUCAGGCUG
GGCUUGGGCGGAUGAUGAUGAAGUAUCGCGACCAGAGAGCGGGUAAAAUCUCGGAAAGA
CUCGUCAUCACUUCGGAAAUGAUCGAAAACAUCCAGUCGGUCAAAGCCUAUUGCUGGGAA
GAAGCUAUGGAGAAGAUGAUUGAAAACCUCCGCCAAACUGAGCUGAAACUGACCCGCAA
GGCGGCGUAUGUCCGGUAULUCAAUUCGUCAGCGUUCUUCUUULUCCGGGUUCUUCGUUG
UCUUUCUCUCGGUUUUGCCUUAUGCCUUGAUUAAGGGGAUUAUCCUCCGCAAGAUUUUC
ACCACGAUUUCGUUCUGCAUUGUAUUGCGCAUGGCAGUGACACGGCAAUUUCCGUGGGCC
GUGCAGACAUGGUAUGACUCGCUUGGAGCGAUCAACAAAAUCCAAGACUUCUUGCAAAA
GCAAGAGUACAAGACCCUGGAGUACAAUCUUACUACUACGGAGGUAGUAAUGGAGAAUG
UGACGGCUUUUUGGGAGGAAGGAUUCGGCGAAUUGUUCGAAAAGGCUAAGCAGAACAAC
AACAAUCGGAAAACCUCCAAUGGGGACGAUUCGCUGUUCUUCUCGAAULUCUCCCUGCUG
GGAACGCCCGUGCUUAAAGACAUCAACUUCAAGAUCGAACGGGGCCAGCUGCUCGCGGUC
GCGGGCAGCACUGGAGCGGGAAAGACUUCCCUGCUCAUGGUCAUCAUGGGAGAGCUGGA
GCCCUCGGAGGGCAAAAUCAAGCACUCGGGGAGGAUCUCAUUUUGCAGCCAGUUCUCGUG
GAUCAUGCCCGGUACUAUCAAAGAAAACAUCAUCUUUGGAGUCAGCUAUGACGAGUACC
GCUACCGGUCGGUGAUCAAGGCCUGCCAGCUGGAAGAAGAUAUCUCCAAGUUCGCCGAAA
AGGACAACAUUGUGCUGGGAGAAGGUGGAAUCACUCUCUCGGGAGGCCAGCGCGCACGG
AUCUCACUCGCAAGGGCCGUGUACAAGGAUGCCGAUUUGUACCUGUUGGAUUCGCCGUUC
GGUUAUCUUGAUGUCCUCACUGAGAAAGAGAUUUUUGAGUCGUGCGUCUGUAAGCUGAU
GGCCAACAAAACCCGCAUCCUGGUGACCUCGAAGAUGUGAGCACUUGAAGAAGGCCGACAA
AAUCCUUAUCCUCCAUGAGGGUAGCUCAUACUUCUACGGCACCUUUUCGGAACUGCAGAA
UCUGCAGCCCGACUUCUCAUCAAAACUGAUGGGAUGUGACUCGUUCGAUCAGUUCUCGGC
GGAGCGGCGGAACUCGAUCCUCACCGAAACUCUCCACCGGUUCAGCCUCGAGGGAGAUGC
CCCAGUCAGCUGGACCGAAACUAAGAAGCAGUCCUUCAAACAGACCGGAGAGUUCGGAGA
AAAACGCAAGAACUCCAUCCUCAAUCCAAUCAACAGCAUCCGCAAGUUCAGCAUCGUGCA
GAAAACUCCACUUCAGAUGAACGGAAUCGAAGAGGAUAGCGACGAGCCGCUUGAGCGGA
GAUUGUCACUGGUGCCGGACAGCGAGCAAGGGGAAGCGAUUCUGCCGCGGALUCUCCGUGA
UCUCGACUGGCCCUACCCUCCAAGCUCGCAGACGCCAGAGCGUGCUGAAUCUCAUGACCC
ACUCAGUCAACCAGGGACAAAACAUCCAUAGAAAGACCACCGCUUCAACCCGGAAAGUGU
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CACUUGCACCGCAGGCAAACCUGACCGAACUCGACAUCUACAGCAGACGGCUCUCACAAG
AAACUGGAUUGGAGAUCAGCGAAGAGAUCAACGAAGAAGAUCUCAAAGAAUGCUUCUUC
GACGAUAUGGAGUCCAUCCCAGCAGUCACUACGUGGAAUACCUACCUCCGCUACAUCACU
GUGCACAAGAGCCUGAUUUUCGUGUUGAUCUGGUGCCUGGUCAUCUUCUUGGCCGAGGU
GGCCGCGAGCCUCGUGGUCCUCUGGCUGCUCGGCAAUACGCCGCUGCAAGAUAAGGGAAA
UUCCACGCAUAGCAGAAACAACUCAUACGCAGUGAUCAUCACUAGCACUUCAUCGUACUA
CGUGUUCUACAUCUACGUGGGGGUGGCCGAUACUCUGUUGGCAAUGGGAUUCUUUAGAG
GGCUGCCUCUGGUGCAUACUCUGAUCACUGUGUCCAAGAUCCUCCACCACAAGAUGCUCC
ACUCCGUGCUUCAGGCCCCUAUGUCAACUCUCAACACCCUCAAGGCCGGAGGUAUUCUUA
AUCGCUUUUCCAAGGACAUCGCCAUUCUCGAUGACUUGCUUCCCCUGACUAUCUUCGACU
UUAUCCAGUUGCUGCUGAUUGUGAUCGGCGCUAUUGCCGUCGUCGCAGUGCUGCAACCGU
ACAUCUUUGUGGCUACCGUCCCAGUCAUUGUGGCCUUCAUCAUGCUCAGGGCAUACUUUC
UCCAGACCAGCCAGCAGCUCAAGCAGCUCGAAUCCGAAGGCAGAUCGCCGAUCUUCACCC
ACCUCGUCACUUCGCUCAAGGGCCUCUGGACCCUGCGCGCCULCGGUCGCCAGCCGUAUU
UCGAAACCCUGUUCCAUAAAGCACUGAACCUCCAUACUGCGAACUGGUUUCUCUACCUUU
CAACCCUGAGGUGGUUCCAGAUGAGAAUCGAGAUGAUCUUUGUGAUCUUCUUUAUCGCU
GUGACGUUCAUCUCCAUUCUCACUACCGGCGAGGGAGAGGGCAGAGUGGGGAUUAUCCUC
ACGCUGGCCAUGAAUAUCAUGAGCACGCUGCAGUGGGCCGUCAAUAGCAGCAUCGACGUG
GACUCCCUGAUGCGGUCCGUGUCGAGAGUGUUUAAGUUCAUCGAUAUGCCUACUGAAGG
GAAACCGACCAAGUCGACCAAGCCGUACAAGAAUGGGCAGCUGAGCAAGGUGAUGAUUA
UUGAGAACUCCCAUGUGAAGAAGGACGACAUCUGGCCCAGCGGAGGCCAGAUGACCGUGA
AGGACUUGACCGCUAAGUACACUGAGGGUGGAAAUGCCAUUCUUGAGAAUAUCAGCUUC
UCGAUCUCGCCGGGACAACGCGUGGGAUUGCUCGGGCGCACUGGCAGCGGCAAAUCCACC
CUGCUUAGCGCUUUUCUGAGGCUGCUGAACACUGAAGGUGAAAUUCAAAUCGAUGGAGU
GUCGUGGGAUAGCAUCACCCUUCAACAGUGGCGCAAGGCCUUCGGCGUGAUCCCUCAAAA
GGUCUUUAUCUUCUCGGGGACGUUCCGGAAAAAUCUCGACCCCUACGAACAGUGGUCAGA
CCAAGAGAUUUGGAAAGUCGCAGAUGAGGUCGGACUGCGCUCAGUGAUCGAACAGUUUC
CGGGUAAACUUGACUUCGUGCUCGUCGAUGGAGGUUGCGUCCUGUCCCACGGACAUAAGC
AGCUGAUGUGUCUGGCGCGCUCGGUCCUCUCCAAAGCGAAGAUCCUGCUGCUCGAUGAAC
CGUCCGCCCACCUUGAUCCAGUGACCUAUCAGAUCAUUCGGAGAACUUUGAAGCAAGCCU
UCGCUGACUGCACCGUCAUCCUCUGCGAACACCGGAUCGAGGCAAUGCUGGAGUGCCAAC
AGUUUCUGGUCAUCGAAGAAAACAAAGUGCGCCAGUAUGACUCGAUCCAAAAACUUCUG
AACGAGCGCUCCCUCUUCCOGGCAGGCAAUCAGCCCAUCCGACCGCGUGAAGUUGUUCCCU
CAUCGGAAUAGCUCCAAAUGCAAAUCGAAGCCGCAGAUCGCUGCCUUGAAAGAAGAAACC
GAAGAAGAAGUCCAAGACACUAGGUUGUAG (SEQ ID NO:11)

SEQID NO: 12

[0219]

AUGCAGCGGUCCCCUCUGGAGAAGGCUUCCGUGGUCAGCAAGCUGUUCUUCUCGUGGACC
AGACCUAUCCUCCGCAAGGGAUACCGCCAGCGCCUGGAGCUGUCAGAUAUCUACCAGAUC
CCAAGCGUGGACUCAGCCGACAAUCUGAGCGAAAAGCUGGAACGGGAGUGGGACCGGGA
GCUCGCCUCCAAGAAGAAUCCGAAGUUGAUCAAUGCGCUGCGCAGAUGCUUCUUCUGGCG
GUUUAUGUUUUACGGCAUCUUUCUGUAUCUCGGAGAAGUGACCAAAGCCGUGCAGCCGC
UGCUCUUGGGUAGGAUCAUUGCUUCGUACGACCCGGACAACAAAGAAGAACGCUCCAUCG
CCAUCUACCUCGGAAUCGGUCUGUGCCUGCUCUUUAUCGUGCGCACUCUCCUGCUGCAUC
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CGGCGAUCUUCGGACUGCACCACAUCGGCAUGCAAAUGCGGAUCGCAAUGUUCUCACUGA
UCUACAAAAAGACUCUGAAGCUCAGCUCCAGAGUGCUGGAUAAGAUCUCGAUCGGGCAAC
UCGUCAGCCUGCUGUCGAACAAUCUGAAUAAGUUCGACGAAGGGUUGGCCCUCGCACAUU
UCGUGUGGAUCGCACCGCUGCAAGUGGCGCUCCUGAUGGGACUCAUUUGGGAACUGCUCC
AAGCCAGCGCGUUUUGCGGACUCGGAUUCCUGAUCGUGCUCGCCCUGUUCCAAGCCGGAC
UGGGGCGCAUGAUGAUGAAGUACCGCGAUCAGCGGGCAGGAAAGAUCUCCGAGCGGUUG
GUGAUCACUUCCGAAAUGAUCGAGAAUAUUCAGUCCGUGAAGGCCUACUGCUGGGAAGA
AGCUAUGGAAAAGAUGAUUGAAAACUUGCGGCAAACUGAGCUGAAAUUGACUCGCAAAG
CGGCAUACGUCCGCUACUUCAAUAGCAGCGCCULCULCULUUCGGGCUULUUCGUGGUGU
UUCUGAGCGUGCUGCCCUACGCUCUGAUCAAGGGAAUCAUCCUCCGGAAAAUCUUCACCA
CCAUUUCGUUCUGUAUCGUGUUGCGCAUGGCCGUGACUCGCCAGUUCCCCUGGGCGGUGT
AGACCUGGUACGACAGCUUGGGGGCAAUCAAUAAGAUUCAAGACUUCUUGCAAAAGCAG
GAGUACAAGACUCUGGAGUACAACCUGACCACCACUGAAGUCGUGAUGGAGAACGUGACC
GCCUUUUGGGAAGAGGGUUUUGGAGAACUGUUUGAGAAAGCAAAGCAGAAUAACAACAA
CCGCAAGACCUCAAAUGGOGACGAUUCCCUGUUUUUCUCGAACUUCUCCCUGCUCGGAAC
ACCCGUGUUGAAGGACAUCAAUUUCAAGAUUGAGAGGGGACAGCUUCUCGCGGUAGCGG
GAAGCACUGGUGCGGGAAAAACUAGCCUCUUGAUGGUGAUUAUGGGGGAGCUUGAGCCC
AGCGAGGGGAAGAUUAAACACUCCGGGCGUAUCUCAUUCUGUAGCCAGUUUUCAUGGAU
CAUGCCCGGAACCAUUAAAGAGAACAUCAUUUUCGGAGUAUCCUAUGAUGAGUACCGAU
ACAGAUCGGUCAUUAAGGCGUGCCAGUUGGAAGAGGACAUUUCUAAGUUCGCCGAGAAG
GAUAACAUCGUCUUGGGAGAAGGGGGUAUUACAUUGUCGGGAGGGCAGCGAGCGCGGAU
CAGCCUCGCGAGAGCGGUAUACAAAGAUGCAGAUUUGUAUCUGCUUGAUUCACCGUUUG
GAUACCUCGACGUAUUGACAGAAAAAGAAAUCUUCGAGUCGUGCGUGUGUAAACUUAUG
GCUAAUAAGACGAGAAUCCUGGUGACUUCCAAAAUGGAGCAUCUCAAGAAGGCGGACAA
GAUCCUGAUUCUGCAUGAGGGAUCAAGCUAUUUCUACGGAACUUUUUCCGAGCUGCAGA
ACCUCCAGCCGGAUUUUAGCUCCAAGCUGAUGGGUUGCGACUCAUUCGACCAAUUCUCGG
CUGAGCGGCGGAACUCAAUCCUGACCGAAACCCUGCAUCGCUUCUCCCUUGAGGGAGAUG
CCCCGGUGUCGUGGACUGAGACUAAAAAGCAGUCGUUUAAGCAAACUGGCGAAUUCGGC
GAAAAGCGGAAGAAUAGCAUCCUCAACCCAAUCAACAGCAUUCGGAAGUUCAGCAUCGUC
CAAAAGACCCCGCUCCAGAUGAACGGCAUUGAAGAGGACUCAGACGAGCCAUUGGAAAGA
CGCCUGUCACUGGUCCCAGAUUCGGAGCAGGGUGAAGCAAUUCUGCCUCGGAUCUCGGUC
AUCUCGACUGGCCCCACUCUCCAAGCUCGGCGGAGACAGAGCGUGCUUAACUUGAUGACC
CACUCCGUGAACCAGGGUCAGAACAUCCACCGCAAAACCACCGCCUCCACCAGGAAGGUG
UCACUGGCCCCUCAAGCCAAUCUGACUGAGUUGGAUAUCUACUCCAGAAGGCUCAGCCAG
GAAACCGGACUGGAAAUCUCGGAAGAGAUCAACGAAGAGGAUCUCAAAGAGUGUUUCUU
CGACGACAUGGAAUCAAUCCCUGCUGUCACUACUUGGAACACCUAUCUCCGCUACAUUAC
CGUGCACAAGUCACUCAUCUUCGUCCUGAUCUGGUGCCUCGUGAUCUUCCUGGCCGAGGU
CGCAGCAUCGCUGGUCGUGCUGUGGCUGCUCGGUAACACCCCACUCCAAGACAAAGGCAA
CAGCACCCAUUCCCGCAACAACUCCUACGCGGUGAUCAUCACUUCAACUUCGUCCUACUA
CGUCUUUUACAUCUACGUGGGCGUGGCGGACACGCUCCUGGCUAUGGGGUUCUUUCGCGG
GCUGCCUCUUGUCCACACGCUCAUCACUGUGUCAAAGAUUCUCCACCACAAAAUGCUGCA
CUCCGUGCUCCAGGCCCCUAUGUCGACUUUGAACACGCUUVAAGGCCGGAGGCAUCCUUAA
CAGAUUCUCGAAAGAUAUCGCGAUCUUGGACGAUCUUCUGCCGCUGACUAUCUUUGACUU
CAUCCAACUCCUGCUGAUCGUCAUCGGUGCCAUCGCAGUGGUCGCGGUGCUCCAACCGUA
CAUUUUCGUGGCGACUGUGCCGGUGAUCGUGGCGUUCAUCAUGCUGCGGGCUUACUUUCU
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UCAGACCUCACAGCAGCUGAAGCAACUCGAAUCGGAGGGUAGAUCACCAAUCUUUACCCA
CCUCGUCACCUCGCUGAAGGGACUCUGGACCCUGCGCGCAUUUGGACGGCAACCGUACUU
CGAGACUCUCUUCCAUAAGGCCCUGAAUCUGCAUACGGCGAAUUGGUUUCUUUACCUCUC
GACGCUCCGCUGGUUCCAGAUGCGCAUUGAGAUGAUUUUCGUCAUCUUUUUCAUCGCGGU
GACCUUCAUCUCCAUCCUCACCACGGCGUGAGGGAGAGGGCAGAGUCGGAAUUAUCCUCAC
UCUGGCCAUGAACAUCAUGUCCACUCUGCAGUGGGCCGUCAACUCAUCCAUUGACGUGGA
CUCGCUGAUGCGCUCCGUGUCGAGAGUGUUCAAGUUCAUCGAUAUGCCGACCGAGGGAAA
GCCAACUAAGUCGACCAAGCCGUACAAAAACGGACAGCUGAGCAAGGUCAUGAUCAUCGA
AAACUCCCACGUGAAAAAGGAUGACAUCUGGCCGUCCGGUGGACAGAUGACGGUGAAGG
AUCUGACUGCGAAGUACACUGAGGGAGGGAAUGCCAUCCUCGAAAACAUCUCAUUCUCAA
UCUCCCCUGGACAGAGGGUCGGGCUGCUGGGCCGCACUGGCUCGGGGAAGUCGACUCUUC
UUUCGGCAUUUCUGCGCUUGCUCAAUACCGAGGGAGAAAUCCAGAUCGAUGGAGUGUCA
UGGGACUCGAUCACCCUGCAGCAGUGGCGCAAGGCUUUUGGCGUCAUCCCGCAAAAGGUG
UUCAUCUUCUCGGGCACUUUUAGAAAGAAUCUGGAUCCCUACGAACAGUGGUCAGAUCA
AGAGAUUUGGAAAGUCGCAGACGAAGUGGGCCUCCGGUCCGUGAUUGAACAGUUUCCGG
GAAAGCUCGACUUCGUGCUUGUGGACGGAGGAUGUGUGCUGAGCCACGGCCACAAACAGC
UCAUGUGCCUGGCUCGGUCGGUCCUGUCGAAAGCAAAGAUCCUGCUGCUGGACGAACCGU
CGGCACACCUCGAUCCAGUGACGUACCAGAUCAUCCGGCGGACCCUGAAGCAGGCCUUCG
CAGACUGCACUGUCAUUUUGUGUGAACACAGAAUCGAAGCUAUGUUGGAGUGCCAGCAG
UUCCUGGUCAUCGAAGAAAACAAAGUCCGCCAGUACGAUUCGAUUCAGAAGCUGCUGAAC
GAACGGAGCCUCUUCAGACAGGCGAUCAGCCCCAGCGAUCGGGUCAAGUUGUUCCCGCAU
CGGAACAGCAGCAAGUGUAAGUCAAAGCCUCAGAUCGCUGCACUCAAAGAAGAGACUGA
AGAAGAAGUGCAAGACACCAGACUCUGA (SEQ IDNO:12)

SEQID NO: 13

[0220]

AUGCAGCGCUCGCCUCUGGAGAAAGCCUCAGUCGUGUCAAAACUGUUCUUUAGCUGGACU
CGCCCGAUUCUCCGGAAGGGUUAUAGACAGCGCUUGGAGCUCUCCGACAUCUACCAAAUC
CCUUCCGUGGACUCCGCCGACAACCUGUCGGAGAAGCUCGAACGCGAGUGGGACCGGGAA
CUCGCGUCCAAAAAGAAUCCAAAACUCAUUAAUGCACUGCGCCGCUGCUUCUUCUGGLGC
UUUAUGUUUUACGGUAUCUUUCUCUACCUGGGCGAGGUGACGAAAGCAGUGCAGCCGCUY
CCUGCUUGGCAGAAUVUAUCGCCUCGUACGAUCCGGAUAACAAAGAAGAACGCUCAAUCGC
UVAUCUACCUCGGUAUCGGAUUGUGCCUGCUUUUCAUCGUGCGCACCCUGUUGCUGCACCC
GGCGAUUUUCGGACUCCACCACAUCGGAAUGCAAAUGAGAAUUGCAAUGUUCUCAUUGA
UCUACAAAAAGACCCUUAAACUGUCGUCCCGCGUCCUCGACAAGAUUUCAAUCGGCCAGC
UGGUGUCGCUUCUUUCGAAUAAUCUUAACAAGUUCGAUGAAGGACUCGCGCUCGCCCAUU
UCGUGUGGAUCGCACCACUUCAAGUCGCACUGCUCAUGGGACUGAUUUGGGAGUUGCUGC
AGGCUUCCGCCUUUUGCGGCCUGGGAUUCCUGAUCGUCCUGGCUUUGUUCCAGGCUGGAC
UGGGCAGAAUGAUGAUGAAGUACCGGGACCAGCGGGCAGGAAAGAUCAGCGAAAGGCUC
GUGAUCACUAGCGAAAUGAUCGAGAACAUCCAAUCCGUCAAGGCGUACUGCUGGGAAGA
AGCGAUGGAGAAGAUGAUCGAAAAUCUUCGCCAGACCGAACUCAAACUCACUAGAAAGG
CUGCCUACGUGCGCUACUUUAACAGCUCAGCAUUUUUCUUCUCCGGAUUUUUCGUGGUGU
UCCUGUCGGUGCUGCCAUACGCCCUGAUCAAGGGGAUCAUUCUUCGCAAAAUCUUCACCA
CGAUCUCAUUCUGCAUUGUCCUCCGGAUGGCCGUGACGCGGCAGUUCCCUUGGGCAGUGC
AAACUUGGUACGAUUCGCUGGGGGCCAUUAACAAGAUUCAAGAUUUUCUUCAAAAGCAG
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GAGUACAAAACCCUGGAGUACAAUCUGACCACUACGGAAGUCGUGAUGGAAAACGUGAC
UGCUUUUUGGGAGGAAGGCUUCGGCGAACUUUUUGAAAAGGCAAAGCAAAACAAUAACA
ACAGAAAGACGUCAAACGGCGAUGACUCGCUGUUCUUCUCCAAUUUCUCCCUGCUCGGCA
CCCCUGUGCUGAAGGACAUCAACUUCAAAAUUGAACGCGGACAGCUGCUGGCCGUGGCGE
GAUCGACCGGGGCUGGGAAAACCUCGUUGUUGAUGGUGAUCAUGGGAGAACUCGAACCC
UCGGAGGOAAAGAUUAAGCAUAGCGGACGGAUCAGCUUCUGUUCCCAGUUCUCGUGGAU
CAUGCCGGGAACCAUUAAGGAAAACAUCAUCUUCGGCGUGUCCUACGACGAGUACCGGUA
UAGGUCGGUGAUCAAGGCCUGCCAGUUGGAAGAGGACAUCUCCAAGUUCGCUGAGAAGG
ACAACAUCGUGCUCGGUGAAGGGGGCAUVACUCUGUCCGGUGGCCAGCGCGCGAGAAUUU
CGCUGGCUCGCGCGGUGUACAAAGAUGCGGAUCUCUAUCUGCUGGAUUCGCCCUUCGGAU
ACCUCGAUGUCCUCACGGAGAAGGAGAUCUUCGAAUCGUGCGUGUGCAAGUUGAUGGCG
AACAAGACUAGGAUCCUGGUCACUUCCAAGAUGGAGCACUUGAAGAAGGCCGAUAAGAU
CUUGAUCCUCCAUGAAGGAUCGAGCUACUUUUVACGGAACUUUCUCAGAGCUGCAGAACUU
GCAGCCGGACUUCUCAAGCAAACUGAUGGGUUGCGACUCGUUCGACCAGUUUUCGGCAGA
ACGGCGGAACUCGAUCCUGACUGAGACUCUGCAUCGCUUUUCGCUGGAAGGCGAUGCCCC
UGUGUCCUGGACUGAAACCAAGAAGCAAUCCUUCAAACAAACUGGAGAAUUCGGAGAAA
AGCGGAAGAACUCCAUCCUUAACCCCAUCAAUAGCAUCCGGAAGUUCUCAAUCGUCCAAA
AGACCCCGCUGCAGAUGAAUGGCAUCGAAGAAGAUAGCGACGAACCUCUUGAAAGACGGC
UGUCCUUGGUGCCAGACUCAGAACAGGGAGAAGCUAUCCUGCCGCGGAUCUCCGUGAUCA
GCACCGGACCGACUCUGCAGGCUCGCAGACGCCAGAGCGUGCUCAACCUGAUGACCCACU
CCGUGAACCAGGGACAAAACAUCCAUAGAAAGACCACGGCCUCCACCAGAAAAGUCUCCC
UGGCACCGCAAGCCAACCUGACUGAACUGGACAUCUACAGCAGAAGGCUCAGCCAAGAAA
CCGGACUGGAGAUUUCAGAAGAAAUCAACGAGGAAGAUCUUAAAGAGUGCUUCUUCGAC
GACAUGGAAUCGAUCCCAGCCGUGACCACUUGGAAUACCUAUCUGAGAUACAUCACCGUG
CACAAAUCCCUGAUCUUCGUGCUGAUCUGGUGCCUGGUGAUCUUCCUGGCUGAGGUGGCC
GCCUCACUGGUGGUGCUUUGGUUGCUGGGGAAUACGCCGCUCCAAGACAAGGGAAACUCC
ACGCACUCCAGAAACAACUCGUACGCCGUGAUCAUCACGUCGACUUCGUCGUACUACGUG
UUCUACAUCUACGUCGGUGUGGCAGACACUCUCUUGGCGAUGGGCUUUUUCCGGGGACUG
CCACUGGUCCACACCCUGAUCACCGUGUCCAAAAUCUUGCACCACAAGAUGCUCCACAGC
GUGCUGCAAGCCCCGAUGAGCACCCUGAAUACCCUCAAAGCGGGAGGCAUCCUCAACAGA
UUCAGCAAGGACAUCGCCAUCCUCGACGACCUGUUGCCCCUGACCAUCUUCGAUUUCAUC
CAGCUUCUUCUCAUCGUGAUCGGGGCAAUCGCUGUCGUGGCGGUGCUGCAGCCGUACAUC
UUCGUGGCGACUGUGCCAGUGAUCGUCGCCUUUVAUCAUGCUGCGGGCCUACUUUCUCCAA
ACUUCCCAACAGCUGAAACAACUGGAGUCGGAGGGCCGCAGCCCUAUCUUCACCCAUCUG
GUGACCAGCCUCAAAGGACUGUGGACUCUGAGGGCUUUCGGGAGGCAGCCAUACUUCGAG
ACUCUCUUUCACAAGGCCCUGAAUCUCCAUACGGCAAAUUGGUUUUUGUAUUUGAGUACC
CUCCGAUGGUUUCAGAUGCGCAUUGAGAUGAUUUUUGUGAUCUUCUUUAUCGCGGUGAC
UUUUAUCUCCAUCUUGACCACGGGAGAGGGCGAGGGACGGGUCGGUAUUAUCCUGACAC
UCGCCAUGAACAUUAUGAGCACUUUGCAGUGGGCAGUGAACAGCUCGAUUGAUGUGGAU
AGCCUGAUGAGGUCCGUUUCGAGGGUCUUUAAGUUCAUCGACAUGCCGACGGAGGGAAA
GCCCACAAAAAGUACGAAACCCUAUAAGAAUGGGCAAUUGAGUAAGGUAAUGAUCAUCG
AGAACAGUCACGUGAAGAAGGAUGACAUCUGGCCUAGCGGGGGUCAGAUGACCGUGAAG
GACCUGACGGCAAAAUACACCGAGGGAGGGAACGCAAUCCUUGAAAACAUCUCGUUCAGC
AUUAGCCCCGGUCAGCGUGUGGGGUUGCUCGGGAGGACCGGGUCAGGAAAAUCGACGUY
GCUGUCGGCCUUCUUGAGACUUCUGAAUACAGAGGGUGAGAUCCAGAUCGACGGCGUUU
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CGUGGGAUAGCAUCACCUUGCAGCAGUGGCGCAAGGCGUUCGGAGUCAUUCCCCAAAAGG
UGUUCAUCUUUUCGGGAACCUUCCGCAAGAAUCUGGAUCCGUACGAACAGUGGAGCGACC
AAGAGAUUUGGAAAGUGGCAGAUGAAGUGGGAUUGCGGAGCGUCAUCGAACAGUUUCCG
GGAAAGCUCGAUUUCGUCCUUGUGGACGGUGGAUGUGUGCUGUCGCACGGCCAUAAGCA
GCUGAUGUGUCUCGCCCGCUCGGUGCUGUCAAAGGCGAAGAUCCUCUUGCUGGAUGAGCC
AUCAGCCCAUCUGGACCCGGUGACGUACCAGAUCAUUAGACGGACGCUGAAACAGGCAUU
CGCGGACUGCACUGUGAUCCUCUGUGAACAUCGGAUCGAGGCCAUGCUGGAGUGUCAACA
AUUCUUGGUCAUCGAAGAGAACAAAGUGCGGCAGUACGACAGCAUCCAAAAGCUGCUGA
ACGAGAGGUCCCUCUUCCGCCAGGCCAUCUCCCCAUCCGACCGGGUCAAGCUGUUCCCUC
ACCGCAACAGCUCAAAGUGCAAAUCCAAACCCCAGAUCGCAGCGCUGAAAGAAGAAACUG
AAGAAGAAGUGCAAGACACUAGACUGUGA (SEQID NO:13)

SEQID NO: 14

[0221]

AUGCAAAGGUCCCCAUUGGAGAAGGCCUCAGUGGUGUCGAAGCUGUUCUUCUCGUGGACC
AGGCCUAUCCUCCGGAAGGGAUACAGACAGCGGCUGGAACUGUCCGAUAUCUACCAGAUC
CCCAGCGUGGACAGCGCCGAUAAUCUCAGCGAAAAGCUGGAACGGGAAUGGGACCGUGAA
CUCGCUUCGAAGAAGAACCCGAAGCUGAUUAAUGCUCUGCGGAGAUGUUUCUUUUGGCG
GUUCAUGUUUUACGGAAUCUUUCUGUACUUGGGAGAGGUCACGAAGGCUGUGCAGCCUC
UGCUGCUGGGACGGAUUAUCGCGUCGUAUGACCCCOGACAAUAAGGAAGAACGCAGCAUCG
CAAUCUACCUGGGCAUCGOGAUUGUGCCUGCUGUUCAUCGUGAGAACUCUCCUGCUGCAUC
CAGCCAUCUUCGGACUCCACCACAUUGGAAUGCAGAUGAGAAUCGCAAUGUUCUCCCUGA
UCUACAAGAAAACGCUCAAGCUCAGCAGCCGCGUGCUCGAUAAGAUCAGCAUCGGUCAAU
UGGUGUCCCUGCUGUCGAAUAACCUCAACAAGUUCGACGAAGGGUUGGCCCUCGCUCACY
UCGUGUGGAUCGCACCUCUGCAAGUGGCCCUGCUGAUGGGACUGAUUUGGGAGCUGCUGC
AGGCUUCCGCUUUCUGCGGCCUGGGAUUUCUUAUCGUGCUUGCUCUGUUCCAGGCGGGAC
UGGGACGCAUGAUGAUGAAGUACCGGGACCAACGGGCUGGAAAGAUCAGCGAACGGCUG
GUGAUCACUUCCGAAAUGAUUGAGAAUAUCCAGUCAGUCAAGGCGUACUGCUGGGAAGA
GGCUAUGGAAAAGAUGAUUGAAAAUCUGAGACAAACCGAGCUGAAGCUGACUCGGAAAG
CGGCCUACGUCAGAUACUUCAAUAGCUCAGCUUUCUUUUUCUCGGGGUUUUUCGUCGUGU
UCCUGUCGGUGCUUCCCUAUGCCCUGAUUAAGGGCAUCAUUCUGCGCAAGAUCUUCACUA
CGAUCUCAUUCUGCAUCGUGCUGCGCAUGGCUGUGACCAGACAAUUCCCOUGGGCCGUGC
AAACCUGGUACGAUUCACUGGGAGCCAUCAACAAGAUCCAAGACUUUCUCCAAAAACAGG
AGUAUAAGACCCUGGAGUACAACCUGACUACUACCGAGGUGGUGAUGGAGAACGUGACU
GCGUUUUGGGAAGAAGGGUUCGGCGAACUGUUUGAAAAGGCCAAGCAGAACAAUAACAA
CAGAAAGACUUCAAACGGAGAUGACUCGCUGUUCUUUUCGAACUUCAGCCUGCUGGGUAC
CCCAGUGUUGAAAGAUAUCAACUUCAAGAUUGAGAGAGGACAGCUGCUGGCUGUGGCGG
GAUCCACCGGAGCAGGAAAAACUUCACUCCUGAUGGUGAUCAUGOGGAGAACUCGAACCGU
CAGAGGGGAAGAUUAAACACUCGGGAAGAAUCUCAUUUUGCUCCCAAUUUUCAUGGAUU
AUGCCGGGAACCAUUAAAGAAAACAUUAUCUUCGGCGUGUCCUACGACGAGUACCGCUAC
AGAUCGGUGAUCAAAGCAUGCCAGCUGGAAGAGGACAUCUCGAAAUUCGCUGAAAAAGA
CAAUAUCGUGCUCGGGGAAGGCGGCAUCACCCUCAGCGGAGGACAACGGGCACGGAUUUC
GCUCGCACGCGCAGUCUACAAAGACGCCGAUCUCUACCUCUUGGACAGCCCAUUCGGGUA
UCUGGACGUGCUCACCGAGAAAGAGAUCUUCGAAAGCUGCGUCUGCAAGCUCAUGGCCAA
CAAGACCCGCAUCCUCGUGACGUCGAAGAUGGAACAUCUUAAGAAGGCUGACAAGAUUCU
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CAUUCUCCAUGAAGGGAGCUCAUACUUCUACGGCACCUUUUCCGAGCUCCAGAAUCUGCA
ACCGGACUUCUCGUCCAAGCUGAUGGGCUGCGAUUCGUUUGAUCAGUUCUCCGCCGAGCG
GAGAAACAGCAUUCUGACGGAAACCCUGCACCGGUUCUCGCUGGAAGGCGAUGCACCGGU
GUCGUGGACCGAAACUAAGAAGCAAUCGUUCAAGCAGACGGGAGAGUUUGGAGAGAAGC
GGAAAAACUCCAUCCUCAACCCGAUCAACAGCAUCCGGAAGUUCAGCAUCGUGCAAAAGA
CCCCGCUCCAGAUGAAUGGCAUUGAAGAGGACUCCGACGAACCUUUGGAACGCAGACUGA
GCCUCGUGCCGGAUUCAGAACAGGGAGAAGCCAUUCUGCCACGGAUCUCCGUGAUCAGCA
CUGGGCCAACUCUCCAAGCACGGCGGAGGCAGUCCGUGCUGAAUCUUAUGACGCACAGCG
UGAACCAAGGGCAGAACAUCCAUAGAAAAACGACCGCUUCGACCAGGAAAGUCUCCCUCG
CCCCACAAGCUAACCUCACGGAACUGGAUAUCUACUCCCGCAGACUGUCGCAAGAGACUG
GCCUUGAGAUCUCCGAAGAGAUUAACGAAGAAGAUCUCAAAGAAUGUUUCUUCGAUGAU
AUGGAAUCAAUCCCGGCAGUGACCACUUGGAACACCUACUUGCGCUAUAUCACUGUGCAC
AAAAGCCUUAUCUUCGUCCUCAUCUGGUGCCUCGUCAUCUUCCUGGCUGAGGUCGCAGCC
UCGCUGGUCGUGCUCUGGUUGCUCGGAAACACUCCGCUGCAGGAUAAGGGGAAUUCGACU
CACUCGCGGAACAAUUCGUACGCUGUCAUUAUCACCUCGACGUCGUCAUACUACGUGUUU
UACAUCUACGUGGGAGUGGCUGACACUCUGUUGGCUAUGGGGUUCUUUCGCGGCCUGCCA
CUGGUCCAUVACUCUCAUVACUGUGUCCAAAAUCCUUCAUCACAAGAUGUUGCAUUCAGUG
CUGCAAGCACCGAUGUCCACCCUCAAUACCCUUAAGGCUGGCGGGAUUCUCAACCGCUUC
UCGAAAGACAUCGCCAUCCUCGAUGAUCUUCUGCCUCUCACCAUCUUUGAUUUCAUCCAG
CUGCUCCUGAUCGUGAUCGGAGCGAUUGCCGUGGUGGCAGUGUUGCAGCCGUACAUCUUU
GUCGCAACUGUGCCGGUCAUCGUCGCCUUCAUCAUGCUGCGCGCCUACUUCUUGCAAACG
UCACAGCAACUGAAGCAGCUUGAAUCCGAGGGAAGAUCACCUAUCUUCACCCACCUCGUG
ACUUCGCUGAAGGGGCUGUGGACGCUGCGCGCAUUUGGAAGGCAACCGUACUUCGAGACU
UUGUUCCACAAGGCGCUCAAUCUUCACACUGCCAAUUGGUUCUUGUACCUGUCAACGCUG
AGAUGGUUUCAGAUGCGGAUCGAAAUGAUCUUCGUGAUCUUCUUUAUCGCGGUGACUUU
CAUCUCGAUCCUGACUACCGGAGAGGGAGAAGGACGGGUGGGUAUUAUCCUCACUCUGGC
GAUGAACAUCAUGUCGACGCUUCAGUGGGCGGUGAAUVAGCUCAAUCGAUGUCGACUCGC

UGAUGCGCUCCGUGAGCCGOGUGUUUAAGUUCAUCGACAUGCCAACUGAAGGGAAGCCG

ACCAAGUCGACCAAACCGUACAAAAACGOGACAGCUCUCCAAGGUGAUGAUUAUCGAGAAU
UCCCACGUGAAAAAGGACGACAUCUGGCCAUCCGGUGGACAGAUGACCGUGAAGGACCUG
ACCGCGAAGUACACUGAGGGAGGCAACGCAAUCCUUGAGAACAUCAGCUUCUCCAUCUCG
CCCGGUCAGAGGGUGGGCCUUCUUGGCCGGACCGGAUCGGGAAAGUCCACUCUUCUGUCG
GCCUUUCUUCGCCUCUUGAAUACUGAAGGGGAAAUCCAGAUCGACGGAGUGUCGUGGGA

UAGCAUCACUCUGCAGCAGUGGCGGAAAGCGUUUGGAGUAAUCCCCCAAAAGGUCUUUA

UCUUUAGCGGAACCUUCCGAAAGAAUCUCGAUCCUUAUGAACAGUGGUCAGAUCAAGAG

AUUUGGAAAGUCGCGCGACGAGGUUGGCCUUCGGAGUGUAAUCGAGCAGUUUCCGGGAAA
ACUCGACUUUGUCCUUGUAGAUGGGGGAUGCGUCCUGUCGCAUGGGCACAAGCAGCUCAU
GUGCCUGGCGCGAUCCGUCCUCUCUAAAGCCGAAAAUUCUUCUCUUGGAUGAACCUUCGGC
CCAUCUGGACCCGGUAACGUAUCAGAUCAUCAGAAGGACACUUAAGCAGGCGUUUGCCGA
CUGCACGGUGAULCUCUGUGAGCAUCGUAUCGAGGCCAUGCUCGAAUGC CAGCAAUUUCU
UGUCAUCGAAGAGAAUAAGGUCCGCCAGUACGACUCCAUCCAGAAGCUGCUUAAUGAGA

GAUCAUUGUUCCGGCAGGCGAUUUCACCAUCCGAUAGGGUGAAACUUUUUCCACACAGAA
AUUCGUCGAAGUGCAAGUCCAAACCGCAGAUCGCGGCCUUGAAAGAAGAGACUGAAGAA

GAAGUUCAAGACACGCGUCUUUAA (SEQ ID NO:14)

SEQID NO: 15

[0222]
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AUGCAGCGGUCCCCGCUCGAAAAGGCCAGUGUCGUGUCCAAACUCUUCUUCUCAUGGACU
CGGCCUAUCCUUAGAAAGGGGQUAUCGGCAGAGGCUUGAGUUGUCUGACAUCUACCAGAU
CCCCUCGGUAGAUUCGGCGUGAUAACCUCUCGGAGAAGCUCGAACGUGGAAUGGGACCGCGA
ACUCGCGUCUAAGAAAAACCCGAAGCUCAUCAACGCACUGAGAAGGUGCUUCUUCUGGCG
GUUCAUGUUCUACGGUAUCUUCUUGUAUCUCGGGGAGGUCACAAAAGCAGUCCAACCCCU
GUUGUUGGGUCGCAUUVAUCGCCUCGUACGACCCCGAUAACAAAGAAGAACGGAGCAUCGC
GAUCUACCUCGGGAUCGGACUGUGUUUGCUUUUCAUCGUCAGAACACUUUUGUUGCAUCC
AGCAAUCUUCGOGCCUCCAUCACAUCGGUAUGCAGAUGCGAAUCGCUAUGUUUAGCUUGAU
CUACAAAAAGACACUGAAACUCUCGUCGCGGGUGUUGGAUAAGAUUUCCAUCGGUCAGU
UGGUGUCCCUGCUUAGUAAUAACCUCAACAAAUUCGAUGAGGGACUGGCGCUGGCACAU
UUCGUGUGGAUUGCCCCGUUGCAAGUCGCCCULUUGAUGGGCCUUAVUUGGGAGCUGUU
GCAGGCAUCUGCCUUUUGUGGCCUGGGAUUUCUGAUUGUGUUGGCAUUGUUUCAGGCUG
GGCUUGGGCGGAUGAUGAUGAAGUAUCGCGACCAGAGAGCGGGUAAAAUCUCGGAAAGA
CUCGUCAUCACUUCGGAAAUGAUCGAAAACAUCCAGUCGGUCAAAGCCUAUUGCUGGGAA
GAAGCUAUGGAGAAGAUGAUUGAAAACCUCCGCCAAACUGAGCUGAAACUGACCCGCAA
GGCGGCGUAUGUCCGGUAUUUCAAUUCGUCAGCGUUCUUCUUUUCCGGGUUCUUCGUUG
UCUUUCUCUCGGUUUUGCCUUAUGCCUUGAUUAAGGGGAUUAUCCUCCGCAAGAULUUC
ACCACGAUUUCGUUCUGCAUUGUAUUGCGCAUGGCAGUGACACGGCAAUUUCCGUGGGCC
GUGCAGACAUGGUAUGACUCGCUUGGAGCGAUCAACAAAAUCCAAGACUUCUUGCAAAA
GCAAGAGUACAAGACCCUGGAGUACAAUCUUACUACUACGGAGGUAGUAAUGGAGAALUG
UGACGGCUUUUUGGGAAGAGGGUUUUGGAGAACUGUUUGAGAAAGCAAAGCAGAAUAAC
AACAACCGCAAGACCUCAAAUGGGGACGAUUCCCUGUUUUUCUCGAACUUCUCCCUGCUC
GGAACACCCGUGUUGAAGGACAUCAAUUUCAAGAUUGAGAGGGGACAGCUUCUCGCGGU
AGCOGGGAAGCACUGGUGCGGGAAAAACUAGCCUCUUGAUGGUGAUUAUGGGGGAGCUUG
AGCCCAGCGAGGGGAAGAUUAAACACUCCGGGCGUAUCUCAUUCUGUAGCCAGUUUUCAU
GGAUCAUGCCCGGAACCAUUAAAGAGAACAUCAUUUUCGGAGUAUCCUAUGAUGAGUAC
CGAUACAGAUCGGUCAUUAAGGCGUGCCAGUUGGAAGAGGACAUUUCUAAGUUCGCCGA
GAAGGAUAACAUCGUCUUGGGAGAAGGGGGUAUUACAUUGUCGGGAGGGCAGCGAGCGC
GGAUCAGCCUCGCGAGAGCGGUAUACAAAGAUGCAGAUUUGUAUCUGCUUGAUUCACCG
UUUGGAUACCUCGACGUAUUGACAGAAAAAGAAAUCUUCGAGUCGUGCGUGUGUAAACU
UVAUGGCUAAUAAGACGAGAAUCCUGGUGACAUCAAAAAUGGAACACCUUAAGAAGGCGG
ACAAGAUCCUGAUCCUCCACGAAGGAUCGUCCUACUUUUACGGCACUUUCUCAGAGUUGC
AAAACUUGCAGCCGGACUUCUCAAGCAAACUCAUGGGGUGUGACUCAUUCGACCAGUUCA
GCGCGGAACGGCGGAACUCGAUCUUGACGGAAACGCUGCACCGAUUCUCGCUUGAGGGUG
AUGCCCCGGUAUCGUGGACCGAGACAAAGAAGCAGUCGUUUAAGCAGACAGGAGAAUUU
GGUGAGAAAAGAAAGAACAGUAUCUUGAAUCCUAUUAACUCAAUUCGCAAGUUCUCAAU
CGUCCAGAAAACUCCACUGCAGAUGAAUGGAAUUGAAGAGGAUUCGGACGAACCCCUGG
AGCGCAGGCUUAGCCUCGUGCCGGAUUCAGAGCAAGGGGAGGCCAUUCUUCCCCGGAUUU
CGGUGAUUUCAACCGGACCUACACUUCAGGCGAGGCGAAGGCAAUCCGUGCUCAACCUCA
UGACGCAUUCGGUAAACCAGGGGCAAAACAUUCACCGCAAAACGACGGCCUCAACGAGAA
AAGUGUCACUUGCACCCCAGGCGAAUUUGACUGAACUCGACAUCUACAGCCGUAGGCUUU
CGCAAGAAACCGGACUUGAGAUCAGCGAAGAAAUCAAUGAAGAAGAUUUGAAAGAGUGU
UUCUUUGAUGACAUGGAAUCAAUCCCAGCGGUGACAACGUGGAACACAUACUUGCGUUA
CAUCACGGUGCACAAGUCCUUGAUUUUCGUCCUCAUCUGGUGUCUCGUGAUCUUUCUCGC
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UGAGGUCGCAGCGUCACUUGUGGUCCUCUGGCUGCUUGGUAAUACGCCCUUGCAAGACAA
AGGCAAUUCUACACACUCAAGAAACAAUUCCUAUGCCGUGAUUAUCACUUCUACAAGCUC
GUAUUACGUGUUUUACAUCUACGUAGGAGUGGCCGACACUCUGCUCGCGAUGGGUUUCU
UCCGAGGACUCCCACUCGUUCACACGCUUAUCACUGUCUCCAAGAUUCUCCACCAUAAGA
UGCUUCAUAGCGUACUGCAGGCUCCCAUGUCCACCUUGAAUACGCUCAAGGCGGGAGGUA
UUUUGAAUCGCUUCUCAAAAGAUAUUGCAAUUUUGGAUGACCUUCUGCCCCUGACGAUC
UUCGACUUCAUCCAGUUGUUGCUGAUCGUGAUUGGGGCUAUUGCAGUAGUCGCUGUCCU
CCAGCCUUACAUUUUUGUCGCGACCGUUCCGGUGAUCGUGGCGUUUAUCAUGCUGCGGGC
CUAUUUCUUGCAGACGUCACAGCAGCUUAAGCAACUGGAGUCUGAAGGGAGGUCGCCUA
UCUUUACGCAUCUUGUGACCAGUUUGAAGGGAUUGUGGACGUUGCGCGCCUUUGGCAGG
CAGCCCUACUUUGAAACACUGUUCCACAAAGCGCUGAAUCUCCAUACGGCAAAUUGGUUU
UUGUAUUUGAGUACCCUCCGAUGGUUUCAGAUGCGCAUUGAGAUGAUUUUUGUGAUCUU
CUUUAUCGCGGUGACUUUUAUCUCCAUCUUGACCACGGGAGAGGGCGAGGGACGGGUCG
GUAUUAUCCUGACACUCGCCAUGAACAUUAUGAGCACUUUGCAGUGGGCAGUGAACAGC
UCGAUUGAUGUGGAUAGCCUGAUGAGGUCCGUUUCGAGGGUCUUUAAGUUCAUCGACAU
GCCGACGGAGGGAAAGCCCACAAAAAGUACGAAACCCUAUAAGAAUGGGCAAUUGAGUA
AGGUAAUGAUCAUCGAGAACAGUCACGUGAAGAAGGAUGACAUCUGGCCUAGCGGGGGU
CAGAUGACCOGUGAAGGACCUGACGGCAAAAUACACCGAGGGAGGGAACGCAAUCCUUGA
AAACAUCUCGUUCAGCAUUAGCCCCGGUCAGCGUGUGGGGUUGCUCGGGAGGACCGGGUC
AGGAAAAUCGACGUUGCUGUCGGCCUUCUUGAGACUUCUGAAUACAGAGGGUGAGAUCC
AGAUCGACGGCGUUUCGUGGGAUAGCAUCACCUUGCAGCAGUGGCGGAAAGCGUUUGGA
GUAAUCCCCCAAAAGGUCUUUAUCUUUAGCGGAACCUUCCGAAAGAAUCUCGAUCCUUAU
GAACAGUGGUCAGAUCAAGAGAUUUGGAAAGUCGCGGACGAGGUUGGCCUUCGGAGUGU
AAUCGAGCAGUUUCCGGGAAAACUCGACUUUGUCCUUGUAGAUGGGGGAUGCGUCCUGU
CGCAUGGGCACAAGCAGCUCAUGUGCCUGGCGCGAUCCGUCCUCUCUAAAGCGAAAAUUC
UUCUCUUGGAUGAACCUUCGGCCCAUCUGGACCCGGUAACGUAUCAGAUCAUCAGAAGGA
CACUUAAGCAGGCGUUUGCCGACUGCACGGUGAUUCUCUGUGAGCAUCGUAUCGAGGCCA
UGCUCGAAUGCCAGCAAUUUCUUGUCAUCGAAGAGAAUAAGGUCCGCCAGUACGACUCCA
UCCAGAAGCUGCUUAAUGAGAGAUCAUUGUUCCGGCAGGCGAUUUCACCAUCCGAUAGG
GUGAAACUUUUUCCACACAGAAAUUCGUCGAAGUGCAAGUCCAAACCGCAGAUCGCGGCC
UUGAAAGAAGAGACUGAAGAAGAAGUUCAAGACACGCGUCUUCACCAUCACCAUCACCAU
CACCAUCACCAUUAA (SEQ ID NO:15)

SEQID NO: 16

[0223]

AUGGCCACUGGAUCAAGAACCUCACUGCUGCUCGCUUVUGGACUGCUUTGCCUGCCLUGGU

UGCAAGAAGGAUCGGCUUUCCCGACCAUVCCCACUCUCCAUGCAGCGGUCCCCGCUCGAAAA

GGCCAGUGUCGUGUCCAAACUCUUCUUCUCAUGGACUCGGCCUAUCCUUAGAAAGGGGUA
UCGGCAGAGGCUUGAGUUGUCUGACAUCUACCAGAUCCCCUCGGUAGAUUCGGCGGAUAA
CCUCUCGGAGAAGCUCGAACGGGAAUGGGACCGCGAACUCGCGUCUAAGAAAAACCCGAA
GCUCAUCAACGCACUGAGAAGGUGCUUCUUCUGGCGGUUCAUGUUCUACGGUAUCUUCUU
GUAUCUCGGGGAGGUCACAAAAGCAGUCCAACCCCUGUUGUUGGGUCGCAUUAUCGCCUC
GUACGACCCCGAUAACAAAGAAGAACGGAGCAUCGCGAUCUACCUCGGGAUCGGACUGUG
UUUGCUUUUCAUCGUCAGAACACUUUUGUUGCAUCCAGCAAUCUUCGGCCUCCAUCACAU
CGGUAUGCAGAUGCGAAUCGCUAUGUUUAGCUUGAUCUACAAAAAGACACUGAAACUCU
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CGUCGCGGGUGUUGGAUAAGAUUUCCAUCGGUCAGUUGGUGUCCCUGCUUAGUAAUAAC
CUCAACAAAUUCGAUGAGGGACUGGCGCUGGCACAUUUCGUGUGGAUUGCCCCGUUGCAA
GUCGCCCUUUUGAUGGGCCUVAUUUGGGAGCUGUUGCAGGCAUCUGCCUUUUGUGGCCU
GGGAUUUCUGAUUGUGUUGGCAUUGUUUCAGGCUGGGCUUGGGCGGAUGAUGAUGAAGU
AUCGCGACCAGAGAGCGGGUAAAAUCUCGGAAAGACUCGUCAUCACUUCGGAAAUGAUC
GAAAACAUCCAGUCGGUCAAAGCCUAUUGCUGGGAAGAAGCUAUGGAGAAGAUGAUUGA
AAACCUCCGCCAAACUGAGCUGAAACUGACCCGCAAGGCGGCGUAUGUCCGGUAUUUCAA
UUCGUCAGCGUUCUUCUUUUCCGGGUUCUUCGUUGUCUUUCUCUCGGUUUUGCCUUAUGC
CUUGAUUAAGGGGAUUAUCCUCCGCAAGAUUUUCACCACGAUUUCGUUCUGCAUUGUAU
UGCGCAUGGCAGUGACACGGCAAUUUCCGUGGGCCGUGCAGACAUGGUAUGACUCGCUUG
GAGCGAUCAACAAAAUCCAAGACUUCUUGCAAAAGCAAGAGUACAAGACCCUGGAGUAC
AAUCUUACUACUACGOGAGGUAGUAAUGGAGAAUGUGACGGCUUUUUGGGAAGAGGGUUU
UGGAGAACUGUUUGAGAAAGCAAAGCAGAAUAACAACAACCGCAAGACCUCAAAUGGGG
ACGAUUCCCUGUUUUUCUCGAACUUCUCCCUGCUCGGAACACCCGUGUUGAAGGACAUCA
AUUUCAAGAUUGAGAGGGGACAGCUUCUCGCGGUAGCGGGAAGCACUGGUGCGGGAAAA
ACUAGCCUCUUGAUGGUGAUUAUGGGGGAGCUUGAGCCCAGCGAGGGGAAGAUUAAACA
CUCCGGGCGUAUCUCAUUCUGUAGCCAGUUUUCAUGGAUCAUGCCCGGAACCAUUAAAGA
GAACAUCAUUUUCGGAGUAUCCUAUGAUGAGUACCGAUACAGAUCGGUCAUUAAGGCGU
GCCAGUUGGAAGAGGACAUUUCUAAGUUCGCCGAGAAGGAUAACAUCGUCUUGGGAGAA
GGGGGUAUUACAUUGUCGGGAGGGCAGCGAGCGCGGAUCAGCCUCGCGAGAGCGGUAUA
CAAAGAUGCAGAUUUGUAUCUGCUUGAUUCACCGUUUGGAUACCUCGACGUAUUGACAG
AAAAAGAAAUCUUCGAGUCGUGCGUGUGUAAACUUAUGGCUAAUAAGACGAGAAUCCUG
GUGACAUCAAAAAUGGAACACCUUAAGAAGGCGGACAAGAUCCUGAUCCUCCACGAAGG
AUCGUCCUACUUUUACGGCACUUUCUCAGAGUUGCAAAACUUGCAGCCGGACUUCUCAAG
CAAACUCAUGGGGUGUGACUCAUUCGACCAGUUCAGCGCGGAACGGCGGAACUCGAUCUU
GACGGAAACGCUGCACCGAUUCUCGCUUGAGGGUGAUGCCCCGGUAUCGUGGACCGAGAC
AAAGAAGCAGUCGUUUAAGCAGACAGGAGAAUUUGGUGAGAAAAGAAAGAACAGUAUCU
UGAAUCCUAUUAACUCAAUUCGCAAGUUCUCAAUCGUCCAGAAAACUCCACUGCAGAUGA
AUGGAAUUGAAGAGGAUUCGGACGAACCCCUGGAGCGCAGGCUUAGCCUCGUGCCGGAU
UCAGAGCAAGGGGAGGCCAUUCUUCCCCGGAUUUCGGUGAUUUCAACCGGACCUACACUU
CAGGCGAGGCGAAGGCAAUCCGUGCUCAACCUCAUGACGCAUUCGGUAAACCAGOGGGCAA
AACAUUCACCGCAAAACGACGGCCUCAACGAGAAAAGUGUCACUUGCACCCCAGGCGAAU
UUGACUGAACUCGACAUCUACAGCCGUAGGCUUUCGCAAGAAACCGGACUUGAGAUCAGC
GAAGAAAUCAAUGAAGAAGAUUUGAAAGAGUGUUUCUUUGAUGACAUGGAAUCAAUCCC
AGCGGUGACAACGUGGAACACAUACUUGCGUUACAUCACGGUGCACAAGUCCUUGAUUU
UCGUCCUCAUCUGGUGUCUCGUGAUCUUUCUCGCUGAGGUCGCAGCGUCACUUGUGGUCC
UCUGGCUGCUUGGUAAUACGCCCUUGCAAGACAAAGGCAAUUCUACACACUCAAGAAACA
AUUCCUAUGCCGUGAUUAUCACUUCUACAAGCUCGUAUUVACGUGUUUUACAUCUACGUA
GGAGUGGCCGACACUCUGCUCGCCGAUGGGUUUCUUCCGAGGACUCCCACUCGUUCACACG
CUVAUCACUGUCUCCAAGAUUCUCCACCAUAAGAUGCUUCAUAGCGUACUGCAGGCUCCC
AUGUCCACCUUGAAUACGCUCAAGGCGGGAGGUAUUUUGAAUCGCUUCUCAAAAGAUAU
UGCAAUUUUGGAUGACCUUCUGCCCCUGACGAUCUUCGACUUCAUCCAGUUGUUGCUGAU
CGUGAUUGGGGCUAUUGCAGUAGUCGCUGUCCUCCAGCCUUACAUUUUUGUCGCGACCGU
UCCGGUGAUCGUGGCGUUUAUCAUGCUGCGGGCCUAUUUCUUGCAGACGUCACAGCAGCU
UAAGCAACUGGAGUCUGAAGGGAGGUCGCCUAUCUUUACGCAUCUUGUGACCAGUUUGA
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AGGGAUUGUGGACGUUGCGCGCCUUUGGCAGGCAGCCCUACUUUGAAACACUGUUCCACA
AAGCGCUGAAUCUCCAUACGGCAAAUUGGUUUUUGUAUUUGAGUACCCUCCGAUGGUUU
CAGAUGCGCAUUGAGAUGAUUUUUGUGAUCUUCUUUAUCGCGGUGACUUUUAUCUCCAU
CUUGACCACGGGAGAGGGCGAGGGACGGGUCGGUAUUAUCCUGACACUCGCCAUGAACAL
UAUGAGCACUUUGCAGUGGGCAGUGAACAGCUCGAUUGAUGUGGAUAGCCUGAUGAGGU
CCGUUUCGAGGGUCUUUAAGUUCAUCGACAUGCCGACGGAGGGAAAGCCCACAAAAAGU
ACGAAACCCUAUAAGAAUGGGCAAUUGAGUAAGGUAAUGAUCAUCGAGAACAGUCACGU
GAAGAAGGAUGACAUCUGGCCUAGCGGGOGGUCAGAUGACCGUGAAGGACCUGACGGCAA
AAUACACCGAGGGAGGGAACGCAAUCCUUGAAAACAUCUCGUUCAGCAUUAGCCCCGGUC
AGCGUGUGGGGUUGCUCGGGAGGACCGGGUCAGGAAAAUCGACGUUGCUGUCGGCCUUC
UUGAGACUUCUGAAUACACGAGGGUGAGAUCCAGAUCGACGGCGUUUCGUGGGAUAGCAU
CACCUUGCAGCAGUGGCGGAAAGCGUUUGGAGUAAUCCCCCAAAAGGUCUUUAUCUUUA
GCGGAACCUUCCGAAAGAAUCUCGAUCCUUAUGAACAGUGGUCAGAUCAAGAGAUUUGG
AAAGUCGCGGACGAGGUUGGCCUUCGGAGUGUAAUCGAGCAGUUUCCGGGAAAACUCGA
CUUUGUCCUUGUAGAUGGGGGAUGCGUCCUGUCGCAUGGGCACAAGCAGCUCAUGUGCCU
GGCGCGAUCCGUCCUCUCUAAAGCGAAAAUUCUUCUCUUGGAUGAACCUUCGGCCCAUCU
GGACCCGOUAACGUAUCAGAUCAUCAGAAGGACACUUVAAGCAGGCGUUUGCCGACUGCAC
GGUGAUUCUCUGUGAGCAUCGUAUCGAGGCCAUGCUCGAAUGCCAGCAAUULUCUUGUCA
UCGAAGAGAAUAAGGUCCGCCAGUACGACUCCAUCCAGAAGCUGCUUAAUGAGAGAUCA
UUGUUCCGGCAGGCGAUUUCACCAUCCGAUAGGGUGAAACUUUUUCCACACAGAAAUUCG
UCGAAGUGCAAGUCCAAACCGCAGAUCGCGGCCUUGAAAGAAGAGACUGAAGAAGAAGU
UCAAGACACGCGUCUUUAA (SEQ ID NO:16)

SEQID NO: 17

AUGCAGCGGUCCCCGCUCGAAAAGGCCAGUGUCOGUGUCCAAACUCUUCUUCUCAUGGACU
CGGCCUAUCCUUAGAAAGGGGUAUCGGCAGAGGCUUGAGUUGUCUGACAUCUACCAGAU
CCCCUCGGUAGAUUCGGCGGAUAACCUCUCGGAGAAGCUCGAACGGGAAUGGGACCGCGA
ACUCGCGUCUAAGAAAAACCCGAAGCUCAUCAACGCACUGAGAAGGUGCUUCUUCUGGCG
GUUCAUGUUCUACGGUAUCUUCUUGUAUCUCGGGGAGGUCACAAAAGCAGUCCAACCCCU
GUUGUUGGGUCGCAUUVAUCGCCUCGUACGACCCCGAUAACAAAGAAGAACGGAGCAUCGC
GAUCUACCUCGGGAUCGGACUGUGUUUGCUUUUCAUCGUCAGAACACUUUUGUUGCAUCC
AGCAAUCUUCGGCCUCCAUCACAUCGGUAUGCAGAUGCGAAUCGCUAUGUUUAGCUUGAU
CUACAAAAAGACACUGAAACUCUCGUCGCGGGUGUUGGAUAAGAUUUCCAUCGGUCAGU
UGGUGUCCCUGCUUAGUAAUAACCUCAACAAAUUCGAUGAGGGACUGGCGCUGGCACAU
UUCGUGUGGAUUGCCCCGUUGCAAGUCGCCCUUUUGAUGGGCCUVAUUUGGGAGCUGUU
GCAGGCAUCUGCCUUUUGUGGCCUGGGAUUUCUGAUUGUGUUGGCAUUGUUUCAGGCUG
GGCUUGGGCGGAUGAUGAUGAAGUAUCGCGACCAGAGAGCGGGUAAAAUCUCGGAAAGA
CUCGUCAUCACUUCGGAAAUGAUCGAAAACAUCCAGUCGGUCAAAGCCUAUUGCUGGGAA
GAAGCUAUGGAGAAGAUGAUUGAAAACCUCCGCCAAACUGAGCUGAAACUGACCCGCAA
GGCGGCGUAUGUCCGGUAUUUCAAUUCGUCAGCGUUCUUCUUUUCCGGGUUCUUCGUUG
UCUUUCUCUCGGUUUUGCCUVAUGCCUUGAUUAAGGGGAUUAUCCUCCGCAAGAUUUUC
ACCACGAUUUCGUUCUGCAUUGUAUUGCGCAUGGCAGUGACACGGCAAUUUCCGUGGGCC
GUGCAGACAUGGUAUGACUCGCUUGGAGCGAUCAACAAAAUCCAAGACUUCUUGCAAAA
GCAAGAGUACAAGACCCUGGAGUACAAUCUUACUACUACGGAGGUAGUAAUGGAGAAUG
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UGACGGCUUUUUGGGAAGAGGGUUUUGGAGAACUGUUUGAGAAAGCAAAGCAGAAUAAC
AACAACCGCAAGACCUCAAAUGGGGACGAUUCCCUGUUUUUCUCGAACUUCUCCCUGCUC
GGAACACCCGUGUUGAAGGACAUCAAUUUCAAGAUUGAGAGGGGACAGCUUCUCGCGGU
AGCGGGAAGCACUGGUGCGGGAAAAACUAGCCUCUUGAUGGUGAUUAUGGGGGAGCUUG
AGCCCAGCGAGGGGAAGAUUAAACACUCCGGGCGUAUCUCAUUCUGUAGCCAGUUUUCAU
GGAUCAUGCCCGGAACCAUUAAAGAGAACAUCAUUUUCGGAGUAUCCUAUGAUGAGUAC
CGAUACAGAUCGGUCAUUAAGGCGUGCCAGUUGGAAGAGGACAUUUCUAAGUUCGCCGA
GAAGGAUAACAUCGUCUUGGGAGAAGGGGGUAUUACAUUGUCGGGAGGGCAGCGAGCGC
GGAUCAGCCUCGCGAGAGCGGUAUACAAAGAUGCAGAUUUGUAUCUGCUUGAUUCACCG
UUUGGAUACCUCGACGUAUUGACAGAAAAAGAAAUCUUCGAGUCGUGCGUGUGUAAACU
UAUGGCUAAUAAGACGAGAAUCCUGGUGACAUCAAAAAUGGAACACCUUAAGAAGGCGG
ACAAGAUCCUGAUCCUCCACGAAGGAUCGUCCUACUUUUACGGCACUUUCUCAGAGUUGC
AAAACUUGCAGCCGGACUUCUCAAGCAAACUCAUGGGGUGUGACUCAUUCGACCAGUUCA
GCGCGGAACGGCGGAACUCGAUCUUGACGGAAACGCUGCACCGAUUCUCGCUUGAGGGUG
AUGCCCCGGUAUCGUGGACCGAGACAAAGAAGCAGUCGUUUAAGCAGACAGGAGAAUUU
GGUGAGAAAAGAAAGAACAGUAUCUUGAAUCCUAUUAACUCAAUUCGCAAGUUCUCAAU
CGUCCAGAAAACUCCACUGCAGAUGAAUGGAAUUGAAGAGGAUUCGGACGAACCCCUGG
AGCGCAGGCUUAGCCUCGUGCCGGAUUCAGAGCAAGGGGAGGCCAUUCUUCCCCGGAUUU
CGGUGAUUUCAACCGGACCUACACUUCAGGCGAGGCGAAGGCAAUCCGUGCUCAACCUCA
UGACGCAUUCGGUAAACCAGGGGCAAAACAUUCACCGCAAAACGACGGCCUCAACGAGAA
AAGUGUCACUUGCACCCCAGGCGAAUUUGACUGAACUCGACAUCUACAGCCGUAGGCUUU
CGCAAGAAACCGGACUUGAGAUCAGCGAAGAAAUCAAUGAAGAAGAUUUGAAAGAGUGU
UUCUUUGAUGACAUGGAAUCAAUCCCAGCGGUGACAACGUGGAACACAUACUUGCGUUA
CAUCACGGUGCACAAGUCCUUGAUUUUCGUCCUCAUCUGGUGUCUCGUGAUCUUUCUCGC
UGAGGUCGCAGCGUCACUUGUGGUCCUCUGGCUGCUUGGUAAUACGCCCUUGCAAGACAA
AGGCAAUUCUACACACUCAAGAAACAAUUCCUAUGCCGUGAUUAUCACUUCUACAAGCUC
GUAUUACGUGUUUUACAUCUACGUAGGAGUGGCCGACACUCUGCUCGCGAUGGGUUUCU
UCCGAGGACUCCCACUCGUUCACACGCUUAUCACUGUCUCCAAGAUUCUCCACCAUAAGA
UGCUUCAUAGCGUACUGCAGGCUCCCAUGUCCACCUUGAAUACGCUCAAGGCGGGAGGUA
UUUUGAAUCGCUUCUCAAAAGAUVAUUGCAAUUUUGGAUGACCUUCUGCCCCUGACGAUC
UUCGACUUCAUCCAGUUGUUGCUGAUCGUGAUUGGGGCUAUUGCAGUAGUCGCUGUCCU
CCAGCCUUACAUUUUUGUCGCGACCGUUCCGGUGAUCGUGGCGUUUAUCAUGCUGCGGGC
CUAUUUCUUGCAGACGUCACAGCAGCUUAAGCAACUGGAGUCUGAAGGGAGGUCGCCUA
UCUUUACGCAUCUUGUGACCAGUUUGAAGGGAUUGUGGACGUUGCGCGCCUUUGGCAGG
CAGCCCUACUUUGAAACACUGUUCCACAAAGCGCUGAAUCUCCAUACGGCAAAUUGGUUU
UUGUAUUUGAGUACCCUCCGAUGGUUUCAGAUGCGCAUUGAGAUGAUUUUUGUGAUCUU
CUUUAUCGCGGUGACUUUUAUCUCCAUCUUGACCACGGGAGAGGGCGAGGGACGGGUCG
GUAUUAUCCUGACACUCGCCAUGAACAUUVAUGAGCACUUUGCAGUGGGCAGUGAACAGC
UCGAUUGAUGUGGAUAGCCUGAUGAGGUCCGUUUCGAGGGUCUUUAAGUUCAUCGACAU
GCCGACGGAGGGAAAGCCCACAAAAAGUACGAAACCCUAUAAGAAUGGGCAAUUGAGUA
AGGUAAUGAUCAUCGAGAACAGUCACGUGAAGAAGGAUGACAUCUGGCCUAGCGGGGGU
CAGAUGACCGUGAAGGACCUGACGGCAAAAUACACCGAGGGAGGGAACGCAAUCCUUGA
AAACAUCUCGUUCAGCAUUAGCCCCGGUCAGCGUGUGGGGUUGCUCGGGAGGACCGGGUC
AGGAAAAUCGACGUUGCUGUCGGCCUUCUUGAGACUUCUGAAUACAGAGGGUGAGAUCC
AGAUCGACGGCOGUUUCGUGGGAUVAGCAUCACCUUGCAGCAGUGGCGGAAAGCGUUUGGA
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GUAAUCCCCCAAAAGGUCUUUAUCUUUAGCGGAACCUUCCGAAAGAAUCUCGAUCCUUAU
GAACAGUGGUCAGAUCAAGAGAUUUGGAAAGUCGCGGACGAGGUUGGCCUUCGGAGUGU
AAUCGAGCAGUUUCCGGGAAAACUCGACUUUGUCCUUGUAGAUGGGGGAUGCGUCCUGU
CGCAUGGGCACAAGCAGCUCAUGUGCCUGGCGCGAUCCGUCCUCUCUAAAGCGAAAAUUC
UUCUCUUGGAUGAACCUUCGGCCCAUCUGGACCCGGUAACGUAUCAGAUCAUCAGAAGGA
CACUUAAGCAGGCGUUUGCCGACUGCACGGUGAUUCUCUGUGAGCAUCGUAUCGAGGCCA
UGCUCGAAUGCCAGCAAUUUCUUGUCAUCGAAGAGAAUAAGGUCCGCCAGUACGACUCCA
UCCAGAAGCUGCUUAAUGAGAGAUCAUUGUUCCGGCAGGCGAUUUCACCAUCCGAUAGG
GUGAAACUUUUUCCACACAGAAAUUCGUCGAAGUGCAAGUCCAAACCGCAGAUCGCGGCC
UUGAAAGAAGAGACUGAAGAAGAAGUUCAAGACACGCGUCUUUAA (SEQ ID NO:17)

SEQID NO: 18

[0225]
AUGGCCACUGGAUCAAGAACCUCACUGCUGCUCGCUUUUGGACUGCUUUGCCUGC
CCUGGUUGCAAGAAGGAUCGGCUUUCCCGACCAUCCCACUCUCC (SEQIDNO:1®)

SEQID NO: 19

[0226]

AUGGCAACUGGAUCAAGAACCUCCCUCCUGCUCGCAUUCGGCCUGCUCUGUCUCC
CAUGGCUCCAAGAAGGAAGCGCGUUCCCCACUAUCCCCCUCUCG (SEQ ID NO:19)

SEQID NO: 20

[0227]

CGGGUGGCAUCCCUGUGACCCCUCCCCAGUGCCUCUCCUGGCCCUGGAAGUUGCC
ACUCCAGUGCCCACCAGCCUUGUCCUAAUAAAAUUAAGUUGCAUCAAGCU

[0228] El uso de la palabra "un" o "una" cuando se usa en conjuncién con el término "que comprende" en las
reivindicaciones y/o la especificacion puede significar "uno”, pero también es consistente con el significado de "uno o
mas," "al menos uno" y "uno o mas de uno". El uso del término "0" en las reivindicaciones se usa para indicar "y/o" a
menos que se indique explicitamente que se refiera solo a alternativas o que las alternativas sean mutuamente

excluyentes, aunque la divulgacion respalda una definicion que se refiere solo a alternativas e "y/o0."

[0229] A menos que se indique lo contrario, debe entenderse que el término "al menos" que precede a una serie de
elementos se refiere a cada elemento de la serie.

[0230] A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria

tienen el mismo significado que entiende cominmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta
invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un ARNm transcrito in vitro que comprende una secuencia codificante al menos 80% idéntica a la SEQ ID NO: 3
para su uso en el tratamiento de la fibrosis quistica en un mamifero.

2. EI ARNm para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia codificante es al menos 90% o es
100% idéntica a SEQ ID NO: 3.

3. El ARNm para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que el ARNm comprende una region 5 no
traducida (UTR), una 3' UTR, una secuencia codificante de péptido sefial, una estructura de tapa y/o una estructura
de cola.

4. El ARNm para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el 5'-UTR comprende la SEQ ID NO: 4 y/o €l
3'-UTR comprende la SEQ ID NO: 5.

5. El ARNm para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3 o 4, en el que la estructura de la cola es una cola de poli
A de al menos 70, 100, 120, 150, 200 o 250 residuos de longitud.

6. EI ARNm para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en el que la estructura de tapa
es una estructura de tapa.

7. EIl ARNm para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el ARNm
comprende uno o mas nucledtidos no estandar, opcionalmente en donde uno o mas nucleétidos no estandar se
eligen entre 5-metilo-citidina, pseudouridina, y 2-tio-uridina.

8. EIl ARNm para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la
composicion se administra al pulmoéon del mamifero por inhalaciéon, administracién intranasal, aerosolizaciéon o
nebulizacion.

9. EIl ARNm para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el ARNm
comprende una secuencia codificante que codifica una proteina reguladora de la conductancia transmembrana de la
fibrosis quistica humana (CFTR) de la SEQ ID NO: 1, opcionalmente en la que la proteina CFTR humana se expresa
en las células epiteliales del pulmodn.

10. El ARNm para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el ARNm se
administra con un vehiculo.

11. Una composicién que comprende un ARNm y un vehiculo, en donde el ARNm es un ARNm transcrito in vitro y
tiene una secuencia de codificacion al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 3.

12. EI ARNm para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 10 o la composicién de la reivindicacién 11, en el que el
vehiculo comprende un catién organico, tal como un lipido catiénico o un polimero organico cationico.

13. El ARNm para su uso segun la reivindicacion 12 o la composicion de la reivindicacion 12, en donde el polimero
organico catiénico se selecciona del grupo que consiste en polietilenimina (PEI), protamina, protamina PEGilada,
poli-L-lisina (PLL) y PLL PEGilada.

14. EI ARNm para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 13 o la composicién de la reivindicacién 13, en el que la
PEI es una PEI ramificada con un peso molecular que varia de 10 kDa a 40 kDa.

15. El ARNm para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 y 12 - 14 o la composicion de
una cualquiera de las reivindicaciones 11 - 14, en el que el vehiculo es un liposoma.
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Células HEK transfectadas utilizando complejos dados a Cerdos 10, 11 y 12 (dosis de 1mg).
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Células HEK transfectadas utilizando complejos dados a Cerdos 13, 14 y 15 (Dosis de 5mg)
Células HEK transfectadas utilizando complejos dados a Cerdos 19, 20 y 21 (Dosis de 10mg)
HEK-UT - Células HEK no transfectadas utilizados para complejos de Cerdos 19-21

HEK-UT - Células HEK no transfectadas utilizados para complejos de Cerdos 13-15
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Células HEK transfectadas utilizando complejos dados a Cerdos 16 (Dosis de 5mg), 22 (Dosis de 10mg)
y 67 (Dosis de 1mg)
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Células HEK transfectadas utilizando complejos dados a Cerdos 18-18 (Dosis de 5mg), 23-24 (Dosis de
10mg) y 68-69 (Dosis de 1mg)
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