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DESCRIPCION
Nucleosidos, nucledtidos y acidos nucleicos modificados y sus usos
Reivindicacion de prioridad

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/404.413, presentada el 1
de octubre de 2010.

Antecedentes

Los ARN de origen natural se sintetizan a partir de cuatro ribonucleétidos basicos: ATP, CTP, UTP y GTP, pero pueden
contener nucleétidos modificados de forma postranscripcional. Ademas, se han identificado aproximadamente cien
modificaciones de nucledsidos diferentes en el ARN (Rozenski, J, Crain, P y McCloskey, J. (1999). The RNA
Modification Database: actualizacién de 1999. Nucl Acids Res 27: 196-197). El papel de las modificaciones de los
nucledsidos en el potencial inmunoestimulador, la estabilidad y la eficiencia de traduccion del ARN, y los beneficios
consiguientes de esto para mejorar la expresion de proteinas y producir agentes terapéuticos, no esta claro.

Existen multiples problemas con metodologias anteriores para efectuar la expresion de proteinas. Por ejemplo, el
acido desoxirribonucleico (ADN) heterologo introducido en una célula puede ser heredado por células hijas (ya sea
que el ADN heterdlogo se haya integrado o no en el cromosoma) o por los descendientes. EI ADN introducido puede
integrarse en el ADN gendmico de la célula huésped con cierta frecuencia, lo que produce alteraciones y/o dafios en
el ADN genomico de la célula huésped. Ademas, deben ocurrir multiples etapas antes de que se elabore una proteina.
Una vez dentro de la célula, el ADN debe transportarse al nucleo donde se transcribe en el ARN. ElI ARN transcrito del
ADN debe entrar en el citoplasma, donde se traduce en proteinas. Esta necesidad de multiples etapas de
procesamiento crea tiempos de retraso antes de la generacion de una proteina de interés. Ademas, es dificil obtener
la expresion del ADN en las células; frecuentemente el ADN ingresa a las células, pero no se expresa o no se expresa
a tasas o concentraciones razonables. Esto puede ser un problema particular cuando el ADN se introduce en células
tales como las células primarias o las lineas celulares modificadas.

Existe una necesidad en la técnica de modalidades bioldgicas para abordar la modulacion de la traduccion intracelular
de acidos nucleicos.

Kairo Katalin et al - Molecular Therapy, Nature Publishing Group, GB, vol. 16, no. 11, 1 de noviembre de 2008 (2008-
11-01), paginas 1833-1840, XP002598556, ISSN: 1525-0024, DOI: 10.1038/MT.2008.200 describe como la
incorporacion de pseudouridina en el ARNm produce un vector no inmunogénico superior con mayor capacidad
traduccional y bioldgica estabilidad.

El documento WO 2007/024708A2 describe moléculas de ARN, oligorribonucleétidos y polirribonucleétidos que
comprenden pseudouridina o un nucledsido modificado, vectores de terapia génica que comprenden los mismos,
métodos para sintetizarlos y métodos para el reemplazo de genes, terapia génica, silenciamiento de transcripcion
génica y la administracion de proteinas terapéuticas al tejido in vivo, que comprenden las moléculas, asi como los
métodos para reducir la inmunogenicidad de moléculas de ARN, oligorribonucledétidos y polirribonucledtidos.

Sumario de la invencién

La presente invencidon proporciona un ARN mensajero modificado que comprende un nucledtido modificado,
comprendiendo dicho nucleétido modificado una o mas modificaciones quimicas de un nucleétido natural, en el que el
nucleétido modificado reduce la induccién de la respuesta inmune innata celular de una célula al acido nucleico
modificado cuando el acido nucleico modificado se introduce en la célula, en comparaciéon con la induccion de la
respuesta inmune innata celular en una célula inducida por un acido nucleico no modificado correspondiente, en donde
el ARN mensajero tiene una longitud superior a 30 nucledtidos y en donde el 100% de los nucleétidos naturales
correspondientes se han reemplazado con:

i. 5'-0O-(1-tiofosfato)-citidina y N1-metil-pseudo-uridina,

ii. 5-metil-citidina y N1-metil-pseudo-uridina, o

iii. 25% de N1-metil-pseudo-uridina y 75% de pseudo-uridina.

Otras caracteristicas ventajosas se definen en las reivindicaciones dependientes.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende cominmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. En caso
de conflicto, prevalecera la presente especificacion, incluidas las definiciones.

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

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

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

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

Las figuras 4A y 4B representan graficos de barras de una serie de ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas
(ELISA) para el factor a. de necrosis tumoral humano enddégeno celular (TNF-a) secretado a partir de células de
queratinocitos humanos transfectados in vitro a las 24 horas con cada ARNmod que codifica CSF a dosis crecientes.

Las figuras 4C y 4D representan graficos de barras de una serie de ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas
(ELISA) para el interferon-3 humano endégeno (IFN-B) secretado a partir de células de queratinocitos humanos
transfectados in vitro a las 24 horas con cada ARNmod que codifica hu-G-CSF indicado con dosis crecientes.

Las figuras 4E y 4F representan graficas de barras de una serie de ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas
(ELISA) para G-CSF humano secretado de células de queratinocitos humanos transfectadas in vitro a las 24 horas
con cada uno de los ARNmod que codifican hu-G-CSF humano indicados con dosis crecientes.

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

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

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

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

Descripcion detallada

La presente descripcion proporciona, entre otros, nucledsidos modificados, nucledtidos modificados y acidos nucleicos
modificados que exhiben una respuesta inmune innata reducida cuando se introducen en una poblacién de células.
Los nucledsidos modificados, los nucledtidos modificados y los acidos nucleicos modificados pueden modificarse
quimicamente en la cara del surco mayor, interrumpiendo asi las principales interacciones del asociado de unién al
surco mayor, que causan respuestas inmunes innatas.

En general, los acidos nucleicos no modificados exdgenos, particularmente los acidos nucleicos virales, introducidos
en las células inducen una respuesta inmune innata, lo que resulta en la produccion de citoquinas e interferén (IFN) y
la muerte celular. Sin embargo, es de gran interés para los agentes terapéuticos, diagnosticos, reactivos y para los
ensayos bioldgicos administrar un acido nucleico, por ejemplo, un acido ribonucleico (ARN) dentro de una célula, ya
sea in vivo o ex vivo, como para causar la traduccion intracelular del acido nucleico y la produccion de la proteina
codificada. De particular importancia es el suministro y la funcién de un acido nucleico no integrador, ya que los acidos
nucleicos caracterizados por la integracion en una célula objetivo son generalmente imprecisos en sus niveles de
expresion, son transferibles de manera perjudicial a la progenie y las células vecinas, y tienen el riesgo sustancial de
causar mutacién. En este documento se proporcionan en parte acidos nucleicos que codifican polipéptidos Uutiles
capaces de modular la funcién y/o actividad de una célula, y métodos para fabricar y usar estos acidos nucleicos y
polipéptidos. Como se describe en el presente documento, estos acidos nucleicos son capaces de reducir la actividad
inmune innata de una poblacién de células en las que se introducen, aumentando asi la eficiencia de la produccion de
proteinas en esa poblacion celular. Ademas, se describen una o mas actividades y/o propiedades ventajosas
adicionales de los acidos nucleicos y proteinas de la presente descripcion.

Ademas, los nucledsidos modificados, los nucleétidos modificados y los acidos nucleicos modificados descritos en el
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presente documento pueden modificarse en la cara del surco mayor. Estas modificaciones del surco mayor pueden
permitir alteraciones, por ejemplo, una disminucion, en la interaccion de los nucledsidos modificados, nucleétidos
modificados y acidos nucleicos modificados con la unién de un asociado del surco de union.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente divulgacion proporciona compuestos que comprenden un
nucleétido que puede interrumpir la unién de un asociado que interactia, por ejemplo, que se une al surco mayor con
un acido nucleico, en donde el nucleétido tiene una menor afinidad de unién a los asociados que interactian, por
ejemplo, se que unen al surco mayor.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona compuestos que comprenden un nucledtido que contiene
modificaciones quimicas, en el que el nucleétido puede tener una unién alterada a los asociados que interacttan, por
ejemplo, que se unen al surco mayor.

Las modificaciones quimicas pueden ubicarse en la cara del surco mayor de la nucleobase, y en el que las
modificaciones quimicas pueden incluir reemplazar o sustituir un atomo de una nucleobase de pirimidina con una
amina, un SH, un alquilo (por ejemplo, metilo o etilo), o un halo (por ejemplo, cloro o fluor).

Las modificaciones quimicas pueden ubicarse en la cara del surco mayor de la nucleobase, y en la que la modificacion
quimica puede incluir reemplazar o sustituir un atomo de una nucleobase de pirimidina con una amina, un SH, un
metilo o etilo, o un cloro o fluor.

Las modificaciones quimicas se pueden ubicar en la fraccién de azucar del nucledétido.
Las modificaciones quimicas se pueden ubicar en la cadena de fosfato del nucleétido.
Las modificaciones quimicas pueden alterar la electroquimica en la cara del surco mayor del nucleétido.

En otro aspecto, la presente descripcion proporciona nucleétidos que contienen modificaciones quimicas, en las que
el nucleétido reduce la respuesta inmune innata celular, en comparacién con la respuesta inmune innata celular
inducida por un acido nucleico no modificado correspondiente.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona secuencias de acido nucleico que comprenden al menos dos
nucleostidos, comprendiendo la secuencia de acido nucleico un nucleétido que interrumpe la unién de un asociado que
interactuda con el surco mayor con la secuencia de acido nucleico, en la que el nucleétido tiene una menor afinidad de
unioén por al asociado que se une al surco mayor.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona composiciones que comprenden un compuesto como se describe
en el presente documento.

La composicion puede ser una mezcla de reaccion.

La composicion puede ser una composicion farmacéutica.

La composicion puede ser un cultivo celular.

Las composiciones pueden comprender ademas una ARN polimerasa y una plantilla de ADNc.

Las composiciones pueden comprender ademas un nucleétido seleccionado del grupo que consiste en adenosina,
citosina, guanosina y uracilo.

En un aspecto adicional, la presente descripcién proporciona métodos para sintetizar un acido nucleico farmacéutico,
que comprende proporcionar un acido desoxirribonucleico complementario (ADNc) que codifica una proteina
farmacéutica de interés; seleccionar un nucleétido que se sabe que interrumpe la unién de un asociado que se une al
surco mayor con un acido nucleico, en el que el nucleétido tiene una menor afinidad de unién al asociado de union al
surco mayor; y poner en contacto el ADNc proporcionado y el nucleétido seleccionado con una ARN polimerasa, en
condiciones tales que se sintetice el acido nucleico farmacéutico.

El acido nucleico farmacéutico puede ser un acido ribonucleico (ARN).

En un aspecto adicional, la presente divulgacion proporciona métodos para fabricar una formulacion farmacéutica que
comprende una proteina secretada fisiolégicamente activa, que comprende transfectar una primera poblacion de
células humanas con un acido nucleico farmacéutico producido por los métodos descritos en el presente documento,
en los que la proteina secretada es activa sobre una segunda poblacién de células humanas.

La proteina secretada puede ser capaz de interactuar, por ejemplo, unirse, con un receptor en la superficie de al menos
una célula presente en la segunda poblacion.

La proteina secretada puede ser un factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF).

La segunda poblacién puede contener células de mieloblasticas que expresan al receptor del G-CSF.
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En un aspecto adicional, la presente divulgacion proporciona métodos para fabricar una formulacion farmacéutica que
comprende células humanas que comprenden una proteina secretada fisiolégicamente activa, que comprende
transfectar una primera poblacién de células humanas con un acido nucleico farmacéutico producido por los métodos
descritos en el presente documento, en los que la proteina secretada es activa en una segunda poblacién de células
humanas.

Definiciones

En varios lugares de la presente memoria descriptiva, los sustituyentes de los compuestos de la presente divulgacion
se describen en grupos o en intervalos. Se pretende especificamente que la presente divulgacion incluya todas y cada
una de las subcombinaciones individuales de los miembros de dichos grupos y intervalos. Por ejemplo, el término
"alquilo C+¢" esta destinado especificamente a divulgar individualmente metilo, etilo, alquilo Cs, alquilo C4, alquilo Cs
y alquilo Ce.

Se pretende ademas que los compuestos de la presente divulgacion sean estables. Como se usa en el presente
documento, "estable" se refiere a un compuesto que es suficientemente robusto para sobrevivir al aislamiento hasta
un grado util de pureza de una mezcla de reaccion, y preferiblemente capaz de formularse en un agente terapéutico
eficaz.

Se aprecia ademas que ciertas caracteristicas de la presente divulgacion, que se describen, para mayor claridad, en
un contexto separado, también pueden proporcionarse en combinacién. Por el contrario, varias caracteristicas de la
presente divulgacion que, por brevedad, se describen en combinacion, también pueden proporcionarse por separado
o en cualquier subcombinacién adecuada.

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

Como se usa en el presente documento, "alquenilo” se refiere a un grupo alquilo que tiene uno o mas enlaces dobles
carbono-carbono. Los ejemplos de grupos alquenilo incluyen etenilo, propenilo y similares.

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

Como se usa en el presente documento, "alquinilo" se refiere a un grupo alquilo que tiene uno o mas enlaces triples
carbono-carbono. Los ejemplos de grupos alquinilo incluyen etinilo, propinilo y similares.

Como se usa en el presente documento, "arilo" se refiere a hidrocarburos aromaticos monociclicos o policiclicos (por
ejemplo, que tienen 2, 3 o 4 anillos condensados) tales como, por ejemplo, fenilo, naftilo, antracenilo, fenantrenilo,
indanilo, indenilo y similares. Los grupos arilo pueden tener de 6 a aproximadamente 20 atomos de carbono.

Como se usa en el presente documento, "halo" o "halégeno" incluye fluor, cloro, bromo y yodo.

Como se usa en el presente documento, "agente terapéutico” se refiere a cualquier agente que, cuando se administra
a un sujeto, tiene un efecto terapéutico, de diagndstico y/o profilactico y/o provoca un efecto bioldgico y/o farmacolégico
deseado.

Como se usa en el presente documento, "animal" se refiere a cualquier miembro del reino animal. "Animal" puede
referirse a los humanos en cualquier etapa de desarrollo. Alternativamente, "animal" puede referirse a animales no
humanos en cualquier etapa de desarrollo. El animal no humano puede ser un mamifero (por ejemplo, un roedor, un
ratén, una rata, un conejo, un mono, un perro, un gato, una oveja, ganado, un primate o un cerdo). Los animales
incluyen, pero no estan limitados a, mamiferos, aves, reptiles, anfibios, peces y gusanos. El animal puede ser un
animal transgénico, un animal manipulado genéticamente o un clon.

Como se usa en este documento, "aproximadamente" o "o alrededor de", cuando se aplica a uno o mas valores de
interés, se refiere a un valor que es similar a un valor de referencia establecido. El término "aproximadamente" 0 " o
alrededor de" puede referirse a un intervalo de valores que se encuentran dentro del 25%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%,
15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% o menos en cualquier direccion (mayor o
menor que) del valor de referencia indicado, a menos que se establezca o sea evidente, a partir del contexto (excepto
cuando dicho numero supere el 100% de un valor posible).

Como se usa en el presente documento, "asociado con", "conjugado”, "enlazado”, "unido" y "atado", cuando se usa
con respecto a dos o mas fracciones, significa que las fracciones estan asociadas fisicamente o conectadas entre si,
ya sea directamente o a través de una o mas fracciones adicionales que sirven como un agente de enlace, para formar
una estructura que sea suficientemente estable para que las fracciones permanezcan asociadas fisicamente en las
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condiciones en las que se usa la estructura, por ejemplo, condiciones fisioldgicas.

Como se usa en el presente documento, "biolégicamente activo” se refiere a una caracteristica de cualquier sustancia
que tiene actividad en un sistema bioldgico y/u organismo. Por ejemplo, una sustancia que, cuando se administra a
un organismo, tiene un efecto bioldgico sobre ese organismo, se considera biolégicamente activa. Cuando un acido
nucleico es biolégicamente activo, una porcién de ese acido nucleico que comparte al menos una actividad biolégica
del acido nucleico completo se denomina tipicamente como una porcion "biolégicamente activa".

Como se usa en el presente documento, "conservado” se refiere a residuos de nucledtidos o de aminoacidos de una
secuencia de polinucledtidos o secuencia de aminoacidos, respectivamente, que son aquellos que aparecen
inalterados en la misma posicion de dos o mas secuencias relacionadas que se comparan. Los nucleétidos o
aminoacidos que estan relativamente conservados son aquellos que se conservan entre mas secuencias relacionadas
que los nucledétidos o aminoacidos que aparecen en otras partes de las secuencias. Se puede decir que dos 0 mas
secuencias estan "completamente conservadas" si son 100% idénticas entre si. Se puede decir que dos o mas
secuencias estan "altamente conservadas" si son al menos un 70% idénticas, al menos un 80% idénticas, al menos
un 90% idénticas, o al menos un 95% idénticas entre si. Se puede decir que dos 0 mas secuencias estan "altamente
conservadas" si son aproximadamente el 70% idénticas, aproximadamente el 80% idénticas, aproximadamente el 90%
idénticas, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 98%, o aproximadamente el 99% idénticas entre si. Se
puede decir que dos 0 mas secuencias estan "conservadas" si son al menos un 30% idénticas, al menos un 40%
idénticas, al menos un 50% idénticas, al menos un 60% idénticas, al menos un 70% idénticas, al menos un 80%
idénticas, al menos el 90% idéntico, o al menos el 95% idéntico entre si. Se puede decir que dos o mas secuencias
estan "conservadas" si son aproximadamente 30% idénticas, aproximadamente 40% idénticas, aproximadamente 50%
idénticas, aproximadamente 60% idénticas, aproximadamente 70% idénticas, aproximadamente 80% idénticas,
aproximadamente 90% idénticas aproximadamente el 95% idénticas, aproximadamente el 98% idénticas, o
aproximadamente el 99% idénticas entre si.

Como se usa en el presente documento, "expresion" de una secuencia de acido nucleico se refiere a uno o mas de
los siguientes eventos: (1) produccion de una plantilla de ARN a partir de una secuencia de ADN (por ejemplo,
mediante transcripcion); (2) procesamiento de una transcripcion de ARN (por ejemplo, mediante empalme, edicion,
formacion de la cubierta 5' y/o procesamiento del extremo 3'); (3) traduccion de un ARN en un polipéptido o proteina;
y (4) maodificacién postraduccional de un polipéptido o proteina.

Como se usa en el presente documento, una molécula bioldgica "funcional" es una molécula biolégica en una forma
en la que exhibe una propiedad y/o actividad por la cual se caracteriza.

Como se usa en este documento, "in vitro" se refiere a eventos que ocurren en un entorno artificial, por ejemplo, en
un tubo de ensayo o recipiente de reaccion, en un cultivo celular, en una placa de Petri, etc., en lugar de dentro de un
organismo (por ejemplo, animal, planta, o microbio).

Como se usa en este documento, "in vivo" se refiere a eventos que ocurren dentro de un organismo (por ejemplo,
animal, planta o microbio).

Como se usa en este documento, "aislado” se refiere a una sustancia o entidad que ha sido (1) separada de al menos
algunos de los componentes con los que estaba asociada cuando se produjo inicialmente (ya sea en la naturaleza o
en un entorno experimental), y/o (2) producido, preparado y/o fabricado por la mano del hombre. Las sustancias y/o
entidades aisladas pueden separarse de al menos aproximadamente el 10%, aproximadamente el 20%,
aproximadamente el 30%, aproximadamente el 40%, aproximadamente el 50%, aproximadamente el 60%,
aproximadamente el 70%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 90% o mas de los otros componentes con
los que se asociaron inicialmente. Los agentes aislados pueden ser mas de aproximadamente el 80%,
aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 91%, aproximadamente el 92%,
aproximadamente el 93%, aproximadamente el 94%, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%,
aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, aproximadamente el 99%, o mas de aproximadamente el 99%
de pureza. Como se usa en este documento, una sustancia es "pura" si esta sustancialmente libre de otros
componentes.

Como se usa en este documento, "sujeto” o "paciente" se refiere a cualquier organismo al que se puede administrar
una composicion de acuerdo con la presente divulgacion, por ejemplo, con fines experimentales, de diagnéstico,
profilacticos y/o terapéuticos. Los sujetos tipicos incluyen animales (por ejemplo, mamiferos tales como ratones, ratas,
conejos, primates no humanos y seres humanos) y/o plantas.

Como se usa en el presente documento, "sustancialmente" se refiere a la afeccion cualitativa de exhibir una extension
o grado total o casi total de una caracteristica o propiedad de interés. Una persona con experiencia ordinaria en las
artes bioldgicas entendera que los fendmenos bioldgicos y quimicos rara vez, o nunca, se completan y/o se completan
totalmente, logran o evitan un resultado absoluto. Por lo tanto, el término "sustancialmente” se usa en este documento
para capturar la posible falta de integridad inherente en muchos fendmenos biolégicos y quimicos.

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

Como se usa en este documento, "cantidad terapéuticamente eficaz" significa una cantidad de un agente a administrar
(por ejemplo, acido nucleico, farmaco, agente terapéutico, agente de diagndstico, agente profilactico, etc.) que es
suficiente, cuando se administra a un sujeto que sufre o es susceptibles a una enfermedad, trastorno y/o afeccion,
para tratar, mejorar los sintomas, diagnosticar, prevenir y/o retrasar la aparicion de la enfermedad, el trastorno o la
afeccion.

Como se usa en el presente documento, "factor de transcripcion” se refiere a una proteina de unién a ADN que regula
la transcripcion de ADN en ARN, por ejemplo, por activacion o represion de la transcripcion. Algunos factores de
transcripcion afectan la regulacién de la transcripcion solo, mientras que otros actdan en concierto con otras proteinas.
Algunos factores de transcripcion pueden activar y reprimir la transcripcion bajo ciertas condiciones. En general, los
factores de transcripcion se unen a una secuencia objetivo especifica o secuencias muy similares a una secuencia de
consenso especifica en una region reguladora de un gen objetivo. Los factores de transcripcion pueden regular la
transcripcion de un gen objetivo solo o en un complejo con otras moléculas.

Como se usa en el presente documento, "tratar" se refiere a aliviar, mejorar, retrasar el inicio, inhibir la progresion de,
reducir la gravedad y/o reducir la incidencia de uno o mas sintomas o caracteristicas de una enfermedad, trastorno
y/o afeccion particular. Por ejemplo, "tratar" el cancer puede referirse a inhibir la supervivencia, el crecimiento y/o la
diseminacion de un tumor. El tratamiento puede administrarse a un sujeto que no muestre signos de una enfermedad,
trastorno o afeccion y/o a un sujeto que muestre solo signos tempranos de una enfermedad, trastorno o afeccion con
el fin de disminuir el riesgo de desarrollar una patologia asociada con la enfermedad, trastorno y/o afeccion. El
tratamiento puede comprender el suministro de una proteina asociada con un acido nucleico terapéuticamente activo
a un sujeto que lo necesite.

Como se usa en este documento, "no modificado" se refiere a un acido nucleico antes de ser modificado, por ejemplo,
adenosina, guanosina, citosina, timidina y uracilo, o un aminoacido natural. Los compuestos descritos en el presente
documento pueden ser asimétricos (por ejemplo, tener uno o mas estereocentros). Todos los estereocisémeros, tales
como enantidmeros y diasteredmeros, estan destinados a menos que se indique lo contrario. Los compuestos de la
presente descripcién que contienen atomos de carbono asimétricamente sustituidos pueden aislarse en formas
6pticamente activas o racémicas. Los métodos sobre como preparar formas épticamente activas a partir de materiales
de partida opticamente activos son conocidos en la técnica, tal como por resolucién de mezclas racémicas o por
sintesis estereoselectiva. Muchos isémeros geométricos de olefinas, dobles enlaces C=N, y similares también pueden
estar presentes en los compuestos descritos en el presente documento, y todos estos isémeros estables se
contemplan en la presente divulgacion. Los isdmeros geométricos cis y trans de los compuestos de la presente
divulgacion se describen y pueden aislarse como una mezcla de isdmeros o como formas isémeras separadas.

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

Los compuestos de la presente divulgacion también pueden incluir todos los is6topos de atomos que se producen en
los compuestos intermedios o finales. Los is6topos incluyen aquellos atomos que tienen el mismo ndmero atémico
pero diferentes niumeros de masa. Por ejemplo, los isétopos de hidrogeno incluyen tritio y deuterio.

El término "compuesto”, como se usa en el presente documento, pretende incluir todos los estereocisémeros, isémeros
geomeétricos, tautdmeros e isétopos de las estructuras representadas.

Los compuestos de la presente divulgacion se pueden aislar sustancialmente. Por "sustancialmente aislado" se
entiende que el compuesto esta al menos parcial o sustancialmente separado del entorno en el que se formé o detecto.
La separacion parcial puede incluir, por ejemplo, una composicién enriquecida en el compuesto de la presente
divulgacion. La separacion sustancial puede incluir composiciones que contengan al menos aproximadamente el 50%,
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al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 80%, al menos
aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 97% o al menos
aproximadamente el 99% en peso del compuesto de la presente divulgacion, o sal del mismo. Los métodos para aislar
compuestos y sus sales son rutinarios en la técnica.

Los compuestos de la presente divulgacion, y las sales de los mismos, también se pueden preparar en combinacion
con un disolvente o moléculas de agua para formar solvatos e hidratos por métodos de rutina.

La presente descripcion también incluye sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en el
presente documento. Como se usa en el presente documento, "sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a
derivados de los compuestos descritos en los que el compuesto original se modifica convirtiendo una fraccién acido o
base existente en su forma de sal. Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan
a, sales de acidos minerales u organicos de residuos basicos tales como aminas; sales alcalinas u organicas de
residuos acidos tales como acidos carboxilicos; y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente
divulgacion incluyen las sales convencionales no téxicas del compuesto original formado, por ejemplo, a partir de
acidos inorganicos u organicos no toéxicos. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente divulgacion se
pueden sintetizar a partir del compuesto original que contiene una fracciéon basica o acida por métodos quimicos
convencionales. Generalmente, tales sales pueden prepararse haciendo reaccionar las formas de base o acido libre
de estos compuestos con una cantidad estequiométrica de la base o acido apropiado en agua o en un disolvente
organico, o en una mezcla de los dos; en general, se prefieren medios no acuosos como éter, acetato de etilo, etanal,
isopropanol o acetonitrilo. Las listas de sales adecuadas se encuentran en Remington's Pharmaceutical Sciences, 172
edicién, Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania, 1985, pagina 1418 y Journal of Pharmaceutical Science,
66, 2 (1977), cada uno de los cuales se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad.

La frase "farmacéuticamente aceptable" se emplea en el presente documento para referirse a aquellos compuestos,
materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que, dentro del alcance del buen juicio médico, son adecuados
para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin toxicidad excesiva, irritacion, respuesta
alérgica u otro problema o complicacion, en proporcion con una relacion razonable de riesgo/beneficio.

La presente descripcion también incluye profarmacos de los compuestos descritos en el presente documento. Como
se usa en este documento, "profarmacos" se refiere a cualquier portador, tipicamente unido covalentemente, que libera
el farmaco principal activo cuando se administra a un sujeto mamifero. Los profarmacos se pueden preparar
modificando los grupos funcionales presentes en los compuestos de tal manera que las modificaciones se escindan,
ya sea en la manipulacion rutinaria o in vivo, a los compuestos originales. Los profarmacos incluyen compuestos en
los que los grupos hidroxilo, amino, sulfhidrilo o carboxilo estan unidos a cualquier grupo que, cuando se administra a
un sujeto mamifero, se escinde para formar un grupo hidroxilo, amino, sulfhidrilo o carboxilo libre, respectivamente.
Los ejemplos de profarmacos incluyen, pero no se limitan a, acetato, formiato y derivados de benzoato de grupos
funcionales alcohol y amina en los compuestos de la presente divulgacion. La preparacion y el uso de profarmacos se
discuten en T. Higuchi y V. Stella, "Pro-drugs as Novel Delivery Systems", Vol. 14 de la A.C.S. Symposium Series, y
en Bioreversible Carriers in Drug Design, ed. Edward B. Roche, American Pharmaceutical Association and Pergamon
Press, 1987, los cuales se incorporan en el presente documento por referencia en su totalidad.

Nucleosidos y nucleotidos modificados

La presente divulgacion proporciona nucledsidos y nucledtidos modificados. Como se describe en el presente
documento, "nucledsido” se define como un compuesto que contiene una molécula de azucar de cinco carbonos (una
pentosa o ribosa) o un derivado de la misma, y una base organica, purina o pirimidina, o un derivado de la misma.
Como se describe en el presente documento, "nucleétido” se define como un nucledsido que consiste en un grupo
fosfato. Los nucledsidos y nucleotidos descritos en el presente documento generalmente se modifican quimicamente
en la cara del surco mayor. Las modificaciones quimicas del surco mayor pueden incluir un grupo amino, un grupo tiol,
un grupo alquilo o un grupo halo.

La Tabla 1 a continuacion identifica las caras quimicas de cada nucleétido canénico. Los circulos identifican los atomos
que comprenden las respectivas regiones quimicas.
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Los nucledsidos modificados pueden incluir al ribonucledsido piridin-4-ona, 5-aza-uridina, 2-tio-5-aza-uridina, 2-
tiouridina, 4-tio-pseudouridina, 2-tio-pseudouridina, 5-hidroxiuridina, 3-metiluridina, 5-carboximetil-uridina, 1-
carboximetil-pseudouridina,  5-propinil-uridina,  1-propinil-pseudouridina,  5-taurinometiluridina, 1-taurinometil-
pseudouridina, 5-taurinometil-2-tio-uridina, 1-taurinometil-4-tio-uridina, 5-metil-uridina, 1-metil-pseudouridina, 4-tio-1-
metil-pseudouridina, 2-tio-1-metil-pseudouridina, 1-metil-1-desaza-pseudouridina, 2-tio-1-metil-1-desaza-
pseudouridina, dihidrouridina, dihidropseudouridina, 2-tio-dihidrouridina, 2-tio-dihidropseudouridina, 2-metoxiuridina,
2-metoxi-4-tio-uridina, 4-metoxi-pseudouridina y 4-metoxi-2-tio-pseudouridina.

Los nucledsidos modificados pueden incluir 5-aza-citidina, pseudoisocitidina, 3-metil-citidina, N4-acetilcitidina, 5-
formilcitidina, N4-metilcitidina, 5-hidroximetilcitidina, 1-metil-pseudoisocitidina, pirrol-citidina, pirrolo-pseudoisocitidina,
2-tio-citidina, 2-tio-citidina, 2-tio-5-metil-citidina, 4-tio-pseudoisocitidina, 4-tio-1-metil-pseudoisocitidina, 4-tio-1-metil-1-
desaza-pseudoisocitidina, 1-metil-1-desaza-pseudoisocitidina, zebularina, 5-aza-zebularina, 5-metil-zebularina, 5-aza-
2-tio-zebularina, 2-tio-zebularina, 2-metoxi-citidina, 2-metoxi-5-metil-citidina, 4-metoxi-pseudoisocitidina y 4-metoxi-1-
metil-pseudoisocitidina.

Los nucledsidos modificados pueden incluir 2-aminopurina, 2,6-diaminopurina, 7-desaza-adenina, 7-desaza-8-aza-
adenina, 7-desaza-2-aminopurina, 7-desaza-8-aza-2-aminopurina, 7-desaza-2,6-diaminopurina, 7-desaza-8-aza-2,6-
diaminopurina, 1-metiladenosina, N6-metiladenosina, N6-isopenteniladenosina, N6-(cis-hidroxiisopentenil)adenosina,
2-metiltio-N6-(cis-hidroxi-isopentenil)adenosina, N6-glicinilcarbamoiladenosina, N6-treonilcarbamoiladenosina, N-6-
metil-tio-N6-treonilcarbamoiladenosina, N6,N6-dimetiladenosina, 7-metiladenina, 2-metiltio-adenina, y 2-metoxi-
adenina.

Los nucledsidos modificados pueden incluir inosina, 1-metil-inosina, wiosina, wibutosina, 7-desaza-guanosina, 7-
desaza-8-aza-guanosina, 6-tio-guanosina, 6-tio-7-deaza-guanosina, 6-tio-7-desaza-8-aza-guanosina, 7-metil-
guanosina, 6-tio-7-metil-guanosina, 7-metilinosina, 6-metoxi-guanosina, 1-metilguanosina, N2-metilguanosina, N2,N2-
dimetilguanosina, 8-oxo-guanosina, 7-metil-8-oxo-guanosina, 1-metil-6-tio-guanosina, N2-metil-6-tio-guanosina y
N2,N2-dimetil-6-tio-guanosina.

El nucledtido puede modificarse en la cara del surco mayor y puede incluir el reemplazo del hidrégeno en C-5 de
uracilo con un grupo metilo o un grupo halo.

El nucledsido y el nucleétido pueden ser un compuesto de formula I:

i
Y'-—P—Y2
v o
n
i
! p=Z
Y3
\Rc1
m
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donde:
ZesOoS;
cada uno de Y' se selecciona independientemente de -OR?', -NR?' R*' y -SRa";

cada uno de Y2 se selecciona independientemente de O, NR?, S o un enlazador que comprende un atomo seleccionado
del grupo que consiste en C, O, Ny S;

cada uno de Y3 se selecciona independientemente de Oy S;

Y* se selecciona de H, -OR?, -SR? y -NHR?;

nes0,1,203;

mesO0,1,203;

B es una nucleobase;

R2 es H, alquilo C1-20, alquenilo Cz-20, alquinilo Cz.20, 0 arilo Cs-20;

Ra" y R®! son cada uno independientemente H o un contraion; y

-Y3-R°" es OH o SH a un pH de aproximadamente 1 o -Y3-R®' es O~ 0 S™ a pH fisioldgico;
0 -Y3-R°" es alcoxi C1.20, -O-alquenilo Ca.20, 0 -O-alquinilo C1.20;

en donde cuando B es una nucleobase no modificada seleccionada de citosina, guanina, uracilo y adenina, entonces
al menos unode Z, Y' o Y2 no es O u OH.

B puede ser un nucleobase de Férmula ll-a, 11-b, o lI-c:

R? R?
1 4 3 3
R\YJ\\\N,R R\NJ\NH R\N*N
UWAX RK&O K(&O
ll-a 11-b T

donde:

= denota un enlace sencillo o doble;

XesOo0S;

U y W son cada uno independientemente C o N;

VesO,S,CoN;

en donde cuando V es C, entonces R' es H, alquilo C1.s, alquenilo C+.6, alquinilo C+., halo, o -OR®, en donde alquilo
C1-20, alquenilo Cyz0, alquinilo Cz20 estan cada uno opcionalmente sustituidos con -OH, -NR2RP, -SH, -C(O)R®, -
C(O)OR¢, -NHC(O)R®, o -NHC(O)ORS;

y en donde cuando V es O, S o N, entonces R’ esta ausente;

R2 es H, -OR¢, -SR¢, -NR2R?, 0 halo;

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

R3 es H o alquilo C1.20;

R* es H o alquilo C+-20; en donde cuando ™ denota un doble enlace, entonces R* esta ausente, o N-R?*, en conjunto,
forma un N cargado positivamente con alquilo C1-2o;

R? y RP son cada uno independientemente H, alquilo C1.20, alquenilo Cx.20, alquinilo Cz20 0 arilo Cs.20; y

Re es H, alquilo C1.20, alquenilo C,-, fenilo, bencilo, un grupo de polietilenglicol o un grupo amino-polietilenglicol.

10
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B puede ser una nucleobase de Férmula ll-a1, ll-a2, ll-a3, 1l-a4 o lI-a5

X
1 4 4
R\ELN,R l)\ R \(k % ﬁ)kNH
N/&X /& \N
1I-al 11-a2 11-a3 11-a4 1I-a5

B puede ser una nucleobase seleccionada del grupo que consiste en citosina, guanina, adenina y uracilo
B puede ser una pirimidina o un derivado de la misma

Py

5 El nucledtido puede ser un compuesto de Férmula I-a

m
I-b.
El nucledtido puede ser un compuesto de Férmula I-c
z z
Y1—l|f|’—Y2—I$—Y2—I$ Y2 B

10
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o}
0
HNT | NH NH
7 o (7
Y'4—P—Y2 Y'4—P—Y2 N” =0
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n n
HO OH HO OH
0 0
HNJ\NH " "NH
Z N
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n n
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El nucledtido se puede seleccionar del grupo que consiste en:
N

Y1
NH,
z o
Yip-y2 N‘N/J§O \'4
CI)R°1 O
n
5 HO OH

El nucleétido modificado puede ser:

La modificaciéon quimica del surco mayor puede incluir el reemplazo del grupo C-H en C-5 con un grupo -NH- o un
grupo -NH(CHs)-.

10 Por ejemplo, el nucledétido modificado puede ser:

o) o)
] NS ] HsCop A
N X
Ho—'F}—o o Ho—ﬁf—o o
OH o OH O
HO OH o HO OH

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

Por ejemplo, el nucledtido modificado puede ser:

12
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NH2 NH,

HO OH o HO OH

La modificacién quimica del surco mayor puede incluir un anillo fusionado que esta formado por el NH; en la posicion
C-4 y el atomo de carbono en la posicion C-5.

Por ejemplo, el nucledétido modificado puede ser:

HaC,
NH
/
Y
0
HO—P—0 N’go
|
OH O
5 HO OH

El nucleétido modificado es 5'-O-(1-tiofosfato)-adenosina, 5'-O-(1-tiofosfato)-citidina, 5'-O-(1-tiofosfato)-guanosina, 5'-
O- (1-tiofosfato)-uridina o 5'-O-(1-tiofosfato)-seudouridina.

NH,
N Y
¢ ]
>
3 N/J
il
0—1?——0 o
o
OH OH
5'-0O-(1-tiofosfato)-adenosina
NH,
]
a N/&O
i
0—P—0 o
o
10 OoH  OH
5'-0-(1-tiofosfato)-citidina
0
N
oL
" N N//‘LNHZ
]
'o-—F;—-o o
&
OH OH

5'-0-(1-tiofosfato)-guanosina
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5'-0O-(1-tiofosfato)-uridina

5'-0-(1-tiofosfato)-seudouridina

La fraccion fosfato sustituida con a-tio se proporciona para conferir estabilidad a los polimeros de ARN y ADN a través
de los enlaces del esqueleto de fosforotioato no natural. EI ADN y ARN de fosforotioato tienen una mayor resistencia
a las nucleasas y, posteriormente, una vida media mas larga en un entorno celular. Se espera que los acidos nucleicos
unidos a fosforotioato también reduzcan la respuesta inmune innata a través de una unién/activacion mas débil de las

moléculas inmunes innatas celulares.

Otros ejemplos de nucledtidos modificados y combinaciones de nucledtidos modificados se proporcionan a

continuacién en la Tabla 2.

ES 2737960 T3

a

) ¥ o]
5
[l
e}—?—o o
&
OH OH
I
N7 TNH
3 -
Fo O
o
o
owmn;mc o
&
OH  OH

Tabla 2

Nucleétido modificado

Combinacion de nucleétidos modificados

6-aza-citidina

a-tio-citidina/5-yodo-uridina

2-tio-citidina

a-tio-citidina/N1-metil-pseudo-uridina

a-tio-citidina

a-tio-citidina/a-tio-uridina

Pseudo-iso-citidina

a-tio-citidina/5-metil-uridina

5-aminoalil-uridina

a-tio-citidina/pseudo-uridina

5-yodo-uridina

Pseudo-iso-citidina/5-yodo-uridina

N1-metil-pseudouridina

Pseudo-iso-citidina/N1-metil-pseudo-uridina

5,6-dihidrouridina

Pseudo-iso-citidina/a-tio-uridina

a-tio-uridina

Pseudo-iso-citidina/5-metil-uridina

4-tio-uridina

Pseudo-iso-citidina/Pseudo-uridina

6-aza-uridina

Pirrolo-citidina

5-hidroxi-uridina

Pirrolo-citidina/5-yodo-uridina

Desoxi-timidina

Pirrolo-citidina/N1-metil-pseudo-uridina

Pseudo-uridina

Pirrolo-citidina/a-tio-uridina
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Inosina Pirrolo-citidina/5-metil-uridina
a-tio-guanosina Pirrolo-citidina/Pseudo-uridina
8-oxo-guanosina 5-metil-citidina/5-yodo-uridina

0O6-metil-guanosina 5-metil-citidina/N1-metil-pseudo-uridina
7-desaza-guanosina 5-metil-citidina/a-tio-uridina
Sin modificacion 5-metil-citidina/5-metil-uridina
N1-metil-adenosina 5-metil-citidina/Pseudo-uridina
2-amino-6-cloro-purina 5-metil-citidina
N6-metil-2-aminopurina 25% de Pseudo-iso-citidina
6-Cloro-purina 25% de N1-metil-pseudo-uridina
N6-metil-adenosina |25% de N1-Metil-pseudo-uridina/75% de pseudo-uridina
a-tio-adenosina 5-metil-uridina
8-azido-adenosina 5-yodo-citidina
7-desaza-adenosina

Sintesis de nucledtidos modificados

Los nucleosidos y los nucledtidos modificados descritos en el presente documento pueden prepararse a partir de
materiales de partida facilmente disponibles usando los siguientes métodos y procedimientos generales. Se entiende
que cuando se dan condiciones de proceso tipicas o preferidas (es decir, temperaturas de reaccion, tiempos,
relaciones molares de reactantes, disolventes, presiones, etc.) también se pueden usar otras condiciones de proceso
a menos que se indique lo contrario. Las condiciones de reaccion éptimas pueden variar con los reactivos particulares
o el disolvente utilizado, pero un experto en la técnica puede determinar dichas condiciones mediante procedimientos
de optimizacién de rutina.

Los procesos descritos en el presente documento pueden monitorizarse de acuerdo con cualquier método adecuado
conocido en la técnica. Por ejemplo, la formacion del producto se puede monitorizar por medios espectroscopicos,
como la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (por ejemplo, 'H o '3C), espectroscopia infrarroja,
espectrofotometria (por ejemplo, UV-visible), espectrometria de masas o por cromatografia tal como cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) o cromatografia en capa fina.

La preparacion de nucledsidos y nucledtidos modificados puede implicar la proteccion y desproteccion de diversos
grupos quimicos. El experto en la técnica puede determinar facilmente la necesidad de proteccion y desproteccion, y
la seleccion de grupos protectores apropiados. La quimica de los grupos protectores se puede encontrar, por ejemplo,
en Greene, et al., Protective Groups in Organic Syntesis, 2d. Ed., Wiley & Sons, 1991, que se incorpora aqui como
referencia en su totalidad.

Las reacciones de los procesos descritos en el presente documento pueden llevarse a cabo en disolventes adecuados,
que pueden seleccionarse facilmente por un experto en la técnica de la sintesis organica. Los disolventes adecuados
pueden ser sustancialmente no reactivos con los materiales de partida (reactivos), los productos intermedios o
productos a las temperaturas a las que se llevan a cabo las reacciones, es decir, las temperaturas que pueden variar
desde la temperatura de congelacion del disolvente hasta la temperatura de ebullicion del disolvente. Una reaccién
dada puede llevarse a cabo en un disolvente o una mezcla de mas de un disolvente. Dependiendo de la etapa de
reaccion particular, se pueden seleccionar disolventes adecuados para una etapa de reaccion particular. La resolucion
de mezclas racémicas de nucledsidos y nucleétidos modificados puede llevarse a cabo por cualquiera de los
numerosos métodos conocidos en la técnica. Un método de ejemplo incluye la recristalizacion fraccionada utilizando
un "acido de resolucion quiral" que es un acido organico formador de sal 6pticamente activo. Los agentes de resolucion
adecuados para los métodos de recristalizacion fraccionaria son, por ejemplo, acidos 6pticamente activos, tales como
las formas D y L del acido tartarico, acido diacetiltartarico, acido dibenzoiltartarico, acido mandélico, acido malico,
acido lactico o los diversos acidos canforsulfénicos épticamente activos. La resolucién de mezclas racémicas también
se puede llevar a cabo mediante elucion en una columna empaquetada con un agente de resolucion épticamente
activo (por ejemplo, dinitrobenzoilfenilglicina). El experto en la técnica puede determinar la composicion de disolvente
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de elucién adecuada.

Los ejemplos de sintesis de nucleétidos modificados se proporcionan a continuacién en los Esquemas 1y 2.

Esquemal
o 0
/IL R< )J\
HN NH N NH
S 5 RBr/Calor = o
R = alguilo, alguenila,
HO o alilo, y bencilo HO 0
OH  OH OH OH
1y POCI,
2} Pirofosfato
8]
NP
N NH
=
[ °
E}D—IT—O—T—O—IT—D o
Og 0o Q9
OH OH
Esquema 2
NH; NHz
/l\ R /Jx\
T o RBriCalor = 0
R = alguilo, alguenilo,
HO a alilo, y bancilo HO 0
OH OH CH OH
1y POCI
2} Pirofosfato
MHz
R
I VY
=
P 19 ’
@-O—Fl'—O—Fl*—O—Fl‘—O a
Og 08 08
OH OH

Los nucledsidos y nucleétidos modificados también se pueden preparar de acuerdo con los métodos de sintesis
descritos en Ogata et al. Journal of Organic Chemistry 74: 2585-2588, 2009; Purmal et al. Nucleic Acids Research 22

(1): 72-78, 1994; Fukuhara et al. Biochemistry 1 (4): 563-568, 1962; y Xu et al. Tetrahedron 48 (9): 1729-1740, 1992,
cada uno de los cuales se incorporan por referencia en su totalidad.
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Acidos nucleicos modificados

La presente divulgacion proporciona acidos nucleicos, que incluyen ARN como los ARNm que contienen uno o mas
nucledsidos modificados (denominados "acidos nucleicos modificados") o nucleétidos como se describe en el presente
documento, que tienen propiedades utiles que incluyen la disminucién significativa o la falta de una induccion
sustancial de la respuesta inmune innata de una célula en la que se introduce el ARNm, o la supresién de la misma.
Debido a que estos acidos nucleicos modificados mejoran la eficiencia de la produccion de proteinas, la retencion
intracelular de los acidos nucleicos y la viabilidad de las células contactadas, ademas de poseer una inmunogenicidad
reducida, de estos acidos nucleicos en comparacion con los acidos nucleicos no modificados, los que tienen estas
propiedades se denominan "acidos nucleicos mejorados".

Ademas, la presente divulgacion proporciona acidos nucleicos, que tienen una menor afinidad de unién a un asociado
que interactua, por ejemplo, se une al surco mayor. Por ejemplo, los acidos nucleicos estan formados por al menos
un nucledtido que se ha modificado quimicamente en la cara del surco mayor como se describe aqui.

El término "acido nucleico", en su sentido mas amplio, incluye cualquier compuesto y/o sustancia que sea o pueda
incorporarse en una cadena de oligonucleétido. Los ejemplos de acidos nucleicos para uso de acuerdo con la presente
divulgacion incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de ADN, ARN incluyendo ARNm mensajero (ARNm), hibridos
de los mismos, agentes que inducen ARNi, agentes de ARNi, ARNpi, ARNph, ARNmi, ARN antisentido, ribozimas,
ADN catalitico, ARN que inducen la formacién de hélices triples, aptameros, vectores, etc., se describen en detalle en
este documento.

Se proporcionan acidos nucleicos modificados que contienen una regién traducible y una, dos o mas de dos
modificaciones de nucledsidos diferentes. El acido nucleico modificado puede exhibir una degradacion reducida en
una célula en la que se introduce el acido nucleico, en relacién con un acido nucleico no modificado correspondiente.
Los ejemplos de acidos nucleicos incluyen los acidos ribonucleicos (ARN), los acidos desoxirribonucleicos (ADN), los
acidos nucleicos de treosa (TNA), los acidos nucleicos de glicol (GNA), los acidos nucleicos bloqueados (LNA) o un
hibrido de los mismos. El acido nucleico modificado puede ser ARN mensajero (ARNm). Como se describe en el
presente documento, los acidos nucleicos de la presente divulgacion no inducen sustancialmente una respuesta
inmune innata de una célula en la que se introduce el ARNm.

Puede ser deseable degradar intracelularmente un acido nucleico modificado introducido en la célula, por ejemplo, si
se desea una sincronizacion precisa de la produccion de proteinas. Por lo tanto, la presente divulgacion proporciona
un acido nucleico modificado que contiene un dominio de degradacion, que es capaz de actuar de forma dirigida dentro
de una célula.

Otros componentes del acido nucleico son opcionales, y pueden ser beneficiosos. Por ejemplo, se proporciona una
region no traducida 5' (UTR) y/o una 3' UTR, en la que cualquiera o ambas pueden contener independientemente una
o mas modificaciones de nucledsidos diferentes. Las modificaciones de nucleésidos también pueden estar presentes
en la region traducible. También se proporcionan acidos nucleicos que contienen una secuencia de Kozak.

Adicionalmente, se proporcionan acidos nucleicos que contienen una o mas secuencias de nucleétidos intrénicas
capaces de ser escindidas del acido nucleico.

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

Las secuencias de acidos nucleicos pueden comprender un compuesto de Férmula I-d:
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&
—§—Y1—E)—Y2 B
Y2 e
Y2 v
I
_§_Y1_FI>:Z
Y\3
RC1
I-d
donde:
ZesOoS;

cada uno de Y' se selecciona independientemente de -OR?", -NR2'R"" y -SRa";

cada uno de Y2 se selecciona independientemente de O, NR?, S o un enlazador que comprende un atomo seleccionado
del grupo que consiste en C, O, Ny S;

cada uno de Y3 se selecciona independientemente de O y S;

Y* se selecciona de H, -OR?, -SR? y -NHR?;

B es una nucleobase;

R2 es H, alquilo C1.20, alquenilo Cz-20, alquinilo Cz.20, 0 arilo Cs-20;

Ra" y R®! son cada uno independientemente H o un contraion; y

-Y3-R°" es OH 0 SH a un pH de aproximadamente 1 o -Y3-R®' es O~ 0 S™ a pH fisioldgico;
0 -Y3-R°" es alcoxi C1.20, -O-alquenilo Ca.20, u -O-alquinilo C1.00;

en donde cuando B es una nucleobase no modificada seleccionada de citosina, guanina, timidina, uracilo y adenina,
entonces al menos unode Z, Y' o Y2 no es O u OH.

B puede ser un nucleobase de Férmula ll-a, 1I-b, o II-c:

1 4 3 3
by S
II-a II-b 1I-c

donde:

> denota un enlace sencillo o doble;

XesOo0S;

U y W son cada uno independientemente C o N;

VesO,S,CoN;

en donde cuando V es C, entonces R' es H, alquilo C1., alquenilo C1.6, alquinilo C1.6, halo, o -ORc, en donde alquilo
C1-20, alquenilo Cyz0, alquinilo C220 estan cada uno opcionalmente sustituidos con -OH, -NR2RP, -SH, -C(O)R®, -
C(O)OR¢, -NHC(O)R®, o -NHC(O)ORS;

y en donde cuando V es O, S o N, entonces R’ esta ausente;

R2 es H, -OR¢, -SR¢, -NR2R?, 0 halo;

o cuando V es C, entonces R' y R? junto con los atomos de carbono a los que estan unidos pueden formar un anillo
de 5 0 6 miembros opcionalmente sustituido con 1-4 sustituyentes seleccionados de halo, - OH, - SH, -NR2R®, alquilo
C1-20, alquenilo Cy-20, alquinilo Cz-20, alcoxi C1-20, 0 tioalquilo Cq-0;
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R3 es H o alquilo C1.20;

R* es H o alquilo C+-20; en donde cuando ™ denota un doble enlace, entonces R* esta ausente, o N-R?*, en conjunto,
forma un N cargado positivamente sustituido con alquilo C1-2o;

R? y RP son cada uno independientemente H, alquilo C1.20, alquenilo Cx.20, alquinilo Cz20 0 arilo Cs.20; ¥
Re es H, alquilo C1.20, alquenilo C,., fenilo, bencilo, un grupo de polietilenglicol o un grupo amino-polietilenglicol.

B puede ser una nucleobase de Formula ll-a1, 1l-a2, lI-a3, ll-a4 o 1l-a5:

& R

N
N
: 1

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

Al menos el 25% de las citoquinas se pueden reemplazar por un compuesto de Férmula I-a (por ejemplo, al menos
aproximadamente el 30%, al menos aproximadamente el 35%, al menos aproximadamente el 40%, al menos
aproximadamente el 45%, al menos aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 55%, al menos
aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente el 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos
aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos
aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 95%, o aproximadamente el 100%).

Al menos el 25% de los uracilos puede reemplazarse por un compuesto de Férmula I-a (por ejemplo, al menos
aproximadamente el 30%, al menos aproximadamente el 35%, al menos aproximadamente el 40%, al menos
aproximadamente el 45%, al menos aproximadamente el 50%), al menos aproximadamente el 55%, al menos
aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente el 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos
aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos
aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 95%, o aproximadamente el 100%).

Al menos el 25% de las citoquinas y el 25% de los uracilos pueden reemplazarse por un compuesto de Férmula I-a
(por ejemplo, al menos aproximadamente el 30%, al menos aproximadamente el 35%, al menos aproximadamente el
40%, al menos aproximadamente el 45%, al menos aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 55%, al
menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente el 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos
aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos
aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 95%, o aproximadamente el 100%).

El acido nucleico puede ser traducible.
Asociados que interacttian con el surco mayor

Como se describe en el presente documento, la frase "asociado que interactiia con el surco mayor" se refiere a los
receptores de reconocimiento de ARN que detectan y responden a los ligandos de ARN a través de interacciones, por
ejemplo, union, con la cara del surco mayor de un nucleétido o acido nucleico. Como tales, los ligandos de ARN que
comprenden nucleétidos o acidos nucleicos modificados como se describen en el presente documento disminuyen las
interacciones con los asociados de unién al surco mayor y, por lo tanto, disminuyen la respuesta inmune innata, o la
expresion y secrecion de citoquinas proinflamatorias, o ambas.

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

Prevencioén o reduccion de la activacion de la respuesta inmune celular innata utilizando acidos nucleicos modificados

El término "respuesta inmune innata" incluye una respuesta celular a acidos nucleicos exdgenos, incluyendo acidos
nucleicos monocatenarios, generalmente de origen viral o bacteriano, que involucra la induccion de la expresion y
liberacion de citoquinas, particularmente los interferones y la muerte celular. La sintesis de proteinas también se
reduce durante la respuesta inmune celular innata. Si bien es ventajoso eliminar la respuesta inmune innata en una
célula, la presente divulgacion proporciona mRNA modificados que reducen sustancialmente la respuesta inmune,
incluida la sefalizacion de interferén, sin eliminar por completo esa respuesta. La respuesta inmune puede reducirse
en un 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99%, 99,9%, o mas del 99,9% en comparacién a la
respuesta inmune inducida por un acido nucleico no modificado correspondiente. Dicha reduccion se puede medir
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mediante la expresion o el nivel de actividad de los interferones de tipo 1 o la expresion de genes regulados por el
interferon, tal como los receptores tipo Toll (por ejemplo, TLR7 y TLR8). La reduccion de la respuesta inmune innata
también puede medirse por la disminucion de la muerte celular después de una o mas administraciones de ARN
modificados a una poblacion celular; por ejemplo, la muerte celular es 10%, 25%, 50%, 75%, 85%, 90%, 95%, o mas
del 95% menor que la frecuencia de muerte celular observada con un acido nucleico no modificado correspondiente.
Ademas, la muerte celular puede afectar a menos del 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5%, 1%, 0,1%, 0,01% o menos del
0,01% de las células en contacto con los acidos nucleicos modificados.

La presente descripcion proporciona la introduccion repetida (por ejemplo, la transfeccién) de acidos nucleicos
modificados en una poblacion de células objetivo, por ejemplo, in vitro, ex vivo o in vivo. La etapa de ponerse en
contacto con la poblacién celular se puede repetir una o mas veces (tal como dos, tres, cuatro, cinco o mas de cinco
veces). La etapa de poner en contacto la poblacion celular con los acidos nucleicos modificados puede repetirse varias
veces, de manera que se logre una eficiencia predeterminada de traduccion de proteinas en la poblacion celular. Dada
la reducida citotoxicidad de la poblacién de células objetivo proporcionada por las modificaciones del acido nucleico,
tales transfecciones repetidas se pueden lograr en una amplia gama de tipos de células.

Variantes del polipéptido

Se proporcionan acidos nucleicos que codifican polipéptidos variantes, que tienen una cierta identidad con una
secuencia polipeptidica de referencia. El término "identidad" tal como se conoce en la técnica, se refiere a una relacion
entre las secuencias de dos 0 mas péptidos, segun se determina comparando las secuencias. En la técnica, "identidad"
también significa el grado de relacion de secuencia entre péptidos, segin lo determinado por el numero de
coincidencias entre cadenas de dos o mas residuos de aminoacidos. La "identidad" mide el porcentaje de coincidencias
idénticas entre la menor de dos 0 mas secuencias con alineaciones de huecos (si las hay) abordadas por un modelo
matematico o programa informatico en particular (es decir, "algoritmos"). La identidad de los péptidos relacionados se
puede calcular facilmente mediante métodos conocidos. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a, aquellos
descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, New York, 1988;
Biocomputing:

Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of
Sequence

Data, Parte 1, Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular
Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M.
Stockton Press, New York, 1991; y Carillo et al., SIAM J. Applied Math. 48, 1073 (1988).

La variante de polipéptido puede tener la misma actividad o una actividad similar a la del polipéptido de referencia.
Alternativamente, la variante tiene una actividad alterada (por ejemplo, aumentada o disminuida) con respecto a un
polipéptido de referencia. En general, las variantes de un polinucleétido o polipéptido particular de la presente
divulgacion tendran al menos aproximadamente el 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas de identidad de secuencia con ese polinucleétido o
polipéptido de referencia particular segun lo determinado por los programas y parametros de alineacion de secuencias
descritos en este documento y conocidos para los expertos en la técnica.

Como reconocen los expertos en la materia, los fragmentos de proteinas, los dominios de proteinas funcionales y las
proteinas homologas también se consideran dentro del alcance de la presente descripcion. Por ejemplo, en este
documento se proporciona cualquier fragmento de proteina de una proteina de referencia (es decir, una secuencia de
polipéptidos al menos un residuo de aminoacido mas corto que una secuencia de polipéptidos de referencia pero, por
lo demas, idéntico) 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 90, 100 o mas de 100 aminoacidos de longitud. En otro ejemplo,
cualquier proteina que incluya un tramo de aproximadamente 20, aproximadamente 30, aproximadamente 40,
aproximadamente 50, o aproximadamente 100 aminoacidos que sea aproximadamente el 40%, aproximadamente el
50%, aproximadamente el 60%, aproximadamente el 70%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 90%,
aproximadamente el 95%, o aproximadamente el 100% idéntico a cualquiera de las secuencias descritas en el
presente documento pueden utilizarse de acuerdo con la presente divulgacion. Una secuencia de proteina para ser
utilizada de acuerdo con la presente divulgacion puede incluir 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas mutaciones como se
muestra en cualquiera de las secuencias proporcionadas o referenciadas en este documento.

Bibliotecas de polipéptidos

También se proporcionan bibliotecas de polinucleétidos que contienen modificaciones de nucledsidos, en las que los
polinucleétidos contienen individualmente una primera secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido, tal
como un anticuerpo, un asociado de unién a proteinas, una proteina de armazon y otros polipéptidos conocidos en la
técnica. Preferiblemente, los polinucleétidos son ARNm en una forma adecuada para la introduccién directa en un
huésped de célula objetivo, que a su vez sintetiza el polipéptido codificado.

Se pueden producir y probar multiples variantes de una proteina, cada una con diferentes modificaciones de
aminoacidos, para determinar la mejor variante en términos de farmacocinética, estabilidad, biocompatibilidad y/o
actividad bioldgica, o una propiedad biofisica tal como el nivel de expresion. Dicha biblioteca puede contener 10, 102,
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103, 104, 10°, 108, 107, 108, 10° 0 mas de 10° variantes posibles (incluidas sustituciones, eliminaciones de uno o mas
residuos e insercion de uno o mas residuos).

Complejos de polipéptido-acido nucleico

La traduccion de proteinas adecuada implica la agregacion fisica de varios polipéptidos y acidos nucleicos asociados
con el ARNm. La presente descripcion proporciona complejos de proteina-acido nucleico, que contienen un ARNm
traducible que tiene una o mas modificaciones de nucledsidos (por ejemplo, al menos dos modificaciones de
nucledsidos diferentes) y uno o mas polipéptidos unidos al ARNm. Generalmente, las proteinas se proporcionan en
una cantidad eficaz para prevenir o reducir una respuesta inmune innata de una célula en la que se introduce el
complejo.

Acidos nucleicos modificados no traducibles

Como se describe en el presente documento, se proporcionan los ARNm que tienen secuencias que son
sustancialmente no traducibles. Dicho ARNm es eficaz como vacuna cuando se administra a un sujeto mamifero.

También se proporcionan acidos nucleicos modificados que contienen una o mas regiones no codificantes. Dichos
acidos nucleicos modificados generalmente no se traducen, pero son capaces de unirse y secuestrar uno o mas
componentes de la maquinaria de traduccion, tal como una proteina ribosomal o un ARN de transferencia (ARNt),
reduciendo asi la expresion de proteinas en la célula. El acido nucleico modificado puede contener un ARN pequefio
nucleolar (ARNpnu), un micro ARN (miARN), un ARN pequefio interferente (ARNpi) o un ARN que interacciona con
Piwi (ARNip).

Sintesis de acidos nucleicos modificados

Los acidos nucleicos para uso de acuerdo con la presente divulgacion pueden prepararse de acuerdo con cualquier
técnica disponible que incluye, pero no se limita a sintesis quimica, sintesis enzimatica, que generalmente se
denomina transcripcion in vitro, escision enzimatica o quimica de un precursor mas largo, etc. Los métodos para
sintetizar ARN son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Gait, MJ (ed.) Oligonucleotide synthesis: a practical
approach, Oxford [Oxfordshire], Washington, DC: IRL Press, 1984; y Herdewijn, P. (ed.) Oligonucleotide synthesis:
methods and applications, Methods in Molecular Biology, v. 288 (Clifton, NJ) Totowa, NJ: Humana Press, 2005; ambos
de los cuales se incorporan aqui como referencia).

Los nucledsidos y nucleodtidos modificados descritos en el presente documento pueden prepararse a partir de
materiales de partida facilmente disponibles usando los siguientes métodos y procedimientos generales. Se entiende
que cuando se dan condiciones de proceso tipicas o preferidas (es decir, temperaturas de reaccion, tiempos,
relaciones molares de reactantes, disolventes, presiones, etc.) también se pueden usar otras condiciones de proceso
a menos que se indique lo contrario. Las condiciones de reaccion éptimas pueden variar con los reactivos particulares
o el disolvente utilizados, pero un experto en la técnica puede determinar dichas condiciones mediante procedimientos
de optimizacién de rutina.

Los procesos descritos en el presente documento pueden monitorizarse de acuerdo con cualquier método adecuado
conocido en la técnica. Por ejemplo, la formacion del producto se puede monitorizar por medios espectroscopicos,
como la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (por ejemplo, 'H o '3C), espectroscopia infrarroja,
espectrofotometria (por ejemplo, UV-visible), o espectrometria de masas, o por cromatografia tal como cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) o cromatografia en capa fina.

La preparacion de nucledsidos y nucleodtidos modificados puede implicar la proteccion y desproteccion de diversos
grupos quimicos. El experto en la técnica puede determinar facilmente la necesidad de proteccion y desproteccion, y
la seleccion de grupos protectores apropiados. La quimica de los grupos protectores se puede encontrar, por ejemplo,
en Greene, et al., Protective Groups in Organic Syntesis, 2d. Ed., Wiley & Sons, 1991, que se incorpora aqui por
referencia en su totalidad.

Las reacciones de los procesos descritos en el presente documento pueden llevarse a cabo en disolventes adecuados,
que pueden seleccionarse facilmente por un experto en la técnica de la sintesis organica. Los disolventes adecuados
pueden ser sustancialmente no reactivos con los materiales de partida (reactivos), los compuestos intermedios o
productos a las temperaturas a las que se llevan a cabo las reacciones, es decir, las temperaturas que pueden variar
desde la temperatura de congelacion del disolvente hasta la temperatura de ebullicion del disolvente. Una reaccién
dada puede llevarse a cabo en un disolvente o una mezcla de mas de un disolvente. Dependiendo de la etapa de
reaccion particular, se pueden seleccionar disolventes adecuados para una etapa de reaccion particular.

La resolucion de mezclas racémicas de nucledsidos y nucleétidos modificados puede llevarse a cabo por cualquiera
de los numerosos métodos conocidos en la técnica. Un ejemplo de método incluye la recristalizacion fraccionada
utilizando un "acido de resolucién quiral" que es un acido organico formador de sal 6pticamente activo. Los agentes
de resolucion adecuados para los métodos de recristalizacion fraccionaria son, por ejemplo, acidos 6pticamente
activos, tales como las formas D y L del acido tartarico, acido diacetiltartarico, acido dibenzoiltartarico, acido mandélico,
acido malico, acido lactico o los diversos acidos canforsulfénicos épticamente activos. La resoluciéon de mezclas
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racémicas también se puede llevar a cabo mediante elucion en una columna empaquetada con un agente de
resolucion 6pticamente activo (por ejemplo, dinitrobenzoilfenilglicina). El experto en la técnica puede determinar la
composicion adecuada del disolvente de elucion. Los acidos nucleicos modificados no necesitan modificarse
uniformemente a lo largo de toda la longitud de la molécula. Pueden existir diferentes modificaciones de nucledtidos
y/o estructuras del esqueleto en varias posiciones en el acido nucleico. Un experto en la técnica apreciara que los
analogos de nucledtidos u otras modificaciones pueden ubicarse en cualquier posiciéon o posiciones de un acido
nucleico, de manera que la funcién del acido nucleico no disminuya sustancialmente. Una modificacion también puede
ser una modificacion terminal de 5' o 3'. Los acidos nucleicos pueden contener como minimo uno y como maximo
100% de nucledtidos modificados, o cualquier porcentaje intermedio, tal como al menos 5% de nucledtidos
modificados, al menos 10% de nucledtidos modificados, al menos 25% de nucledtidos modificados, al menos 50% de
nucledtidos modificados, al menos 80% de nucleétidos modificados, o al menos 90% de nucleétidos modificados. Por
ejemplo, los acidos nucleicos pueden contener una pirimidina modificada, tal como uracilo o citosina. Al menos el 5%,
al menos el 10%, al menos el 25%, al menos el 50%, al menos el 80%, al menos el 90% o el 100% del uracilo en el
acido nucleico puede reemplazarse con un uracilo modificado. El uracilo modificado puede reemplazarse por un
compuesto que tiene una Unica estructura Unica, o puede reemplazarse por una pluralidad de compuestos que tienen
diferentes estructuras (por ejemplo, 2, 3, 4 o0 mas estructuras uUnicas). Al menos el 5%, al menos el 10%, al menos el
25%, al menos el 50%, al menos el 80%, al menos el 90% o el 100% de la citosina en el acido nucleico puede
reemplazarse con una citosina modificada. La citosina modificada puede reemplazarse por un compuesto que tiene
una sola estructura Unica, o puede reemplazarse por una pluralidad de compuestos que tienen diferentes estructuras
(por ejemplo, 2, 3, 4 o mas estructuras Unicas).

En general, la longitud mas corta de un ARNm modificado de la presente divulgacion puede ser la longitud de una
secuencia de ARNm que sea suficiente para codificar un dipéptido. Alternativamente, la longitud de la secuencia de
ARNmM puede ser suficiente para codificar un tripéptido. Alternativamente, la longitud de una secuencia de ARNm
puede ser suficiente para codificar un tetrapéptido. Alternativamente, la longitud de una secuencia de ARNm puede
ser suficiente para codificar un pentapéptido. Alternativamente, la longitud de una secuencia de ARNm puede ser
suficiente para codificar un hexapéptido. Alternativamente, la longitud de una secuencia de ARNm puede ser suficiente
para codificar un heptapéptido. Alternativamente, la longitud de una secuencia de ARNm puede ser suficiente para
codificar un octapéptido. Alternativamente, la longitud de una secuencia de ARNm puede ser suficiente para codificar
un nonapéptido. Alternativamente, la longitud de una secuencia de ARNm puede ser suficiente para codificar un
decapéptido.

Los ejemplos de dipéptidos que las secuencias de acidos nucleicos modificados pueden codificar incluyen, entre otros,
carnosina y anserina.

El ARNm puede tener una longitud superior a 30 nucleétidos. La molécula de ARNm puede tener mas de 35
nucledtidos de longitud. La longitud puede ser de al menos 40 nucleétidos, al menos 45 nucleétidos, al menos 55
nucledtidos, al menos 60 nucledtidos, al menos 60 nucledtidos, al menos 80 nucledtidos, al menos 90 nucledtidos, al
menos 100 nucleétidos, al menos 120 nucleétidos, al menos 140 nucledtidos, al menos 160 nucledtidos, al menos 180
nucleétidos, al menos 200 nucledtidos, al menos 250 nucledétidos, al menos 300 nucleétidos, al menos 350 nucledtidos,
al menos 400 nucledtidos, al menos 450 nucleétidos, al menos 500 nucledtidos, al menos 600 nucleétidos, al menos
700 nucledtidos, al menos 800 nucledtidos, al menos 900 nucledtidos, al menos 1.000 nucledtidos, al menos 1.100
nucledtidos, al menos 1.200 nucledtidos, al menos 1.300 nucleétidos, al menos 1.400 nucledtidos, al menos 1.500
nucledtidos, al menos 1.600 nucledtidos, al menos 1.800 nucledtidos, al menos 2.000 nucledétidos, al menos 2.500
nucledtidos, al menos 3.000 nucledtidos, al menos 4.000 nucleétidos, al menos 5.000 nucleétidos o mas de 5.000
nucleotidos.

La presente divulgacion proporciona métodos para preparar una secuencia de acido nucleico que comprende un
nucledtido que interrumpe la unién de un asociado que interactia con el surco mayor con la secuencia de acido
nucleico, en donde la secuencia de acido nucleico comprende un compuesto de Férmula I-d:

7
e g
\Rc1
\z Y!
|
_é_y'l_llj:Z
Y\3
RC1
I-d
donde:
ZesOoS;
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cada uno de Y' se selecciona independientemente de -OR?", -NR2'R"" y -SRa";

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

cada uno de Y3 se selecciona independientemente de Oy S;

Y* se selecciona de H, -OR?, -SR? y -NHR?;

B es una nucleobase;

R2 es H, alquilo C1.20, alquenilo Cx.20, alquinilo C2.20, 0 arilo Cs.20;

Ra" y R®! son cada uno independientemente H o un contraion; y

-Y3-R°" es OH o SH a un pH de aproximadamente 1 o -Y3-R®' es O~ 0 S™ a pH fisioldgico;
0 -Y3-R°" es alcoxi C1.20, -O-alquenilo Ca.20, 0 -O-alquinilo C1.20,

en donde cuando B es una nucleobase no modificada seleccionada de citosina, guanina, uracilo y adenina, entonces
almenos unode Z, Y'oY2no es Ou OH;

el método que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula I-c:

Z V4 VA
e e
Y\3Rc1 Y\BRC1 Wre
\G v?
I-¢c
con una ARN polimerasa, y una plantilla de ADNc.
La reaccién puede repetirse de 1 a aproximadamente 7.000 veces.
B puede ser una nucleobase de Férmula ll-a, 1I-b, o lI-c:
2 2
RLYI IiN,R“ R{NJCJ)\NH RS\NiN
WA
II-a 11-b Ic

donde:

= denota un enlace sencillo o doble;

XesOo0S;

U y W son cada uno independientemente C o N;

VesO,S,CoN;

en donde cuando V es C, entonces R' es H, alquilo C1.s, alquenilo C+.6, alquinilo C+., halo, o -OR®, en donde alquilo
Ci-20, alquenilo Cyz, alquinilo C220 estan cada uno opcionalmente sustituidos con -OH, -NR2RP, -SH, -C(O)R®, -
C(O)OR¢, -NHC(O)R®, o -NHC(O)ORS;

y en donde cuando V es O, S o N, entonces R’ esta ausente;

R2 es H, -OR¢, -SR¢, -NR2R?, 0 halo;

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

R3 es H o alquilo C1.20;
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R* es H o alquilo C+-20; en donde cuando ™ denota un doble enlace, entonces R* esta ausente, o N-R?*, en conjunto,
forma un N cargado positivamente sustituido con alquilo C1-2o;

R? y RP son cada uno independientemente H, alquilo C1.20, alquenilo Cx.20, alquinilo Cz20 0 arilo Cs.20; ¥
Re es H, alquilo C1.20, alquenilo C,., fenilo, bencilo, un grupo de polietilenglicol o un grupo amino-polietilenglicol.

B puede ser una nucleobase de Formula ll-a1, 1l-a2, lI-a3, ll-a4 o 1I-a5:

2 2 O
)\ R4 R1 i R1 i R1
\E‘L | | SN SN " "NH
’J* o N’J*x N‘N/&O N‘N’go

II-al I1-a2 I1-a3 I1-a4 II-a5.

Los métodos pueden comprender ademas un nucleétido seleccionado del grupo que consiste en adenosina, citosina,
guanosina y uracilo.

La nucleobase puede ser una pirimidina o un derivado de la misma.

La presente divulgacion también proporciona métodos para amplificar una secuencia de acido nucleico que comprende
un nucledtido que interrumpe la unién de un asociado de unién al surco mayor con la secuencia de acido nucleico,
comprendiendo el método:

hacer reaccionar un compuesto de Férmula I-c:

i i
Y'-P—-Y2—P-Y2—P-YZ B
& ' Y2

ZesOoS;
cada uno de Y' se selecciona independientemente de -OR?", -NR2'R"" y -SRa";

cada uno de Y2 se selecciona independientemente de O, NR?, S o un enlazador que comprende un atomo seleccionado
del grupo que consiste en C, O, Ny S;

cada uno de Y3 se selecciona independientemente de O y S;

Y* se selecciona de H, -OR?, -SR? y -NHR?;

B es una nucleobase;

R2 es H, alquilo C1.20, alquenilo Cz-20, alquinilo Cz.20, 0 arilo Cgs-20;

Ra" y R®! son cada uno independientemente H o un contraion; y

-Y3-R°" es OH o SH a un pH de aproximadamente 1 o -Y3-R¢' es O- 0 S- a pH fisioldgico;
0 -Y3-R°" es alcoxi C1.20, -O-alquenilo Ca.20, 0 -O-alquinilo C1.20;

en donde cuando B es una nucleobase no modificada seleccionada de citosina, guanina, uracilo y adenina, entonces
almenos unode Z, Y'oY2no es Ou OH;

con un cebador, una plantilla de ADNc y una ARN polimerasa.

B puede ser un nucleobase de Férmula ll-a, lI-b, o lI-c:

R? o]
RL L R re. JU RL A

V© SN N NH N
Uy A RK&O K(&o

II-a 1I-b II-c
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donde:

= denota un enlace sencillo o doble;
XesOo0S;

U y W son cada uno independientemente C o N;
VesO,S,CoN;

en donde cuando V es C, entonces R' es H, alquilo C1.s, alquenilo C+.6, alquinilo C+., halo, o -OR®, en donde alquilo
Ci1-20, alquenilo Cyz, alquinilo C220 estan cada uno opcionalmente sustituidos con -OH, -NR2RP, -SH, -C(O)R®, -
C(O)OR?, -NHC(0O)R®, o -NHC(O)ORS;

y en donde cuando V es O, S o N, entonces R’ esta ausente;
RZ es H, -OR¢, -SR¢, -NR2R®, 0 halo;

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

R3 es H o alquilo C1.20;

R* es H o alquilo C+-20; en donde cuando > denota un doble enlace, entonces R* esta ausente, o N-R?*, en conjunto,
forman un N cargado positivamente con alquilo C1-;

R? y RP son cada uno independientemente H, alquilo C1.20, alquenilo Cs.20, alquinilo Cz20 0 arilo Cs.20; ¥
Re es H, alquilo C1.20, alquenilo C,., fenilo, bencilo, un grupo de polietilenglicol o un grupo amino-polietilenglicol.

B puede ser una nucleobase de Férmula ll-a1, 1l-a2, lI-a3, ll-a4 o 1l-a5:

\N N O

1 |
wans A
1 I

TI-al 11-a2 1I-a3 11-a4 II-a5.

Los métodos pueden comprender ademas un nucleétido seleccionado del grupo que consiste en adenosina, citosina,
guanosina y uracilo.

La nucleobase puede ser una pirimidina o un derivado de la misma.
Usos de los acidos nucleicos modificados
Agentes terapéuticos

Los acidos nucleicos modificados y las proteinas traducidas a partir de los acidos nucleicos modificados descritos en
el presente documento pueden usarse como agentes terapéuticos. Por ejemplo, un acido nucleico modificado descrito
en el presente documento puede administrarse a un sujeto, en el que el acido nucleico modificado se traduce in vivo
para producir un péptido terapéutico en el sujeto. Por consiguiente, en el presente documento se proporcionan
composiciones, métodos, kits y reactivos para el tratamiento o la prevencion de enfermedades o afecciones en seres
humanos y otros mamiferos. Los agentes terapéuticos activos de la presente divulgacion incluyen acidos nucleicos
modificados, células que contienen acidos nucleicos modificados o polipéptidos traducidos de los acidos nucleicos
modificados, polipéptidos traducidos de acidos nucleicos modificados y células en contacto con células que contienen
acidos nucleicos modificados o polipéptidos traducidos de los acidos nucleicos modificados.

Los compuestos terapéuticos combinados que contienen uno o mas acidos nucleicos modificados que contienen
regiones traducibles que codifican una proteina o proteinas que estimulan la inmunidad de un mamifero junto con una
proteina que induce la toxicidad celular dependiente de anticuerpos también se proporcionan aqui. Por ejemplo, se
proporcionan terapias que contienen uno o mas acidos nucleicos que codifican trastuzumab y un factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF). En particular, tales compuestos terapéuticos en combinaciéon son Utiles en
pacientes con cancer de mama Her2+ que desarrollan resistencia inducida al trastuzumab. (Véase, por ejemplo,
Albrecht, Immunoterapy. 2 (6): 795-8 (2010)).

Se proporcionan métodos para inducir la traduccién de un polipéptido recombinante en una poblacién celular utilizando

los acidos nucleicos modificados descritos en el presente documento. Dicha traduccién puede ser in vivo, ex vivo, in
culture o in vitro. La poblacion de células se pone en contacto con una cantidad eficaz de una composicién que contiene
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un acido nucleico que tiene al menos una modificacion de nucledsido y una regién traducible que codifica el polipéptido
recombinante. La poblacién se pone en contacto en condiciones tales que el acido nucleico se localiza en una o mas
células de la poblacion celular y el polipéptido recombinante se traduce en la célula del acido nucleico.

Se proporciona una cantidad efectiva de la composicion basada, al menos en parte, en el tejido objetivo, el tipo de
célula objetivo, los medios de administracion, las caracteristicas fisicas del acido nucleico (por ejemplo, el tamafio y la
extension de los nucledsidos modificados), y otros determinantes. En general, una cantidad eficaz de la composicion
proporciona una produccién de proteina eficiente en la célula, preferiblemente mas eficiente que una composicion que
contiene un acido nucleico no modificado correspondiente. El aumento de la eficacia puede demostrarse mediante el
aumento de la transfeccion celular (es decir, el porcentaje de células transfectadas con el acido nucleico), el aumento
de la traduccion de proteinas del acido nucleico, la disminucion de la degradaciéon del acido nucleico (como se
demuestra, por ejemplo, mediante el aumento de la duracién de la traduccion de proteinas de un acido nucleico), o
respuesta inmune innata reducida de la célula huésped.

Los aspectos de la presente divulgacion se dirigen a métodos para inducir la traduccioén in vivo de un polipéptido
recombinante en un sujeto mamifero que lo necesite. En este documento, una cantidad efectiva de una composicion
que contiene un acido nucleico que tiene al menos una modificacién de nucledsido y una regién traducible que codifica
el polipéptido recombinante se administra al sujeto utilizando los métodos de administracién descritos en el presente
documento. El acido nucleico se proporciona en una cantidad y bajo otras condiciones, de modo que el acido nucleico
se localiza en una célula del sujeto y el polipéptido recombinante se traduce en la célula a partir del acido nucleico. La
célula en la que se localiza el acido nucleico, o el tejido en el que esta presente la célula, puede seleccionarse con
una o mas rondas de administracion de acido nucleico.

Otros aspectos de la presente divulgacion se refieren al trasplante de células que contienen acidos nucleicos
modificados a un sujeto mamifero. La administracion de células a sujetos mamiferos es conocida por los expertos en
la técnica, tales como la implantacién local (por ejemplo, administracion tépica o subcutanea), administracion a
organos o inyeccion sistémica (por ejemplo, inyeccion intravenosa o inhalacion), tal como es la formulacion de células
en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones que contienen acidos nucleicos modificados se
formulan para la administracion por via intramuscular, transarterial, intraperitoneal, intravenosa, intranasal,
subcutanea, endoscopica, transdérmica o intratecal. La composicion puede formularse para liberacion prolongada.

El sujeto al que se administra el agente terapéutico padece o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad, trastorno
o afeccion nociva. Se proporcionan métodos para identificar, diagnosticar y clasificar a los sujetos sobre estas bases,
que pueden incluir diagnéstico clinico, niveles de biomarcadores, estudios de asociacion de genoma completo (GWAS)
y otros métodos conocidos en la técnica.

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

El acido nucleico modificado administrado puede dirigir la produccion de uno o mas polipéptidos recombinantes que
reemplazan un polipéptido (o multiples polipéptidos) que esta sustancialmente ausente en la célula en la que se
traduce el polipéptido recombinante. Dicha ausencia puede deberse a la mutacion genética del gen codificador o la
via reguladora del mismo. Alternativamente, el polipéptido recombinante funciona para antagonizar la actividad de una
proteina endégena presente en, sobre la superficie o secretada de la célula. Generalmente, la actividad de la proteina
enddgena es perjudicial para el sujeto, por ejemplo, debido a la mutacién de la proteina endégena que resulta en una
actividad o localizacion alterada. Ademas, el polipéptido recombinante antagoniza, directa o indirectamente, la
actividad de una fraccion bioldgica presente en la superficie o secretada de la célula. Los ejemplos de fracciones
biolégicas antagonizadas incluyen lipidos (por ejemplo, colesterol), una lipoproteina (por ejemplo, lipoproteina de baja
densidad), un acido nucleico, un carbohidrato o una toxina de molécula pequefia.

Las proteinas recombinantes descritas en el presente documento estan disefiadas para su localizaciéon dentro de la
célula, potencialmente dentro de un compartimento especifico como el nucleo, o estan disefiadas para la secrecion
de la célula o la translocacion a la membrana plasmatica de la célula.

Como se describe en el presente documento, una caracteristica util de los acidos nucleicos modificados de la presente
divulgacion es la capacidad para reducir la respuesta inmune innata de una célula a un acido nucleico exégeno. Se
proporcionan métodos para realizar la valoracion, reduccion o eliminacién de la respuesta inmune en una célula o una
poblacién de células. La célula puede ponerse en contacto con una primera composicion que contiene una primera
dosis de un primer acido nucleico exdégeno que incluye una region traducible y al menos una modificacion de
nucledsido, y se determina el nivel de la respuesta inmune innata de la célula al primer acido nucleico exégeno.
Posteriormente, la célula se pone en contacto con una segunda composicion, que incluye una segunda dosis del
primer acido nucleico exégeno, conteniendo la segunda dosis una cantidad menor del primer acido nucleico exdgeno
en comparacion con la primera dosis. Alternativamente, la célula se pone en contacto con una primera dosis de un
segundo acido nucleico exdégeno. El segundo acido nucleico exégeno puede contener uno o mas nucledsidos
modificados, que pueden ser iguales o diferentes del primer acido nucleico exégeno o, alternativamente, el segundo
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acido nucleico exégeno puede no contener nucledsidos modificados. Las etapas de poner en contacto la célula con la
primera composicion y/o la segunda composicion pueden repetirse una o mas veces. Ademas, la eficiencia de la
produccioén de proteinas (por ejemplo, la traduccion de proteinas) en la célula se determina opcionalmente, y la célula
puede transfectarse nuevamente con la primera y/o la segunda composicion repetidamente hasta que se logre una
eficiencia de produccion de proteina objetivo.

Compuestos terapéuticos para enfermedades y afecciones

Se proporcionan métodos para tratar o prevenir un sintoma de enfermedades caracterizadas por actividad de proteina
faltante o aberrante, sustituyendo la actividad de proteina faltante o superando la actividad de la proteina aberrante.
Debido al rapido inicio de la produccion de proteinas después de la introduccion de ARNm modificados, en
comparacion con los vectores de ADN viral, los compuestos de la presente divulgacion son particularmente ventajosos
en el tratamiento de enfermedades agudas tales como sepsis, apoplejia e infarto de miocardio. Ademas, la falta de
regulacion transcripcional de los ARNm modificados de la presente descripcion es ventajosa porque se puede lograr
una valoracioén precisa de la produccion de proteinas.

Las enfermedades caracterizadas por actividad proteica disfuncional o aberrante incluyen, pero no se limitan a, cancer
y enfermedades proliferativas, enfermedades genéticas (por ejemplo, fibrosis quistica), enfermedades autoinmunes,
diabetes, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardiovasculares y enfermedades metabdlicas. La
presente divulgacion proporciona un método para tratar tales afecciones o enfermedades en un sujeto mediante la
introduccion de terapias basadas en acido nucleico o células que contienen los acidos nucleicos modificados
proporcionados en el presente documento, en donde los acidos nucleicos modificados codifican una proteina que
antagoniza o supera la actividad de la proteina aberrante presente en la célula del sujeto. Ejemplos especificos de una
proteina disfuncional son las variantes de mutacion con cambio de sentido del gen regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), que producen una variante proteica disfuncional de la proteina CFTR,
que causa la fibrosis quistica.

Las enfermedades multiples se caracterizan por la actividad de la proteina faltante (o disminuida sustancialmente de
modo que no se produce la funcién adecuada de la proteina). Tales proteinas pueden no estar presentes, o son
esencialmente no funcionales. La presente divulgacion proporciona un método para tratar tales afecciones o
enfermedades en un sujeto mediante la introduccién de terapias basadas en acido nucleico o células que contienen
los acidos nucleicos modificados proporcionados en el presente documento, en donde los acidos nucleicos
modificados codifican una proteina que reemplaza la actividad de la proteina que falta de las células objetivo del sujeto.
Ejemplos especificos de una proteina disfuncional son las variantes de mutacion sin sentido del gen regulador de la
conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), que producen una variante proteica no funcional de la
proteina CFTR, que causa la fibrosis quistica.

De este modo, se proporcionan métodos para tratar la fibrosis quistica en un mamifero poniendo en contacto una
célula del sujeto con un acido nucleico modificado que tiene una region traducible que codifica un polipéptido CFTR
funcional, en condiciones tales que una cantidad efectiva del polipéptido CTFR esta presente en la célula. Las células
objetivo preferidas son células epiteliales, tales como las del pulmén, y los métodos de administracion se determinan
dependiendo del tejido objetivo; es decir, para la administracion pulmonar, las moléculas de ARN se formulan para
administracion por inhalacion.

La presente divulgacion también proporciona un método para tratar la hiperlipidemia en un sujeto, introduciendo en
una poblacion celular del sujeto una molécula de ARNm modificada que codifica Sortilina, una proteina recientemente
caracterizada por estudios gendmicos, mejorando asi la hiperlipidemia en un sujeto. El gen SORT1 codifica una
proteina transmembrana de la red trans-Golgi (TGN) llamada Sortilina. Los estudios genéticos han demostrado que
uno de cada cinco individuos tiene un polimorfismo de nucleétido Unico, rs12740374, en el locus 1p13 del gen SORT1
que los predispone a tener niveles bajos de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL). Cada copia del alelo menor, presente en aproximadamente el 30% de las personas, altera el colesterol LDL
en 8 mg/dL, mientras que dos copias del alelo menor, presentes en aproximadamente el 5% de la poblacion, reducen
el colesterol LDL en 16 mg/dL. También se ha demostrado que los portadores del alelo menor tienen un riesgo 40%
menor de infarto de miocardio. Los estudios funcionales in vivo en ratones describen que la sobreexpresion de SORT1
en tejido hepatico de ratén condujo a niveles significativamente mas bajos de colesterol LDL, hasta un 80% mas bajo,
y que silenciar SORT1 aumento el colesterol LDL aproximadamente en un 200% (Musunuru K et al. From noncoding
variant to phenotype via SORT1 at the 1p13 cholesterol locus. Nature 2010; 466: 714-721).

Métodos de administracion de acido nucleico celular

Los métodos de la presente divulgacion potencian el suministro de acido nucleico a una poblacion celular, in vivo, ex
vivo o in culture. Por ejemplo, un cultivo celular que contiene una pluralidad de células huésped (por ejemplo, células
eucariotas, tales como células de mamiferos o levaduras) se pone en contacto con una composicion que contiene un
acido nucleico mejorado que tiene al menos una modificacion de nucledsidos y, opcionalmente, una region traducible.
La composicion también contiene generalmente un reactivo de transfeccion u otro compuesto que aumenta la
eficiencia de la captacion mejorada de acido nucleico en las células huésped. El acido nucleico mejorado muestra una
retencion mejorada en la poblacion celular, en relacion con un acido nucleico no modificado correspondiente. La
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retencion del acido nucleico mejorado es mayor que la retencion del acido nucleico no modificado. Puede ser al menos
aproximadamente 50%, 75%, 90%, 95%, 100%, 150%, 200% o mas del 200% mayor que la retencion del acido
nucleico no modificado. Dicha ventaja de retencion puede lograrse mediante una ronda de transfeccion con el acido
nucleico mejorado, o puede obtenerse después de repetidas rondas de transfeccion.

El acido nucleico mejorado puede administrarse a una poblacion de células objetivo con uno o mas acidos nucleicos
adicionales. Dicha administracion puede ser al mismo tiempo, o el acido nucleico mejorado se suministra antes de la
administracion de uno o mas acidos nucleicos adicionales. Los uno o mas acidos nucleicos adicionales pueden ser
acidos nucleicos modificados o acidos nucleicos no modificados. Se entiende que la presencia inicial de los acidos
nucleicos mejorados no induce sustancialmente una respuesta inmune innata de la poblacion celular y, ademas, que
la respuesta inmune innata no se activara por la presencia posterior de los acidos nucleicos no modificados. A este
respecto, el acido nucleico mejorado puede no contener una region traducible, si la proteina que se desea que esté
presente en la poblacion de células objetivo se traduce de los acidos nucleicos no modificados.

Fracciones de direccionamiento

Se pueden proporcionar acidos nucleicos modificados para expresar un asociado de unién a proteinas o un receptor
en la superficie de la célula, que funciona para dirigir la célula a un espacio tisular especifico o para interactuar con
una fraccion especifica, ya sea in vivo o in vitro. Los asociados de union a proteinas adecuados incluyen anticuerpos
y fragmentos funcionales de los mismos, proteinas de armazén o péptidos. Ademas, se pueden emplear acidos
nucleicos modificados para dirigir la sintesis y la localizacion extracelular de lipidos, carbohidratos u otras fracciones
biolégicas.

Silenciamiento permanente de la expresion génica

Un método para silenciar epigenéticamente la expresion génica en un sujeto mamifero, que comprende un acido
nucleico en el que la regién traducible codifica un polipéptido o polipéptidos capaces de dirigir la metilacion de la
histona H3 especifica de secuencia para iniciar la formacion de heterocromatina y reducir la transcripcion de genes
alrededor de genes especificos para propdsito de silenciar el gen. Por ejemplo, una mutacion de ganancia de funcién
en el gen Janus kinasa 2 es responsable de la familia de enfermedades mieloproliferativas.

Composiciones farmacéuticas

La presente descripcion proporciona proteinas generadas a partir de ARNm modificados. Las composiciones
farmacéuticas pueden comprender opcionalmente una o mas sustancias terapéuticamente activas adicionales. La
descripcién proporciona un método para administrar composiciones farmacéuticas que comprenden una o mas
proteinas para ser administradas a un sujeto que lo necesite. Las composiciones pueden administrarse a humanos.
Para los propdsitos de la presente divulgacion, la frase "ingrediente activo" generalmente se refiere a una proteina o
complejo que contiene proteina como se describe en el presente documento.

Aunque las descripciones de las composiciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento se dirigen
principalmente a composiciones farmacéuticas que son adecuadas para la administracién a seres humanos, los
expertos en la técnica entenderan que tales composiciones son generalmente adecuadas para la administracion a
animales de todo tipo. La modificacion de las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion a seres
humanos con el fin de volver las composiciones adecuadas para la administraciéon a diversos animales es bien
entendida, y el farmacologo veterinario normalmente capacitado puede disefar y/o realizar dicha modificacion con
experimentacion meramente ordinaria, si la hubiera. Los sujetos para los que se contempla la administracion de las
composiciones farmacéuticas incluyen, pero no se limitan a, seres humanos y/u otros primates; mamiferos, incluyendo
mamiferos comercialmente relevantes tales como ganado vacuno, cerdos, caballos, ovejas, gatos, perros, ratones y/o
ratas; y/o aves, incluidas aves comercialmente relevantes como pollos, patos, gansos y/o pavos.

Las formulaciones de las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden prepararse
mediante cualquier método conocido o desarrollado a continuacion en la técnica de la farmacologia. En general, tales
métodos de preparacion incluyen la etapa de asociar el ingrediente activo con un excipiente y/o uno o mas ingredientes
adicionales, y luego, si es necesario y/o deseable, conformar y/o empaquetar el producto en una unidad de una sola
dosis o de dosis multiples.

Una composicion farmacéutica de acuerdo con la presente divulgacion puede prepararse, envasarse y/o venderse a
granel, como una dosis unitaria, y/o como una pluralidad de dosis unitarias individuales. Como se usa en el presente
documento, una "dosis unitaria" es una cantidad discreta de la composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad
predeterminada del ingrediente activo. La cantidad del ingrediente activo es generalmente igual a la dosis del
ingrediente activo que se administraria a un sujeto y/o una fraccion conveniente de dicha dosis tal como, por ejemplo,
la mitad o un tercio de dicha dosis.

Las cantidades relativas del ingrediente activo, el excipiente farmacéuticamente aceptable y/o cualquier ingrediente
adicional en una composicion farmacéutica de acuerdo con la presente divulgacion variaran, dependiendo de la
identidad, el tamafio y/o la afeccion del sujeto tratado y ademas, dependiendo de la ruta por la cual se va a administrar
la composicion. A modo de ejemplo, la composicion puede comprender entre el 0,1% y el 100% (p/p) de ingrediente
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activo.

Las formulaciones farmacéuticas pueden comprender adicionalmente un excipiente farmacéuticamente aceptable,
que, como se usa en el presente documento, incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion,
diluyentes u otros vehiculos liquidos, agentes de dispersion o suspension, agentes activos de superficie, agentes
isotonicos, agentes espesantes o emulsionantes, conservantes, aglutinantes solidos, lubricantes y similares, segun
sea adecuado para la forma de dosificacion particular deseada. The Science and Practice of Pharmacy de Remington,
212 edicion, A. R. Gennaro (Lippincott, Williams & Wilkins, Baltimore, MD, 2006; incorporada aqui por referencia)
describe diversos excipientes usados en la formulacion de composiciones farmacéuticas y técnicas conocidas para su
preparacion. Excepto en la medida en que cualquier medio excipiente convencional sea incompatible con una
sustancia o sus derivados, como al producir cualquier efecto bioldgico indeseable o bien interactuar de manera
perjudicial con cualquier otro componente de la composicion farmacéutica, se contempla su uso dentro del alcance de
la presente divulgacion.

El excipiente farmacéuticamente aceptable puede ser al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos
el 98%, al menos el 99% o el 100% puro. El excipiente puede ser aprobado para uso en humanos y para uso
veterinario. El excipiente puede ser aprobado por la Administracion de Farmacos y Alimentos de los Estados Unidos.
El excipiente puede ser de grado farmacéutico. El excipiente puede cumplir con los estandares de la Farmacopea de
los Estados Unidos (USP), la Farmacopea Europea (EP), la Farmacopea Britanica y/o la Farmacopea Internacional.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables usados en la fabricacién de composiciones farmacéuticas incluyen,
pero no se limitan a, diluyentes inertes, agentes dispersantes y/o granuladores, agentes tensioactivos y/o
emulsionantes, agentes desintegrantes, agentes aglutinantes, conservantes, agentes reguladores, agentes
lubricantes, y/o aceites. Dichos excipientes pueden incluirse opcionalmente en formulaciones farmacéuticas. De
acuerdo con el criterio del formulador, pueden estar presentes excipientes tales como manteca de cacao y ceras para
supositorio, agentes colorantes, agentes de recubrimiento, edulcorantes, saborizantes y/o perfumantes.

Los ejemplos de diluyentes incluyen, pero no se limitan a, carbonato de calcio, carbonato de sodio, fosfato de calcio,
fosfato dicalcico, sulfato de calcio, fosfato acido de calcio, fosfato de sodio, lactosa, sacarosa, celulosa, celulosa
microcristalina, caolin, manitol, sorbitol, inositol, cloruro de sodio, almidén seco, almidén de maiz, azlcar en polvo,
etc., y/o combinaciones de los mismos.

Los ejemplos de agentes de granulacion y/o dispersion incluyen, pero no se limitan a, almidon de patata, almidén de
maiz, almidén de tapioca, glicolato de almidon sédico, arcillas, acido alginico, goma guar, pulpa de citricos, agar,
bentonita, celulosa y productos de madera, esponja natural, resinas de intercambio cationico, carbonato de calcio,
silicatos, carbonato de sodio, poli(vinil-pirrolidona) (crospovidona) entrecruzada, almidén de carboximetil sédico
(almidon glicolato de sodio), carboximetil celulosa, carboximetilcelulosa de sodio entrecruzada (croscarmelosa),
metilcelulosa, almidén pregelatinizado (almidén 1500), almidén microcristalino, almidén insoluble en agua,
carboximetilcelulosa calcica, silicato de magnesio y aluminio (Veegum), laurilsulfato de sodio, compuestos de amonio
cuaternario, etc., y/o combinaciones de los mismos.

Los ejemplos de agentes tensioactivos y/o emulsionantes incluyen, pero no se limitan a, emulsionantes naturales (por
ejemplo, acacia, agar, acido alginico, alginato de sodio, tragacanto, chondrux, colesterol, xantano, pectina, gelatina,
yema de huevo, caseina, grasa de lana, colesterol, cera y lecitina), arcillas coloidales (por ejemplo, bentonita [silicato
de aluminio] y Veegum® [silicato de aluminio y magnesio]), derivados de aminoacidos de cadena larga, alcoholes de
alto peso molecular (por ejemplo, alcohol estearilico, alcohol cetilico, alcohol oleilico, monoestearato de triacetina,
diestearato de etilenglicol, monoestearato de glicerilo y monoestearato de propilenglicol, alcohol polivinilico),
carbémeros (por ejemplo, carboxi polimetileno, acido poliacrilico, polimero de acido acrilico y polimero de
carboxivinilo), carragenano, derivados celulésicos (por ejemplo, carboximetilcelulosa sédica, celulosa en polvo,
hidroximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, metilcelulosa), ésteres de acidos grasos de
sorbitan (por ejemplo, monolaurato de polioxietilén sorbitan [Tween® 20], polioxietilén sorbitan [Tween® 60],
monooleato de polioxietilén sorbitan [Tween® 80], monopalmitato de sorbitan [Span® 40], monoestearato de sorbitan
[Span® 60], triestearato de sorbitan [Span® 65], monooleato de glicerilo, sorbitan monooleato [Span® 80]), ésteres de
polioxietileno (por ejemplo, monoestearato de polioxietileno [Myrj® 45], aceite de ricino hidrogenado polioxietileno,
aceite de ricino polietoxilado, estearato de polioximetileno y Solutol®), ésteres de acidos grasos de sacarosa, ésteres
de acidos grasos de polietilenglicol (por ejemplo, Cremophor®), éteres de polioxietileno (por ejemplo, polioxietilén-
lauril éter [Brij®30]), poli (vinil-pirrolidona), monolaurato de dietilenglicol, oleato de trietanolamina, oleato de sodio,
oleato de potasio, oleato de etilo, acido oleico, laurato de etilo, laurilo sulfato de sodio, Pluronic® F68, Poloxamer®
188, bromuro de cetrimonio, cloruro de cetilpiridinio, cloruro de benzalconio, docusato de sodio, etc. y/o combinaciones
de los mismos.

Los ejemplos de agentes de unién incluyen, pero no se limitan a, almidén (por ejemplo, almidén de maiz y pasta de
almidon); gelatina; azucares (por ejemplo, sacarosa, glucosa, dextrosa, dextrina, melaza, lactosa, lactitol, manitol);
gomas naturales y sintéticas (por ejemplo, goma arabiga, alginato de sodio, extracto de musgo irlandés, goma panwar,
goma Ghatti, mucilago de cascaras de isapol, carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa,
hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metilcelulosa, celulosa microcristalina, acetato de celulosa, poli(vinil-pirrolidona),
silicato de magnesio y aluminio (Veegum®) y arabogalactano de alerce); alginatos; 6xido de polietileno; polietilenglicol;
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sales de calcio inorganicas; acido silicico; polimetacrilatos; ceras; agua; alcohol; etc.; y combinaciones de los mismos.

Los ejemplos de conservantes pueden incluir, pero no se limitan a, antioxidantes, agentes quelantes, conservantes
antimicrobianos, conservantes antifingicos, conservantes de alcohol, conservantes acidos y/u otros conservantes. Los
ejemplos de antioxidantes incluyen, pero no se limitan a, alfa tocoferol, acido ascérbico, palmitato de ascorbilo,
hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, monotioglicerol, metabisulfito de potasio, acido propiénico, galato de
propilo, ascorbato de sodio, bisulfito de sodio, metabisulfito de sodio y/o sulfato de sodio. Los ejemplos de agentes
quelantes incluyen acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido citrico monohidrato, edetato disddico, edetato
dipotasico, acido edético, acido fumarico, acido malico, acido fosforico, edetato sddico, acido tartarico y/o edetato
trisoddico. Los ejemplos de conservantes antimicrobianos incluyen, pero no se limitan a, cloruro de benzalconio, cloruro
de bencetonio, alcohol bencilico, bronopol, cetrimida, cloruro de cetilpiridinio, clorhexidina, clorobutanol, clorocresol,
cloroxilenol, cresol, alcohol etilico, glicerina, hexetidina, imiduria, fenol, fenoxietanol, alcohol feniletilico, nitrato
fenilmercurico, propilenglicol y/o timerosal. Los ejemplos de conservantes antifingicos incluyen, pero no se limitan a,
butilparabeno, metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno, acido benzoico, acido hidroxibenzoico, benzoato de
potasio, sorbato de potasio, benzoato de sodio, propionato de sodio y/o acido sérbico. Los ejemplos de conservantes
de alcohol incluyen, pero no se limitan a, etanol, polietilenglicol, fenol, compuestos fendlicos, bisfenol, clorobutanal,
hidroxibenzoato y/o alcohol feniletilico. Los ejemplos de conservantes acidos incluyen, pero no se limitan a, vitamina
A, vitamina C, vitamina E, beta-caroteno, acido citrico, acido acético, acido deshidroacético, acido ascorbico, acido
sorbico y/o acido fitico. Otros conservantes incluyen, pero no se limitan a, tocoferol, acetato de tocoferol, mesilato de
deteroxima, cetrimida, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), etilendiamina, laurilsulfato de sodio
(SLS), éter lauril sulfato de sodio (SLES), bisulfito de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de potasio, metabisulfito de
potasio, Glydant Plus®, Phenonip®, metilparabeno, Germall®115, Germaben®Il, NeoloneMR, KatonVR y/o Euxyl®.

Los ejemplos de agentes reguladores incluyen, pero no se limitan a, soluciones reguladoras de citrato, soluciones
reguladoras de acetato, soluciones reguladoras de fosfato, cloruro de amonio, carbonato de calcio, cloruro de calcio,
citrato de calcio, glubionato de calcio, gluceptato de calcio, gluconato de calcio, gluconato de calcio, acido d-gluconico,
glicerofosfato de calcio, lactato de calcio, acido propanoico, levulinato de calcio, acido pentanoico, fosfato dibasico de
calcio, acido fosférico, fosfato tribasico de calcio, fosfato de hidroxido de calcio, acetato de potasio, cloruro de potasio,
gluconato de potasio, mezclas de potasio, fosfato de potasio dibasico, fosfato de potasio monobasico, mezclas de
fosfato de potasio, acetato de sodio, bicarbonato de sodio, cloruro de sodio, citrato de sodio, lactato de sodio, fosfato
de sodio dibasico, fosfato de sodio monobasico, mezclas de fosfato de sodio, trometamina, hidroxido de magnesio,
hidréxido de aluminio, acido alginico, agua sin pirégenos, solucién salina isotonica, soluciéon de Ringer, alcohol etilico,
etc., y/o combinaciones de los mismos.

Los ejemplos de agentes lubricantes incluyen, pero no se limitan a, estearato de magnesio, estearato de calcio, acido
estearico, silice, talco, malta, behenato de glicerilo, aceites vegetales hidrogenados, polietilenglicol, benzoato de sodio,
acetato de sodio, cloruro de sodio, leucina, laurilsulfato de magnesio, laurilsulfato de sodio, etc., y combinaciones de
los mismos.

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

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

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles pueden
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formularse de acuerdo con la técnica conocida usando agentes dispersantes, humectantes y/o agentes de suspension
adecuados. Las preparaciones inyectables estériles pueden ser soluciones, suspensiones y/o emulsiones inyectables
estériles en diluyentes y/o disolventes no toxicos parenteralmente aceptables, por ejemplo, como una solucién en 1,3-
butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran el agua, la solucion de
Ringer, USP, y la solucion de cloruro de sodio isotonica. Los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente
como un disolvente o medio de suspensién. Para este proposito, se puede emplear cualquier aceite fijo insipido,
incluyendo mono o diglicéridos sintéticos. Los acidos grasos como el acido oleico se pueden usar en la preparacion
de inyectables.

Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante filtracion a través de un filtro de retencion
bacteriana, y/o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas estériles que pueden disolverse
o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de usar.

Con el fin de prolongar el efecto de un ingrediente activo, a menudo es deseable disminuir la absorcion del ingrediente
activo de la inyeccion subcutanea o intramuscular. Esto se puede lograr mediante el uso de una suspension liquida
de material cristalino o amorfo con escasa solubilidad en agua. La velocidad de absorcion del farmaco depende
entonces de su velocidad de disolucion que, a su vez, puede depender del tamafo del cristal y de la forma cristalina.
Alternativamente, la absorcion retardada de una forma de farmaco administrada por via parenteral se logra disolviendo
o suspendiendo el farmaco en un vehiculo oleoso. Las formas de depdsito inyectables se hacen formando matrices
microencapsuladas del farmaco en polimeros biodegradables, tales como polilactido-poliglicélido. Dependiendo de la
relacion de farmaco con respecto al polimero y de la naturaleza del polimero particular empleado, se puede controlar
la velocidad de liberacién del farmaco. Ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli
(anhidridos). Las formulaciones inyectables de depdsito se preparan atrapando el medicamento en liposomas o
microemulsiones que son compatibles con los tejidos corporales.

Las composiciones para administracion rectal o vaginal son tipicamente supositorios que pueden prepararse
mezclando composiciones con excipientes no irritantes adecuados tales como manteca de cacao, polietilenglicol o
una cera de supositorio que son solidas a temperatura ambiente pero liquidas a temperatura corporal y por lo tanto se
funden en el recto o cavidad vaginal y liberan el ingrediente activo.

Las formas de dosificacion soélidas para administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y
granulos. En tales formas de dosificacion sodlidas, un ingrediente activo se mezcla con al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable inerte tal como citrato de sodio o fosfato dicalcico y/o rellenos o diluyentes (por ejemplo,
almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido silicico), aglutinantes (por ejemplo, carboximetilcelulosa,
alginatos, gelatina, polivinilpirrolidinona, sacarosa y acacia), humectantes (por ejemplo, glicerol), agentes
desintegrantes (por ejemplo, agar, carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca, acido alginico, ciertos silicatos y
carbonato de sodio), agentes retardantes de disoluciéon (por ejemplo, parafina), aceleradores de absorciéon (por
ejemplo, compuestos de amonio cuaternario), agentes humectantes (por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de
glicerol), absorbentes (por ejemplo, caolin y arcilla de bentonita) y lubricantes (por ejemplo, talco, estearato de calcio,
estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, lauril sulfato de sodio), y mezclas de los mismos. En el caso de
capsulas, comprimidos y pildoras, la forma de dosificacion puede comprender agentes reguladores.

Las composiciones solidas de un tipo similar pueden emplearse como rellenos en capsulas de gelatina rellenas
blandas y duras que utilizan excipientes como lactosa o azucar de leche, asi como polietilenglicoles de alto peso
molecular y similares. Las formas de dosificacion solidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y granulos
pueden prepararse con recubrimientos y envolturas tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos bien
conocidos en la técnica de formulacion farmacéutica. Opcionalmente, pueden comprender agentes opacificantes y
pueden ser de una composicion que liberan el ingrediente o ingredientes activos solamente, o preferentemente, en
una cierta parte del tracto intestinal, opcionalmente, de manera retardada. Los ejemplos de composiciones de inclusion
que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras. Las composiciones solidas de un tipo similar pueden
emplearse como rellenos en capsulas de gelatina rellenas blandas y duras utilizando excipientes tales como lactosa o
azucar de leche, asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Las formas de dosificacion para administracion topica y/o transdérmica de una composicion pueden incluir unglentos,
pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, atomizadores, inhaladores y/o parches. En general, un ingrediente
activo se mezcla en condiciones estériles con un excipiente y/o cualquier conservante y/o regulador necesario
farmacéuticamente aceptable que se requiera. Ademas, la presente divulgacion contempla el uso de parches
transdérmicos, que a menudo tienen la ventaja adicional de proporcionar un suministro controlado de un compuesto
al cuerpo. Dichas formas de dosificacion se pueden preparar, por ejemplo, disolviendo y/o dispensando el compuesto
en el medio apropiado. Alternativa o adicionalmente, la velocidad puede controlarse proporcionando una membrana
de control de velocidad y/o dispersando el compuesto en una matriz polimérica y/o gel.

Los dispositivos adecuados para uso en la administracion de composiciones farmacéuticas intradérmicas descritas en
el presente documento incluyen dispositivos de aguja corta tales como los descritos en las patentes de Estados Unidos
Nos 4.886.499; 5.190.521; 5.328.483; 5.527.288; 4.270.537; 5.015.235; 5.141.496; y 5.417.662. Las composiciones
intradérmicas pueden administrarse mediante dispositivos que limitan la longitud efectiva de penetracion de una aguja
en la piel, tales como las descritas en la publicacion PCT WO 99/34850 y sus equivalentes funcionales. Son adecuados
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los dispositivos de inyeccion de chorro que suministran composiciones liquidas a la dermis a través de un inyector de
chorro de liquido y/o una aguja que perfora el estrato cérneo y produce un chorro que llega a la dermis. Los dispositivos
de inyeccion a chorro se describen, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos Nos. 5.480.381; 5.599.302;
5.334.144; 5.993.412; 5.649.912; 5.569.189; 5.704.911; 5.383.851; 5.893.397; 5.466.220; 5.339.163; 5.312.335;
5.503.627; 5.064.413; 5.520.639; 4.596.556; 4.790.824; 4.941.880; 4.940.460; y las publicaciones PCT WO 97/37705
y WO 97/13537. Son adecuados los dispositivos balisticos de suministro de polvo/particulas que utilizan gas
comprimido para acelerar la vacuna en forma de polvo a través de las capas externas de la piel hasta la dermis. De
forma alternativa o adicional, se pueden usar jeringas convencionales en el método clasico de Mantoux de
administracion intradérmica.

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

Una composicion farmacéutica puede prepararse, envasarse y/o venderse en una formulacion adecuada para
administracion pulmonar a través de la cavidad bucal. Dicha formulacién puede comprender particulas secas que
comprenden el ingrediente activo y que tienen un diametro en el intervalo de aproximadamente 0,5 nm a
aproximadamente 7 nm o de aproximadamente 1 nm a aproximadamente 6 nm. Dichas composiciones estan
convenientemente en forma de polvos secos para administraciéon usando un dispositivo que comprende un depdsito
de polvo seco al que puede dirigirse una corriente de propelente para dispersar el polvo y/o usando un recipiente
dispensador de disolvente/polvo autopropulsante tal como un dispositivo que comprende el ingrediente activo disuelto
y/o suspendido en un propelente de bajo punto de ebullicion en un recipiente sellado. Tales polvos comprenden
particulas en las que al menos el 98% de las particulas en peso tienen un diametro mayor que 0,5 nm y al menos el
95% de las particulas en nimero tienen un diametro menor a 7 nm. Alternativamente, al menos el 95% de las particulas
en peso tienen un diametro superior a 1 nm y al menos el 90% de las particulas en nimero tienen un diametro inferior
a 6 nm. Las composiciones de polvo seco pueden incluir un diluyente de polvo fino sélido, tal como azucar, y se
proporcionan convenientemente en una forma de dosis unitaria.

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

Las composiciones farmacéuticas formuladas para la administracion pulmonar pueden proporcionar un ingrediente
activo en forma de gotitas de una solucion y/o suspension. Dichas formulaciones pueden prepararse, envasarse y/o
venderse como soluciones y/o suspensiones alcohdlicas acuosas y/o diluidas, opcionalmente estériles, que
comprenden un ingrediente activo, y pueden administrarse convenientemente usando cualquier dispositivo de
nebulizacion y/o atomizacion. Tales formulaciones pueden comprender ademas uno o mas ingredientes adicionales
que incluyen, pero no se limitan a, un agente saborizante tal como sacarina sodica, un aceite volatil, un agente
regulador, un agente tensioactivo y/o un conservante tal como metilhidroxibenzoato. Las gotitas proporcionadas por
esta via de administracion pueden tener un diametro promedio en el intervalo de aproximadamente 0,1 nm a
aproximadamente 200 nm.

Las formulaciones descritas en el presente documento como Utiles para la administracién pulmonar son utiles para la
administracion intranasal de una composicién farmacéutica. Otra formulaciéon adecuada para la administracion
intranasal es un polvo grueso que comprende el ingrediente activo y que tiene una particula promedio de
aproximadamente 0,2 um a 500 um. Dicha formulacién se administra de la manera en que se toma el rapé, es decir,
por inhalacién rapida a través del conducto nasal desde un recipiente del polvo que se mantiene cerca de la nariz.

Las formulaciones adecuadas para administracion nasal pueden comprender, por ejemplo, desde aproximadamente
el 0,1% (p/p) y hasta el 100% (p/p) del ingrediente activo, y pueden comprender uno o mas de los ingredientes
adicionales descritos en el presente documento. Una composicion farmacéutica puede prepararse, envasarse y/o
venderse en una formulacion adecuada para administracion bucal. Dichas formulaciones pueden, por ejemplo, estar
en forma de comprimidos y/o pastillas elaborados usando métodos convencionales, y pueden, por ejemplo, con 0,1%
a 20% (p/p) de ingrediente activo, el resto que comprende un disolvente oral y/o composicion degradable v,
opcionalmente, uno o mas de los ingredientes adicionales descritos en este documento. Alternativamente, las
formulaciones adecuadas para administracion bucal pueden comprender un polvo y/o una solucién y/o suspension en
aerosol y/o atomizada que comprende un ingrediente activo. Dichas formulaciones en polvo, en aerosol y/o atomizada,
cuando se dispersan, pueden tener un tamafo promedio de particula y/o gotita en el intervalo de aproximadamente
0,1 nm a aproximadamente 200 nm, y pueden comprender ademas uno o mas de los ingredientes adicionales descritos
en este documento.
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Una composicion farmacéutica puede prepararse, envasarse y/o venderse en una formulacion adecuada para
administracion oftalmica. Dichas formulaciones pueden, por ejemplo, estar en forma de gotas oculares que incluyen,
por ejemplo, una solucién y/o suspension al 0,1/1,0% (p/p) del ingrediente activo en un excipiente liquido acuoso o
aceitoso. Tales gotas pueden comprender ademas agentes de tamponamiento, sales y/o uno o mas de cualquiera de
los ingredientes adicionales descritos en el presente documento. Otras formulaciones administrables oftalmicamente
que son utiles incluyen aquellas que comprenden el ingrediente activo en forma microcristalina y/o en una preparacion
liposomal. Se considera que las gotas para los oidos y/o las gotas para los ojos estan dentro del alcance de la presente
divulgacion.

Las consideraciones generales en la formulacion y/o fabricacion de agentes farmacéuticos se pueden encontrar, por
ejemplo, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy vigésima primera edicion, Lippincott Williams & Wilkins,
2005 (incorporada en el presente documento por referencia).

Administracién

La presente divulgacion proporciona métodos que comprenden administrar proteinas o complejos de acuerdo con la
presente divulgacion a un sujeto que la necesite. Las proteinas o los complejos, o las composiciones farmacéuticas,
de imagen, diagnéstico o profilacticas de las mismas, pueden administrarse a un sujeto utilizando cualquier cantidad
y cualquier via de administracion efectiva para prevenir, tratar, diagnosticar u obtener imagenes de una enfermedad,
trastorno y/o afeccion (por ejemplo, una enfermedad, trastorno y/o afeccion relacionada con los déficits de la memoria
de trabajo). La cantidad exacta requerida variara de un sujeto a otro, dependiendo de la especie, la edad y el estado
general del sujeto, la gravedad de la enfermedad, la composicion particular, su modo de administracion, su modo de
actividad y similares. Las composiciones de acuerdo con la presente descripcion se formulan tipicamente en forma
de unidad de dosificacién para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. Se entendera, sin embargo,
que el uso diario total de las composiciones de la presente divulgacion sera decidido por el médico tratante dentro del
alcance de un buen juicio médico. El nivel de dosis terapéuticamente efectivo, profilacticamente efectivo, de imagenes
especificas efectivas, o apropiadas para cualquier paciente en particular dependera de una variedad de factores que
incluyen el trastorno que se esta tratando y la gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico empleado;
la composicion especifica empleada; la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la dieta del paciente; el
tiempo de administracion, la via de administracion y la tasa de excrecion del compuesto especifico empleado; la
duracion del tratamiento; farmacos utilizados en combinacién o coincidentes con el compuesto especifico empleado;
y factores similares bien conocidos en las artes médicas.

Las proteinas que se van a administrar y/o las composiciones farmacéuticas, profilacticas, diagnosticas o de
generacion de imagenes de las mismas pueden administrarse a animales, tales como mamiferos (por ejemplo, seres
humanos, animales domesticados, gatos, perros, ratones, ratas, etc.). Las composiciones farmacéuticas, profilacticas,
de diagndstico o de generacion de imagenes de los mismos pueden administrarse a seres humanos.

Las proteinas que se van a administrar y/o las composiciones farmacéuticas, profilacticas, de diagnéstico o de
generacion de imagenes de las mismas de acuerdo con la presente divulgacion pueden administrarse por cualquier
via. Las proteinas y/o las composiciones farmacéuticas, profilacticas, de diagndstico o de generacion de imagenes de
las mismas, pueden administrarse por una o mas de una variedad de vias, incluidas la oral, intravenosa, intramuscular,
intraarterial, intramedular, intratecal, subcutanea, intraventricular, transdérmica, intradérmica, rectal, intravaginal,
intraperitoneal, topica (por ejemplo, en polvo, ungientos, cremas, geles, lociones y/o gotas), mucosal, nasal, bucal,
enteral, vitrea, intratumoral, sublingual; por instilacion intratraqueal, instilacién bronquial y/o inhalacion; como un
atomizador oral, atomizador nasal y/o aerosol, y/o a través de un catéter de la vena porta. Las proteinas o complejos,
y/o las composiciones farmacéuticas, profilacticas, de diagndstico o de generacion de imagenes de los mismos,
pueden administrarse mediante inyeccion intravenosa sistémica. Las proteinas o complejos y/o las composiciones
farmaceéuticas, profilacticas, de diagndstico o de generacion de imagenes de los mismos pueden administrarse por via
intravenosa y/u oral. Las proteinas o complejos, y/o las composiciones farmacéuticas, profilacticas, de diagnostico o
de generacién de imagenes de los mismos, se pueden administrar de una manera que permita que la proteina o el
complejo atraviese la barrera hematoencefalica, la barrera vascular u otra barrera epitelial.

Sin embargo, la presente divulgacion abarca el suministro de proteinas o complejos, y/o las composiciones
farmacéuticas, profilacticas, de diagndstico o de generacion de imagenes de los mismos, por cualquier via apropiada
teniendo en cuenta los posibles avances en las ciencias del suministro de farmacos.

En general, la via de administracion mas apropiada dependera de una variedad de factores que incluyen la naturaleza
de la proteina o complejo que comprende proteinas asociadas con al menos un agente a administrar (por ejemplo, su
estabilidad en el medio ambiente del tracto gastrointestinal, flujo sanguineo, etc.), el estado del paciente (por ejemplo,
si el paciente es capaz de tolerar vias de administracion particulares, etc.). La presente divulgacion abarca el suministro
de las composiciones farmacéuticas, profilacticas, de diagnostico o de imagenes por cualquier via apropiada teniendo
en cuenta los posibles avances en las ciencias de la administracién de medicamentos.

Las composiciones de acuerdo con la presente divulgacion pueden administrarse a niveles de dosificacion suficientes
para administrar de aproximadamente 0,0001 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg, de aproximadamente 0,01 mg/kg
a aproximadamente 50 mg/kg, de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 40 mg/kg, de aproximadamente
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0,5 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, de
aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, o de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 25
mg/kg, del peso corporal del sujeto por dia, una o mas veces al dia, para obtener el efecto terapéutico, diagndstico,
profilactico o de generacion de imagenes deseado. La dosis deseada puede administrarse tres veces al dia, dos veces
al dia, una vez al dia, dia por medio, cada tercer dia, cada semana, cada dos semanas, cada tres semanas o cada
cuatro semanas. La dosis deseada se puede administrar utilizando administraciones multiples (por ejemplo, dos, tres,
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, diez, once, doce, trece, catorce o mas administraciones).

Las proteinas o complejos se pueden usar en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos, profilacticos, de
diagndstico o de generacion de imagenes. Por "en combinacion con”, no se pretende implicar que los agentes deben
administrarse al mismo tiempo y/o formularse para su entrega en conjunto, aunque estos métodos de administracion
estan dentro del alcance de la presente divulgacion. Las composiciones pueden administrarse simultaneamente, antes
o después de una o mas terapias o procedimientos médicos deseados. En general, cada agente se administrara en
una dosis y/o en un horario determinado para ese agente. La presente divulgacién abarca el suministro de
composiciones farmacéuticas, profilacticas, de diagndstico o de generacion de imagenes en combinacion con agentes
que mejoran su biodisponibilidad, reducen y/o modifican su metabolismo, inhiben su excrecidon y/o modifican su
distribucién dentro del cuerpo.

Se apreciara ademas que los agentes activos terapéuticos, profilacticos, de diagndstico o de generacion de imagenes
utilizados en combinacién pueden administrarse juntos en una Unica composicion o administrarse por separado en
diferentes composiciones. En general, se espera que los agentes utilizados en combinacion se utilicen a niveles que
no excedan los niveles en los que se utilizan individualmente. Los niveles utilizados en combinaciéon pueden ser mas
bajos que los utilizados individualmente.

La combinacion particular de terapias (terapéuticas o procedimientos) a emplear en un régimen de combinacién tendra
en cuenta la compatibilidad de las terapias y/o procedimientos deseados y el efecto terapéutico que se desea lograr.
También se apreciara que las terapias empleadas pueden lograr un efecto deseado para el mismo trastorno (por
ejemplo, una composicion util para tratar el cancer de acuerdo con la presente divulgacion puede administrarse
simultaneamente con un agente quimioterapéutico), o pueden lograr diferentes efectos (por ejemplo, control de
cualquier efecto adverso).

Kits

La presente descripcion proporciona una variedad de kits para llevar a cabo de manera conveniente y/o efectiva los
métodos de la presente descripcion. Normalmente, los kits comprenderan cantidades suficientes y/o niumeros de
componentes para permitir que un usuario realice multiples tratamientos de un sujeto o sujetos y/o realice multiples
experimentos.

En un aspecto, la divulgacion proporciona kits para la producciéon de proteinas, que comprenden un primer acido
nucleico aislado que comprende una region traducible y una modificacion del acido nucleico, en donde el acido nucleico
es capaz de evadir una respuesta inmune innata de una célula en la que se introduce el primer acido nucleico aislado,
y el envasado y las instrucciones.

En un aspecto, la divulgacion proporciona kits para la produccion de proteinas, que comprenden: un primer acido
nucleico aislado que comprende una region traducible, provisto en una cantidad efectiva para producir una cantidad
deseada de una proteina codificada por la region traducible cuando se introduce en una célula objetivo; un segundo
acido nucleico que comprende un acido nucleico inhibidor, proporcionado en una cantidad eficaz para inhibir
sustancialmente la respuesta inmune innata de la célula; y el envasado y las instrucciones.

En un aspecto, la divulgacion proporciona kits para la producciéon de proteinas, que comprenden un primer acido
nucleico aislado que comprende una region traducible y una modificacion de nucledsido, en la que el acido nucleico
presenta una degradacion reducida por una nucleasa celular, y el envasado y las instrucciones.

En un aspecto, la divulgacion proporciona kits para la producciéon de proteinas, que comprenden un primer acido
nucleico aislado que comprende una region traducible y al menos dos modificaciones de nucledsidos diferentes, en
donde el acido nucleico exhibe una degradacion reducida por una nucleasa celular, y el envasado y las instrucciones.

En un aspecto, la divulgacion proporciona kits para la produccién de proteinas, que comprenden un primer acido
nucleico aislado que comprende una region traducible y al menos una modificacién de nucledsido, en la que el acido
nucleico presenta una degradacion reducida por una nucleasa celular; un segundo acido nucleico que comprende un
acido nucleico inhibidor; y el envasado y las instrucciones.

El primer acido nucleico aislado puede comprender ARN mensajero (ARNm). EI ARNm puede comprender al menos
un nucledsido seleccionado del grupo que consiste en ribonucledsido piridin-4-ona, 5-aza-uridina, 2-tio-5-aza-uridina,
2-tiouridina, 4-tio-pseudouridina, 2-tio-pseudouridina, 5-hidroxiuridina, 3-metiluridina, 5-carboximetil-uridina, 1-
carboximetil-pseudouridina,  5-propinil-uridina,  1-propinil-pseudouridina,  5-taurinometiluridina, 1-taurinometil-
pseudouridina, 5- taurinometil-2-tio-uridina, 1-taurinometil-4-tio-uridina, 5-metil-uridina, 1-metil-pseudouridina, 4-tio-1-
metil-pseudouridina, 2-tio-1-metil-pseudouridina, 1-metil-1-desaza-pseudouridina, 2-tio-1-metil-1-desaza-
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pseudouridina, dihidrouridina, dihidropseudouridina, 2-tio-dihidrouridina, 2-tio-dihidropseudouridina, 2-metoxiuridina,
2-metoxi-4-tio-uridina, 4-metoxi-psseudouridina, y 4-metoxi-2-tio-pseudouridina.

El ARNm puede comprender al menos un nucledsido seleccionado del grupo que consiste en 5-aza-citidina,
pseudoisocitidina, 3-metil-citidina, N4-acetilcitidina, 5-formilcitidina, N4-metilcitidina, 5-hidroximetilcitidina, 1-metil-
pseudoisocitidina, pirrolo-citidina, pirrolo-pseudoisocitidina, 2-tio-citidina, 2-tio-5-metil-citidina, 4-tio-pseudoisocitidina,
4-tio-1-metil-pseudoisocitidina, 4-tio-1-metil-1-desaza-pseudoisocitidina, 1-metil-1-desaza-pseudoisocitidina,
zebularina, 5-aza-zebularina, 5-metil-zebularina, 5-aza-2-tio-zebularina, 2-tio-zebularina, 2-metoxi-citidina, 2-metoxi-
5-metil-citidina, 4-metoxi-pseudoisocitidina y 4-metoxi-1-metil-pseudoisocitidina.

El ARNm puede comprender al menos un nucledsido seleccionado del grupo que consiste en 2-aminopurina, 2,6-
diaminopurina, 7-desaza-adenina, 7-desaza-8-aza-adenina, 7-desaza-2-aminopurina, 7-desaza-8-aza-2-aminopurina,
7-desaza-2,6-diaminopurina,  7-desaza-8-aza-2,6-diaminopurina, 1-metiladenosina, N6-metiladenosina, N6-
isopenteniladenosina, N6-(cis-hidroxiisopentenil)adenosina, 2-metiltio-N6-(cis-hidroxiisopentenil)adenosina, N6-glicinil
carbamoiladenosina, N6-treonilcarbomoiladenocina, 2-metil-tio-N6-treonil carbamoiladenosina, N6,N6-
dimetiladenocina, 7-metiladenina, 2-metil-tio-adenina, y 2-metoxi-adenina.

El ARNm puede comprender al menos un nucledsido seleccionado del grupo que consiste en inosina, 1-metil-inosina,
wiosina, wibutosina, 7-desaza-guanosina, 7-desaza-8-aza-guanosina, 6-tio-guanosina, 6-tio-7-desaza-guanosina, 6-
tio-7-desaza-8-aza-guanosina, 7-metil-guanosina, 6-tio-7-metil-guanosina, 7-metilinosina, 6-metoxi-guanosina, 1-
metilguanosina, N2-metilguanosina, N2,N2-dimetilguanosina, 8-oxo-guanosina, 7-metil-8-oxo-guanosina, 1-metil-6-
tio-guanosina, N2-metil-6-tio-guanosina y N2,N2-dimetil-6-tio-guanosina.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona composiciones para la produccion de proteinas, que comprenden un primer
acido nucleico aislado que comprende una region traducible y una modificacion de nucledsidos, en donde el acido
nucleico presenta una degradacion reducida por una nucleasa celular y una célula de mamifero adecuada para la
traduccion de la region traducible del primer acido nucleico.

Ejemplos

La divulgacion se describe con mas detalle en los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1. Transcripcion in vitro de ARNm modificado

Materiales y métodos

Los ARNm modificados (ARNmod) se elaboraron utilizando métodos y materiales de laboratorio estandar para la
transcripcion in vitro con la excepcion de que la mezcla de nucleétidos contenia nucleétidos modificados. El marco de
lectura abierto (ORF) del gen de interés esta flanqueado por una regién 5' no traducida (UTR) que contiene una fuerte
sefial de inicio de la traduccion de Kozak y una UTR 3' alfa-globina que termina con una secuencia de oligo(dT) para
la adicién con plantilla de una cola poliA para los ARNmod que no incorporan analogos de adenosina. Los ARNmod
que contienen adenosina se sintetizaron sin una secuencia de oligo(dT) para permitir la posterior transcripcion de la
cola de poli(A) con polimerasa poli(A). Los ARNmod se modificaron incorporando los nucleétidos modificados
quimicamente indicados en la Tabla 3 (a continuacién) durante la transcripcion in vitro con el 100% de reemplazo del
correspondiente nucleétido natural o el reemplazo parcial del correspondiente nucleétido natural en el porcentaje
indicado.

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

Tabla 3
i . Quimica L, . - .
Nucleétidos modificados 4 Combinacion de nucleétidos modificados Quimica #
6-aza-citidina Qulflnlca a-tio-citidina/5-yodo-uridina Quimica 29
2-tio-citidina ngnca a-tio-citidina/N1-metil-pseudo-uridina Quimica 30
a-tio-citidina QU|:r3n|ca a-tio-citidina/a-tio-uridina Quimica 31
Pseudo-iso-citidina QU|T|ca a-tio-citidina/5-metil-uridina Quimica 32
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Quimica

5-aminoalil-uridina 5 a-tio-citidina/pseudo-uridina Quimica 33
5-yodo-uridina Quign ica Pseudo-iso-citidina/5-yodo-uridina Quimica 34
N1-metil-pseudouridina Quigﬂca Pseudo-iso-citidina/N1-metil-pseudouridina Quimica 35
5,6-dihidrouridina Quignica Pseudo-iso-citidina/a-tio-uridina Quimica 36
a-tio-uridina Quigﬂca Pseudo-iso-citidina/5-metil-uridina Quimica 37
4-tio-uridina Qu[lrgica Pseudo-iso-citidina/Pseudo-uridina Quimica 38
6-aza-uridina Qu[lr?ica Pirrolo-citidina Quimica 39
5-hidroxi-uridina Quilrr21ica Pirrolo-citidina/5-yodo-uridina Quimica 40
Desoxi-timidina Qu[lrgica Pirrolo-citidina/N1-metil-pseudo-uridina Quimica 41
Pseudo-uridina Qu[lrgica Pirrolo-citidina/a-tio-uridina Quimica 42
Inosina Qu[lrgica Pirrolo-citidina/5-metil-uridina Quimica 43
a-tio-guanosina Qu[lrgica Pirrolo-citidina/Pseudo-uridina Quimica 44
8-oxo-guanosina Qu[lrr;ica 5-metil-citidina/5-yodo-uridina Quimica 45
0O6-metil-guanosina Qu[lrgica 5-metil-citidina/N1-metil-pseudo-uridina Quimica 46
7-desaza-guanosina Qu[lrgica 5-metil-citidina/o-tio-uridina Quimica 47
Sin modificacion Quizrgica 5-metil-citidina/5-metil-uridina Quimica 48
N1-metil-adenosina Quizr?ica 5-metil-citidina/Pseudo-uridina Quimica 49
2-amino-6-cloro-purina Qui2rr21ica 5-metil-citidina Quimica 50
N6-metil-2-aminopurina Quizrgica 25% de Pseudo-iso-citidina Quimica 51
(continuacion)
Nucleétidos modificados Qui;nica Combinacién de nucledtidos modificados Quimica #
6-cloro-purina Qui2r2ica 25% de N1-metil-pseudo-uridina Quimica 52

36




ES 2737960 T3

Quimica

N6-metil-adenosina o5 25% de N1-Metil-pseudouridina/75% de pseudouridina | Quimica 53

a-tio-adenosina Quizrgica 5-metil-uridina Quimica 54
8-azido-adenosina Qui2rr71ica 5-yodo-citidina Quimica 55
7-desaza-adenosina Quizrgica

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

Tabla 4
Carril NTP modificado
1 a-tio-citidina
2 Pseudo-iso-citidina
3 5-aminoalil-uridina
4 5-yodo-uridina
5 N1-metil-pseudouridina
6 a-tio-uridina
7 4-tio-uridina
8 5-hidroxi-uridina
9 Desoxi-timidina
10 Pseudo-uridina
11 Inosina
12 a-tio-guanosina
13 8-oxo-guanosina
14 N1-metil-guanosina
15 0O6-metil-guanosina
16 Sin modificacion
17 N1-metil-adenosina
18 2-amino-6-cloro-purina
19 N6-metil-2-amino-purina
20 6-cloro-purina
21 a-tio-adenosina
22 8-azido-adenosina
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23 7-desaza-adenosina

24 6-aza-citidina

25 2-tio-citidina

26 5,6-dihidro-uridina

27 6-aza-uridina

28 7-desaza-guanosina

29 N6-metil-adenosina

Tabla 5
Carril Combinacién de NTP modificados
1 a-tio-citidina/5-yodo-uridina
2 a-tio-citidina/N1-metil-pseudouridina
3 a-tio-citidina/a-tio-uridina
4 a-tio-citidina/5-metil-uridina
5 a-tio-citidina/pseudouridina
6 5-yodo-citidina/5-yodo-uridina
7 5-yodo-citidina/N1-metil-pseudouridina
8 5-yodo-citidina/a-tio-uridina
9 5-yodo-citidina/5-metil-uridina
10 5-yodo-citidina/pseudouridina
11 Pseudo-iso-citidina/5-yodo-uridina
12 Pirrolo-citidina
(continuacion)
Carril Combinacién de NTP modificados

13 Pirrolo-citidina/5-yodo-uridina
14 Pirrolo-citidina/N1-metil-pseudouridina
15 Pirrolo-citidina/a-tio-uridina
16 Pirrolo-citidina/5-metil-uridina
17 Pirrolo-citidina/pseudouridina
18 5-metil-citidina/5-yodo-uridina
19 5-metil-citidina/N1-metil-uridina
20 5-metil-citidina/a-tio-uridina
21 5-metil-citidina/5-metil-uridina
22 5-metil-citidina/pseudo-uridina
23 Pseudo-iso-citidina/N1-metil-pseudouridina
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24 Pseudo-iso-citidina/a-tio-uridina

25 Pseudo-iso-citidina/5-metil-uridina

26 Pseudo-iso-citidina/pseudouridina

27 5-metil-citidina

28 25% de pseudo-iso-citidina

29 25% de N1-metil-pseudouridina

30 25% de N1-metil-pseudouridina/75 de pseudouridina

Electroforesis en gel de agarosa de productos de RT-PCR: Se cargaron productos de PCR de la transcripcion inversa
individual (200-400 ng) en un pozo de gel de agarosa E al 1,2% no desnaturalizante (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se
corrié durante 12-15 minutos de acuerdo con el protocolo del fabricante (FIG. 1B). La tabla 5 a continuacion indica el
nucleétido modificado cargado en cada carril.

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

Ejemplo 2. Transfeccion de ARN modificado

Transfeccion inversa: para los experimentos realizados en una placa de cultivo de tejido recubierta con colageno de
24 pozos, se sembraron queratinocitos a una densidad celular de 1 x 105. Para los experimentos realizados en una
placa de cultivo tisular recubierta con colageno de 96 pozos, los queratinocitos se sembraron a una densidad celular
de 0,5 x 10°. Para cada ARNmod a transfectar, se preparé ARNmod: RNAIMAX como se describié y se mezcld con
las células en la placa de multiples pozos dentro de un periodo de tiempo, por ejemplo, 6 horas, de siembra de células
antes de que las células se hubieran adherido a la placa de cultivo de tejidos.

Transfeccion directa: en una placa de cultivo de tejido recubierta con colageno de 24 pozos, los queratinocitos se
sembraron a una densidad celular de 0,7 x 105. Para los experimentos realizados en una placa de cultivo tisular
recubierta con colageno de 96 pozos, los queratinocitos se sembraron a una densidad celular de 0,3 x 10°. Los
queratinocitos se hicieron crecer hasta una confluencia > 70% durante mas de 24 horas. Para cada ARNmod a
transfectar, el ARNmod: RNAIMAX se preparé como se describio y se transfectd en las células en la placa de multiples
pozos durante las 24 horas posteriores a la siembra de células y la adherencia a la placa de cultivo de tejidos.

Cribado de traduccion de ARNmod: ELISA de G-CSF

Las Figuras 2A y 2B muestran un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para el factor estimulante de
colonias de granulocitos humanos (hu-G-CSF) de células de queratinocitos humanos transfectados in vitro. Los
queratinocitos se cultivaron en medio EpilLife con el suplemento S7 de Invitrogen a una confluencia > 70%. En la Figura
2A os queratinocitos se transfectaron de manera inversa con 300 ng del ARNm indicado modificado quimicamente
complejado con RNAIMAX de Invitrogen. Figura 2B. Los queratinocitos 2B se transfectaron con un ARNmod de 300
ng complejado con RNAIMAX de Invitrogen. El complejo ARN: RNAIMAX se formo primero incubando el ARN con
medio EpilLife sin Suplemento en una dilucién volumétrica 5X durante 10 minutos a temperatura ambiente. En un
segundo vial, el reactivo RNAIMAX se incubé con medio EpiLife sin suplemento en una dilucién volumétrica 10X
durante 10 minutos a temperatura ambiente. El vial de ARN se mezclé luego con el vial de RNAIMAX y se incubd
durante 20-30 a temperatura ambiente antes de afadirse a las células gota a gota. La concentracion de huG-CSF
secretada en el medio de cultivo se midid6 18 horas después de la transfecciéon para cada uno de los ARNm
quimicamente modificados por triplicado. La secrecion del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)
humano de queratinocitos humanos transfectados se cuantificd utilizando un kit ELISA de Invitrogen o de R&D
Systems (Minneapolis, MN) siguiendo las instrucciones recomendadas por los fabricantes. Estos datos muestran que
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los ARNmod de huG-CSF compuestos de analogos de nucleétidos quimicamente distintos (SEQ ID NO: 2) se pueden
traducir en células de queratinocitos humanos y que el huG-CSF se transporta fuera de las células y se libera en el
entorno extracelular. Estos datos indican qué nucledtidos modificados se tradujeron en proteinas cuando se
incorporaron a un ARNm modificado quimicamente. Estos datos muestran que el ARN modificado que contiene
nucledtidos con modificaciones quimicas en la cara del surco mayor de los analogos de pirimidina tiene los niveles
mas altos de hu-G-CSF secretado en el medio de cultivo celular.

Dosis y duracion del ARNmod: ELISA de G-CSF

Las Figuras 3A-N muestran ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) para el factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF) humanos de células de queratinocitos humanos transfectados in vitro. Los
queratinocitos se cultivaron en medio EpiLife con el suplemento S7 de Invitrogen en una confluencia de > 70%. Los
queratinocitos se transfectaron de manera inversa con 0 ng, 46,875 ng, 93,75 ng, 187,5 ng, 375 ng, 750 ng o 1.500
ng de ARNmod complejado con RNAIMAX de Invitrogen. El complejo ARNmod: RNAIMAX se formé como se describio.
La concentracién de huG-CSF secretada en el medio de cultivo se midié a 0,6, 12, 24 y 48 horas después de la
transfeccion para cada concentracion de cada ARNmod por triplicado. La secrecion del factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF) humanos de queratinocitos humanos transfectados se cuantificé utilizando un kit ELISA de
Invitrogen o R&D Systems siguiendo las instrucciones recomendadas por los fabricantes. Estos datos muestran que
los ARNmod de huG-CSF compuestos de analogos de nucleétidos quimicamente distintos (SEQ 1D NO: X'y Tabla 6)
secretaron la proteina hu-G-CSF de una manera dependiente de la dosis de ARNmod de células de queratinocitos
humanos y que el huG-CSF se transporta fuera de las células y se libera en el medio extracelular. Estos datos indican
qué ARN modificados que contienen analogos de nucledtidos modificados sostienen la expresion de hu-G-CSF
durante los niveles mas largos y mas altos. Estos datos muestran que el ARN modificado que contiene nucledtidos
modificados con modificaciones quimicas en la cara del surco mayor de los analogos de pirimidina tiene los niveles
mas altos de hu-G-CSF secretado en el medio de cultivo celular y que 750 ng de ARNmod genera el nivel mas alto de
hu-G-CSF secretado.

Ejemplo 3. Respuesta inmune celular innata a ARNmod
ELISA de IFN-B y ELISA de TNF-a:

Las Figuras 4A-F muestran un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para el factor de necrosis tumoral
humano a (TNF-a) (Figuras 4A y 4B); Interferon- humano (IFN-f) (Figuras 4C y 4D); y el factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF) humanos (Figuras 4E y 4F) secretado a partir de células de queratinocitos humanos
transfectados in vitro. Los queratinocitos se cultivaron en medio EpilLife con suplemento de crecimiento de
queratinocitos humanos en ausencia de hidrocortisona de Invitrogen a una confluencia > 70%. En las figuras 4A y 4B,
los queratinocitos se transfectaron de manera inversa con 0 ng, 93,75 ng, 187,5 ng, 375 ng, 750 ng, 1.500 ng o 3.000
ng del ARNm indicado quimicamente modificado complejado con RNAIMAX de Invitrogen como se describié por
triplicado. TNF-a secretado en el medio de cultivo se midié 24 horas después de la transfeccion para cada uno de los
ARNmM quimicamente modificados utilizando un kit ELISA de Invitrogen de acuerdo con los protocolos del fabricante.

En las Figuras 4C y 4D, el IFN-3 secretado en el mismo medio de cultivo se midié 24 horas después de la transfeccion
para cada uno de los ARNm quimicamente modificados utilizando un kit ELISA de Invitrogen de acuerdo con los
protocolos del fabricante. En las Figuras 4E y 4F, la concentracion de hu-G-CSF secretada en el mismo medio de
cultivo se midié 24 horas después de la transfeccién para cada uno de los ARNm quimicamente modificados. La
secrecion del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) humano de queratinocitos humanos
transfectados se cuantificd utilizando un kit ELISA de Invitrogen o R&D Systems (Minneapolis, MN) siguiendo las
instrucciones recomendadas por los fabricantes. Estos datos indican qué los ARN modificados que contienen
nucledétidos modificados fueron capaces de provocar una respuesta inmune innata celular reducida en comparacion
con los nucleétidos naturales y otros modificados quimicamente mediante la medicion de ejemplos de citoquinas de
tipo | TNF-a e IFN-B. Estos datos muestran que los ARN modificados que contienen nucleétidos modificados con
modificaciones quimicas en la cara del surco mayor de los analogos de pirimidina tienen los niveles mas bajos de
TNF-a e IFN-B secretados en el medio de cultivo celular mientras se mantienen altos niveles de ARNmod que codifica
la secrecién de hu-G-CSF en el medio de cultivo celular.

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

Las Figuras 5A-D muestran que el ARNmod que codifica hu-G-SCF producido por una capa de células alimentadoras
de queratinocitos humanos indujo la proliferacion tanto de células mieloblasticas humanas KG-1 como Kasumi-1 que
expresan al receptor de G-CSF en el que las poblaciones de células estan separadas por una membrana
semipermeable.

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

Se sembraron células mieloblasticas humanas, células Kasumi-1 (Figura 5C) o KG-1 (Figura 5D) (0,2 x 105 células)
en el pozo de insercién y se cuantificd la proliferacion celular 42 horas después del inicio de cocultivo utilizando el
ensayo de proliferacién celular directa CyQuant (Invitrogen) en un volumen de 100-120 pL en una placa de 96 pozos.
ARNmod que codifica hu-G-CSF que indujo la proliferacion de células mieloblasticas se expreso como un porcentaje
de proliferaciéon de células normalizadas a pozos de control de cocultivo de queratinocitos/mieloblastos no
transfectados. La concentracion de hu-G-CSF secretada tanto en los pozos de cocultivo de inserto de queratinocitos
como de mieloblastos se midi6 a las 42 horas después del inicio del cocultivo para cada ARNmod por duplicado. La
secrecion del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) humanos se cuantificé utilizando un kit ELISA de
Invitrogen siguiendo las instrucciones recomendadas por los fabricantes.

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

Tabla 6
Carril Tipo de célula ARNmod objetivo de hu-G-CSF por RT-PCR

1 Alimentadora de queratinocitos KG-1 Vehiculo

2 Alimentadora de queratinocitos KG-1 ARN mezclado
3 Alimentadora de queratinocitos KG-1 Sin modificacion
4 Alimentadora de queratinocitos KG-1 Quimica 7

5 Alimentadora de queratinocitos KG-1 Quimica 6

6 Alimentadora de queratinocitos KG-1 Quimica 37

7 Alimentadora de queratinocitos Kasumi-1 vehiculo

8 Alimentadora de queratinocitos Kasumi-1 ARN mezclado
9 Alimentadora de queratinocitos Kasumi-1 Sin modificacion
10 Alimentadora de queratinocitos Kasumi-1 Quimica 7

11 Alimentadora de queratinocitos Kasumi-1 Quimica 6
12 Alimentadora de queratinocitos Kasumi-1 Quimica 37
13 Alimentadora de queratinocitos KG-1 Quimica 46
14 Alimentadora de queratinocitos KG-1 Quimica 48
15 Alimentadora de queratinocitos KG-1 Quimica 49
16 Alimentadora de queratinocitos KG-1 Quimica 53
17 Alimentadora de queratinocitos Kasumi-1 Quimica 46
18 Alimentadora de queratinocitos Kasumi-1 Quimica 48
19 Alimentadora de queratinocitos Kasumi-1 Quimica 49
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20 Alimentadora de queratinocitos Kasumi-1 Quimica 53
21 Alimentadora de queratinocitos Kasumi-1 vehiculo

22 Alimentadora de queratinocitos Kasumi-1 vehiculo

23 Alimentadora de queratinocitos Kasumi-1 vehiculo

24 Kasumi 1 ARN mezclado
25 KG-1 Sin modificacion
26 Kasumi 1 Quimica 7

(continuacion)

Carril Tipo de célula ARNmod objetivo de hu-G-CSF por RT-PCR
27 Kasumi 1 Quimica 6
28 Kasumi 1 Quimica 37
29 Kasumi 1 Quimica 46
30 Kasumi 1 Quimica 48
31 Kasumi 1 Quimica 49
32 Kasumi 1 Quimica 53
33 KG-1 vehiculo
34 KG-1 ARN mezclado
35 KG-1 Sin modificacion
36 KG-1 Quimica 7
37 vacio vacio
38 vacio vacio
39 vacio vacio
40 vacio vacio
41 vacio vacio
42 vacio vacio
43 vacio vacio
44 vacio vacio

Estos datos muestran que las células de queratinocitos humanos que contienen ARNmod de hu-G-CSF que
comprenden analogos de nucledtidos quimicamente distintos secretaban la proteina hu-G-CSF y el hu-G-CSF
secretado era fisioldgicamente activo en la induccién de la proliferacion de células mieloblasticas humanas que
expresan el receptor de G-CSF. Estos datos también muestran que la proteina hu-G-CSF secretada era permeable a
través de una membrana semipermeable y actué sobre una poblacién celular diferente que no produce G-CSF.
Ademas, estos datos muestran que el ARNmod de hu-G-CSF transfectado en células de queratinocitos humanos en
un entorno de cocultivo estaba presente solo en las células de queratinocitos transfectados y no en las células
mieloblasticas no transfectadas. Ademas, estos datos muestran que la composicién quimica de nucleétidos modificada

del ARNmod de hu-G-CSF no afect6 la actividad de la proteina resultante.

Ejemplo 5. El efecto del ARNmod sobre la viabilidad celular

Citotoxicidad y apoptosis:
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Este experimento demuestra la viabilidad celular, la citotoxicidad y la apoptosis para distintas células de queratinocitos
humanos transfectados in vitro con ARNmod. Los queratinocitos se cultivan en medio EpiLife con suplemento de
crecimiento de queratinocitos humanos en ausencia de hidrocortisona de Invitrogen a una confluencia de >70%. Los
queratinocitos se transfectan de manera inversa con 0 ng, 46,875 ng, 93,75 ng, 187,5 ng, 375 ng, 750 ng, 1.500 ng,
3.000 ng, 0 6.000 ng de ARNmod complejado con RNAIMAX de Invitrogen. Se forma el complejo ARNmod: RNAIMAX.
La concentracion de huG-CSF secretada en el medio de cultivo se mide a las 0, 6, 12, 24 y 48 horas después de la
transfeccion para cada concentracion de cada ARNmod por triplicado. La secrecion del factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF) humano de los queratinocitos humanos transfectados se cuantifica utilizando un kit ELISA de
Invitrogen o R&D Systems siguiendo las instrucciones recomendadas por los fabricantes. La viabilidad celular, la
citotoxicidad y la apoptosis se miden a las 0, 12, 48, 96 y 192 horas después de la transfeccion utilizando el kit
ApoToxGlo de Promega (Madison, WI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 6. Cocultivo

El ARNm modificado que comprende nucleétidos modificados quimicamente de forma diferente que codifican el factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) humano puede estimular la proliferacion celular de una célula
incompetente para la transfeccion en un ambiente de cocultivo. El cocultivo incluye un tipo de célula altamente
transfectable, tal como un queratinocito humano y un tipo de célula incompetente para la transfeccion, tal como un
glébulo blanco (WBC). EI ARNm modificado que codifica G-CSF puede transfectarse en la célula altamente
transfectable, lo que permite la produccién y secrecion de la proteina G-CSF en el entorno extracelular donde el G-
CSF actua de forma paracrina para estimular los glébulos blancos que expresan el receptor de G-CSF para proliferar.
La poblacion de WBC expandida se puede usar para tratar a pacientes inmunocomprometidos o reconstituir
parcialmente la poblacién de WBC de un paciente inmunodeprimido y asi reducir el riesgo de infecciones oportunistas.

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

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

La clonacion, la sintesis de genes y la secuenciacion de vectores se realizdo mediante DNA2.0 Inc. (Menlo Park, CA).
La secuencia y la secuencia del inserto se exponen en el presente documento. El ORF se digirio por restriccion con
Xbal y se uso para la sintesis de ADNc usando PCR con cola o sin cola. El producto de ADNc de PCR con cola se
us6 como plantilla para la reaccién de sintesis de ARNm modificada utilizando una mezcla 25 mM para cada nucleétido
modificado (todos los nucleétidos modificados se sintetizaron a la medida o se compraron en TriLink Biotech, San
Diego, CA, excepto el trifosfato de pirrolo-C comprado en Glen Research, Sterling VA; se adquirieron nucleétidos no
modificados a través de Epicenter Biotechnologies, Madison, WI) y el kit completo de sintesis de ARNm de CellScript
MegaScriptR (Epicenter Biotechnologies, Madison, WI). La reaccion de transcripcion in vitro se llevo a cabo durante
4 horas a 37 °C. Los ARNmod que incorporaban analogos de adenosina se les coloco una cola poli(A) utilizando
Polimerasa de poli(A) de levadura (Affymetrix, Santa Clara, CA). La reaccion de PCR utilizo HiFi PCR 2X Master MixVR
(Kapa Biosystems, Woburn, MA). Los ARNmod se protegieron después de la transcripcionalmente utilizando la enzima
de proteccion del virus vacuna recombinante (New England Biolabs, Ipswich, MA) y una 2'-O-metiltransferasa
recombinante (Epicenter Biotechnologies, Madison, WI) para generar la estructura Cap1 de 5'-guanosina. La
estructura de Cap 2 y las estructuras de Cap 3 pueden generarse utilizando 2'-O-metiltransferasas adicionales. El
producto de ARNm transcrito in vitro se corrié en un gel de agarosa y se visualizd. EIl ARNmod se purificoé con el kit de
purificacion MEGACIlear RNAMR de Ambion/Applied Biosystems (Austin, TX). La PCR utilizé el kit de purificacion de
PCR PureLinkMR (Invitrogen, Carlsbad, CA). El producto se cuantifico en NanodropMR UV Absorbance (ThermoFisher,
Waltam, MA). La calidad, la calidad de absorbancia UV vy la visualizacion del producto se realizaron en un gel de
agarosa al 1,2%. El producto se resuspendio en regulador TE.

estructura del acido nucleico modificado (ARNm) con proteccion de 5';

La proteccion de 5'-ARNmod puede completarse concomitantemente durante la reaccion de transcripcion in vitro
utilizando los siguientes analogos de cap de ARN quimico para generar la estructura de cap de 5'-guanosina de
acuerdo con los protocolos del fabricante: 3'-0-Me-m’G(5)ppp(5')G; G(5)ppp(5)A; G(5)ppp(5)G; m’G(5")ppp(5)A;
m’G(5")ppp (5')G (New England BioLabs, Ipswich, MA). La proteccion de 5'-ARNmod puede completarse después de
la transcripcion utilizando una enzima de proteccién del virus vacuna para generar la estructura "Cap 0"
m’G(5")ppp(5')G (New England BioLabs, Ipswich, MA) . La estructura la Cap 1 se puede generar utilizando tanto la
enzima de proteccién del virus vacuna-como una 2'-O-metiltransferasa para generar: m’G(5')ppp(5')G-2'-O-metilo. La
estructura de Cap 2 puede generarse a partir de la estructura de Cap 1 seguida por la 2'-O-metilacion del antepenultimo
nucledtido 5' usando una 2'-O-metil-transferasa. La estructura de Cap 3 se puede generar a partir de la estructura de
Cap 2 seguida de la 2'-O-metilacion del preantepenultimo nucleétido 5' utilizando una 2'-O-metiltransferasa. Las
enzimas se derivan preferiblemente de una fuente recombinante.

Secuencias:

ADNCc de G-CSF:
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agcttttggaccctcgtacagaagctaatacgactcactatagggaaataagagagaaaagaagagtaagaagaaatataagag
ccaccatggcecggtccegegacccaaageccceatgaaacttatggecctgeagttgctgctttggcacteggecctetggacagtccaaga
agcgactcctctcggacctgectcategttgecgeagtcattecttttgaagtgtctggagcaggtgcgaaagaticagggcgatggagecg
cactccaagagaagctetgegegacatacaaactttgecatcecgaggagetegtactgetegggceacagettggggatteectgggetee
tetetegtectgtecgtegeaggcetttgcagttggcaggptgcctttcccagetecacteeggtttgttettgtatcagggactgetgecaagecee
ttgagggaatctcgccagaattgggcccgacgetggacacgttgecagetcgacgtggcggatttcgcaacaaccatctggecagecagatgg
aggaactggggatggcacccgegetgcageccacgeagggggcaatgecggectttgegtecgegtttcagegecagggegggtggagt
cctegtagegagcecaccttcaatcatttttggaagtctegtaccgggtgctgagacatcttgegeagecgtgaagegcetgecttetgegggge
ttgecttetggecatgeccttcttetcteecttgecaccetgtacetettggtetttgaataaagectgagtaggaaggeggecgetegageatgea
tctagagggcccaattcgecctattcgaagtcg (SEQ ID NO: 1)

ARNmM de G-CSF:
agcuuuuggacccucguacagaagcuaauacgacucacuauagggaaauaagagagaaaagaagaguaagaagaaau

auaagagccaccauggecggucccgegacccaaagecccaugaaacuuauggeccugeaguugeugeuuuggeacucggeccu
cuggacaguccaagaagcgacuccucucggaccugecucaucguugecgeagucauuccuuuugaagugucuggageaggug
cgaaagauucagggcegauggagecgeacuccaagagaageucugegegacauacaaacuuugecaucccgaggageucguacu
geucgggceacageuuggggauucccugggeuccucucucguccuguccgucgeaggeuuugeaguuggeagggugecuuuc
ccagcuccacuccgguuuguucuuguaucagggacugeugeaageccuugagggaaucucgecagaauugggeccgacgeug
gacacguugcagcucgacguggeggauuucgcaacaaccaucuggeageagauggaggaacuggggauggcacccgegeuge
agcccacgeagggggcaaugecggecuuugeguccgeguuucagegeagggeggguggaguccucguagegagecaccuuca
aucauuuuuggaagucucguaccgggugeugagacaucuugegeagecgugaagegeugecuucugeggggeuugecuucu
ggccaugeccuucuucucucccuugeaccuguaccucuuggucuuugaauaaagecugaguaggaaggeggecgeucgagea
ugcaucuagagggcccaauucgceccuauucgaagucg (SEQ ID NO: 2)

Proteina G-CSF:
MAGPATQSPMKLMALQLLLWHSALWTVQEATPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKI

QGDGAALQEKLVSECATYKLCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGCLSQLHS
GLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVADFATTIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPA
FASAFQRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP (SEQ ID NO: 3)

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

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

Cebador inverso para la colocacion de la cola de Polimerasa poli(A) postranscripcional: 5- CTT CCT ACT CAG GCT
TTA TTC AAA GAC CA (SEQ ID NO: 6)

Cebadores de RT-PCR de ARNmod de G-CSF:
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Cebador directo: 5- TGG CCG GTC CCG CGA CCC AA (SEQID NO.: 7)
Cebador inverso: 5'- GCT TCA CGG CTG CGC AAG AT (SEQ ID NO.: 8)
Otras realizaciones

Se debe entender que aunque la invencion se ha descrito junto con la descripcion detallada de la misma, la descripcion
anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, que se define por el alcance de las reivindicaciones
adjuntas. Otros aspectos, ventajas y modificaciones estan dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un ARN mensajero modificado que comprende un nucleétido modificado, dicho nucleétido modificado que
comprende una o mas modificaciones quimicas de un nucleétido natural, en el que el nucleétido modificado reduce la
induccion de la respuesta inmune innata celular de una célula al acido nucleico modificado cuando el acido nucleico
modificado se introduce en la célula, en comparacién con la induccién de la respuesta inmune innata celular en una
célula inducida por un acido nucleico no modificado correspondiente, en el que el ARN mensajero tiene mas de 30
nucleotidos de longitud y en el que el 100% de los nucleotidos naturales correspondientes han sido reemplazados con:

i. 5'-O-(1-tiofosfato)-citidina y N1-metil-pseudo-uridina,
ii. 5-metil-citidina y N1-metil-pseudo-uridina, o
iii. 25% de N1-metil-pseudo-uridina y 75% de pseudo-uridina.

2. EI ARN mensajero modificado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el nucleétido reduce la respuesta inmune
innata o la secrecién de citoquinas proinflamatorias 0 ambas al menos aproximadamente el 10%.

3. EI ARN mensajero modificado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el nucleétido reduce la respuesta inmune
innata o la secrecioén de citoquinas proinflamatorias o ambas en aproximadamente un 75%.

4. El ARN mensajero modificado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el nucleétido reduce la respuesta inmune
innata o la secrecioén de citoquinas proinflamatorias o ambas al menos en un 90%.

5. EI ARN mensajero modificado de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una region traducible que codifica
una proteina de interés.

6. Una composicion que comprende un ARN mensajero modificado de acuerdo con la reivindicacién 5, en una cantidad
suficiente para aumentar la produccion de la proteina de interés cuando se introduce en una célula objetivo, en
comparacién con la cantidad de proteina producida en una célula que contiene un acido nucleico no modificado
correspondiente que codifica la proteina de interés.

7. La composicion de la reivindicacion 6, en la que el aumento es de al menos aproximadamente el 10%, al menos
aproximadamente el 50%, o al menos aproximadamente el 100%.

8. El ARN mensajero modificado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el nucleétido
modificado tiene una menor afinidad de union al asociado de unién al surco mayor, reduciendo asi la induccion de la
respuesta inmune innata celular de una célula al acido nucleico modificado.

9. El ARN mensajero modificado de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el asociado de union al surco mayor se
selecciona del grupo que consiste en el receptor tipo toll (TLR)3, TLR7, TLR8, gen | inducible por acido retinoico (RIG-
1), gen 5 asociado a la diferenciacion de melanoma (MDAS5) y el laboratorio de genética y fisiologia 2 (LGP2).

10. EI ARN mensajero modificado de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que asociado de unién al surco mayor es
TLR3, TLR7 o TLRS.

11. EI ARN mensajero modificado de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el asociado de unién al surco mayor
es RIG-I, MDA5 o LGP2.

12. El ARN mensajero modificado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5y 8-11, en el que el ARN
mensajero tiene una longitud de al menos 300 nucledtidos.
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ARNmod de Hu-G-CSF |Hu-G-CSF por pozo de queratinocitos (ng/mL) {Hu-G-CSF por pozo de KG-1 (ng/mL)
Vehiculo 0.0177 0.0189
Mezcla 0.6217 0.0086
Quimica 7 25 25
Quimica 20 25 25
Quimica 46 25 25
Quimica 53 25 2)
ARNmod de Hu-G-CSF |Hu-G-CSF porpozo de ueainaios pgnl) |~ pi;ﬁ?;ﬁ,”e s
Vehiculo 0.0434 0.0256
Mezcla 0.0655 03317
Quimica 6 25 2)
Quimica / 25 2)
Quimica 20 >5 >5
Quimica 3/ 25 %)
Quimica 46 25 25
Quimica 48 25 25
Quimica 49 25 25
Quimica 53 25 2)
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D de Ia muestra

Nombre
de usuario

Fecha y Hora

. Conc. de
Acido Nucleico

Uridad

A260

Tipo de

A280|260/280 260230| muestra

Factor

!

NTPNO
MODIFICADOS

lab

BS201T1145:55 A

15936

ng/

3999

[T8411224 241 |ARN

200

- Absorbancia 10 mm

401
351
301
251

201

20

20 40 X0 60 0 B0 %0 30 300

Longitud de onda (nm)

Fig, 6A
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==

ID de fa muestra

Nomb Conc. de |
v | FEChaYHOr  Licow e AD601 A280[260080 26030| TPO22

Factor

N1-metil-A | 20 8162011113549 AM | 201 ngiul | 0303|0268

D092 |ARN

4000

- Absorbancia 10 mm

0.

09
08
0.7
06
057
04
0.3
0.7
0.1
0.7

20

L LA LA LA LA B L L R L L B B BN B
B0 40 50 2060 20 280 290 300 310 320 330 340

Longitud de onda (nm)

Fig. 6B
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Nombre Conc. de Tipo de

Ddelamesta | oo | Fechaybora [y oo Unidad| 4260 | A280|260/2801260/230 | muestra [Factor

ah 8162011 11:3829AM [ 11124 |no/ul {27811 17607/ 138|140 |ARN 400

N6-metil-2-amino-

Purina
26
2
2
20
181
161
14
121
101
g
6_
4.
2.
e L L I B L B B B
20 230 40 250 260 270 280 290 300 310 320 30 340
Longitud de onda (nm)
Fig. 6C
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Nombre Conc. de Tipo de

v |DdeaMESE o gario | FeNYHOB i o |20 A260 | A280|260/280260/230 | mnastrs FACT

pseudo-so-CTP {la BS20TTIT2910AM | 13325 |ngipl 33311 13674 24 | 179 |ARN 4000
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— [ 2 o
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=
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Fig,6F
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Nombre Conc. de Tipo de

Doelamuesta | " ool FE@Y O i o Unidad| A260 | A280 260/280(260/230| musta |Factor

5-yodo-UTP | 3 BS201T1I3106AM 11794 |ng/ul | 2048616726 176 110 |ARN 4.0

Absorbancia 10 mm
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Fig, 6F
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% |IDdela muestra

Nombre
de usuario

Conc. de
Fecha yHora i Nugsi] 102

A260

A280 260/280

200230

Tipo de
muestra

Factor

T IN1 metil-
pseudoUTP

lah

BS/20NTII3ZISAM 14081 |ng/

3502

18563 150

Al

ARN

400

35

307

251

201

Absorbancia 10 mm

20 280 240 n0 260 270 280 290 300 30 320 330 340

Longitud de onda

Fig, 66
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ID de la myestra

Nombre
de usuario

Fecha y Hora

‘ Conc. de
Acido Nudlgioa

Unidad

A260

260/280

20230

Tipo de
muestra

Factor

15

P

lab

8152011 114005 AM | 225,

5628 |5,

097

105

ARN

4.0

Absorbancia 10 mm

1.

U.

Longitud de onda (nm)

Fig, 61
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Nomb! Conc.de | ino de
b (Ddelamesta | gy ooy | FECROYHO i it 1060 | h280 2607280060230 | TP, st
18 INrmesee b (150 TEs00M] 1615 gl (a0 20136 Josr ew [aom0

Absorbancia 10 mm
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R e
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Fig, 6
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Nomby Conc. de 0o de
Ddelamesta | < | FechayHora o s 4260 A280[260728006030 | TP, racor

oseudo-so-CTPINT-mef b G011 34B37PM | 12683 [ngful {31707 /17.208/ 184|164 |ARN 40.00
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2]
201
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Fig. 6J
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Nombre Conc. de .
DR g g ario|  FEOh YO | i Uit | A260 AZB0) 26080260230 | mosstra i

Pir-CTP kb | Y1201 20300P8| 11037 |ng/ul | 27592 11.1011248 | 114 |ARN L0
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2)
2
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Lo N N o
T T 0 ]

/
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ID de la muestra

Nombre

Conc. de

de usuario Facha y Hora Ao Nuceico

Unidad

A260

A280

260280

20230

Tipo de
muestra’

Factor

SHle-CTPIN1-Me-pseudo-UTP 2D

91202011 347:12PM | 10943

gl

7358

1613

170

Al

ARN

40

2
%
2
2
18
16
14
12
10

M 2 e OO

20 M B0 %0 70 B0 20 30 30 3 B M
Longitud de onda (nm)

Fig. 6L

77




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

