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DESCRIPCION
Preparaciones de ARN que comprenden ARN modificado purificado para reprogramar células

La presente solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud Provisional de Estados Unidos Numero de serie
61/267.312 presentada el 7 de diciembre de 2009. La presente solicitud reivindica también la prioridad de la Solicitud
de Estados Unidos Numero de serie 11/990.646, presentada el 27 de marzo de 2009, que es una entrada Nacional
de Estados Unidos del documento PCT/US06/32372 presentada el 21 de agosto de 2006, que reivindica la prioridad
de la Solicitud Provisional de Estados Unidos 60/710.164, presentada el 23 de agosto de 2005.

Campo de la invencién

La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcion que no entran dentro
del ambito de dichas reivindicaciones se proporcionan solo con fines ilustrativos y no forman parte de la presente
invencion.

La presente invencion se refiere a composiciones y procedimientos para cambiar o reprogramar el estado de
diferenciacion de células eucariotas, incluidas células humanas u otras células animales, poniendo en contacto las
células con preparaciones de ARN purificado que comprenden o consisten en una o mas moléculas de ARNm
monocatenario diferentes que codifican cada una un factor de reprogramacion (por ejemplo, un factor de induccion
de células iPS). Las moléculas de ARNm monocatenario purificadas comprenden, preferentemente, al menos un
nucledsido modificado (por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en una pseudouridina (abreviada por la
letra griega “psi” o "W"), 5-metilcitosina (m°C), 5-metiluridina (m®U), 2'-O-metiluridina (Um o m?-°U), 2-tiouridina
(s?U), y Né-metiladenosina (m®A)) en lugar de, al menos, una porcion del nucledsido candnico no modificado
correspondiente (por ejemplo, en lugar de sustancialmente todos los nucledsidos candnicos correspondientes A, C,
G, o T no modificados). Ademas, las moléculas de ARNm monocatenario se purifican preferentemente para estar
sustancialmente libres de moléculas contaminantes de ARN que activarian una respuesta involuntaria, disminuirian
la expresion del ARNm monocatenario y/o activarian los sensores de ARN en las células. En ciertos ejemplos, las
preparaciones de ARN purificado estan sustancialmente libres de moléculas contaminantes de ARN que son: mas
cortas 0 mas largas que las moléculas de ARNm monocatenario de longitud completa, ARN bicatenario y/o no
protegido con caperuza.

Antecedentes

En 2006, se informé (Takahashi y Yamanaka 2006) que la introduccion de genes que codifican cuatro factores
proteicos (OCT4 (Octamero-4; POU clase 5 caja homeostasica 1), SOX2 (SRY (region determinante del sexo Y)-caja
2), KLF4 (factor 4 similar a Krueppel) y c-MYC) en células somaticas de ratdn diferenciadas indujeron a esas células
a convertirse en células madre pluripotentes, (a las que se hace referencia en el presente documento como "células
madre pluripotentes inducidas"), "células iPS" o "iPSC"). Después de este informe original, también se indujeron
células madre pluripotentes por la transformacion de células somaticas humanas con genes que codifican los
factores proteicos humanos similares (OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC) (Takahashi y col. 2007), o por la transformacion
de células somaticas humanas con genes que codifican factores humanos OCT4 y SOX2 mas genes que codifican
otros dos factores humanos, NANOG y LIN28 (homologo A de Lin-28) (Yu y col. 2007). Todos estos procedimientos
utilizaron retrovirus o lentivirus para integrar los genes que codifican los factores de reprogramacion en los genomas
de las células transformadas y las células somaticas se reprogramaron en células iPS solo durante un largo periodo
de tiempo (por ejemplo, durante mas de una semana).

La generacion de las células iPS a partir de células somaticas diferenciadas ofrece una gran promesa como un
medio posible para el tratamiento de enfermedades a trasvés del trasplante de células. La posibilidad de generar
células iPS a partir de células somaticas de individuos enfermos puede permitir el desarrollo de terapias especificas
para el enfermo con menor riesgo debido al rechazo inmunitario. AUn mas, la generacion de células iPS a partir de
células somaticas especificas para la enfermedad parece ser prometedora como medio de estudio y desarrollo de
farmacos para tratar estados de enfermedad especificos (Ebert y col. 2009, Lee y col. 2009, Maehr y col. 2009).

La administracion viral de genes que codifican factores de reprogramacion de proteinas (o factores “iPSC”)
proporciona una manera altamente eficaz para producir células iPS a partir de células somaticas, pero la integracion
del ADN exdgeno en el genoma, tanto aleatoria como no aleatoria, genera resultados impredecibles y pueden, a la
larga, provocar cancer (Nakagawa y col. 2008). Nuevos informes muestran que las células iPS se pueden generar
(con menor eficacia) utilizando otros procedimientos que no requieren integracion del genoma. Por ejemplo, se
demostré que transfecciones repetidas de plasmidos de expresion que contienen genes para OCT4, SOX2, KLF4 y
c-MYC en fibroblastos embrionarios de raton generaban células iPS (Okita y col. 2008). También se generaron
células madres pluripotentes inducidas a partir de células somaticas humanas por la introducciéon de un plasmido
que expresaba genes que codifican OCT4, SOX2, KLF4, NANOG y LIN28 humanos (Yu y col. 2009). Otros enfoques
exitosos para generar células iPS incluyen tratar células somaticas con: factores de reprogramacion de proteina
recombinante (Zhou y col. 2009); adenovirus no integradores (Stadtfeld y col. 2008); o transposones piggyBac
(Woltjen y col. 2009) para administrar factores de reprogramacion. Actualmente, la generacion de células iPS
utilizando estas técnicas de administracion no viral para administrar factores de reprogramacion es extremadamente
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ineficaz. Los procedimientos futuros para generar células iPS para aplicaciones clinicas potenciales necesitaran
incrementar la velocidad y la eficacia de la formacién de células iPS mientras mantienen la integridad del genoma.

Se ha desvelado un procedimiento para reprogramar células humanas en iPSC utilizando ARNm sintéticos que
tienen toda la citidina reemplazada por 5-metilcitidina y/o uridina por pseudouridina y que codifican los cuatro
cocteles canodnicos del factor Yamanaka que comprenden KLF4, c-Myc, Oct 4 y SOX2, en Warren y col.: "Highly
Efficient Reprogramming to Pluripotency and Directed Differentiation of Human Cells with Synthetic Modified mRNA",
Cell Stem Cell 7, 618-630, 5 de noviembre de 2010. De forma importante, en dicho procedimiento, se ha
suplementado a los medios el inhibidor de inmunogenicidad B18R. Sin embargo, un elemento esencial de la
presente invencién es la purificacion de la preparacion de ARN que comprende moléculas de ARNm modificadas
que codifican factores de induccién de iPSC a partir de una cantidad de moléculas contaminantes de ARN, incluido
ARNbc, que activaria una respuesta inmunitaria suficiente en las células somaticas para evitar la generacion de una
iPSC reprogramada. A diferencia de dicha técnica anterior citada, se han generado con éxito iPSC segun los
procedimientos y la composicion de la presente invencion como se define en las reivindicaciones.

Sumario de la invencién

La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcion que no entran dentro
del ambito de dichas reivindicaciones se proporcionan solo con fines ilustrativos y no forman parte de la presente
invencion.

La presente invencion se refiere a composiciones y procedimientos para reprogramar el estado de diferenciacion de
células eucariotas, incluidas células humanas u otras células animales, poniendo en contacto las células con
preparaciones de ARN purificado que comprenden o consisten en una o mas moléculas de ARNm monocatenario
diferentes que codifican cada una un factor de reprogramacion (por ejemplo, un factor de induccion de células iPS).
Las moléculas de ARNm monocatenario purificadas comprenden preferentemente, al menos, un nucledsido
modificado (por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en una pseudouridina (W), 5-metilcitosina (m5C), 5-
metiluridina (m®U), 2'-O-metiluridina (Um o m?-0U), 2-tiouridina (s?U) y N°-metiladenosina (m®A)) en lugar de, al
menos, una porcion (por ejemplo, que incluye sustancialmente todos) de los nucledsidos candnicos no modificados
correspondientes de los nucledsidos candnicos A, C, G o T no modificados correspondientes. Ademas, las
moléculas de ARNm monocatenario se purifican preferentemente para estar sustancialmente libres de moléculas
contaminantes de ARN que activarian una respuesta involuntaria, disminuirian la expresion de ARNm monocatenario
y/o activarian los sensores de ARN (por ejemplo, enzimas dependientes de ARN bicatenario) en las células. En
ciertos ejemplos, las preparaciones de ARN purificado estan sustancialmente libres de moléculas contaminantes de
ARN que son: mas cortas o mas largas que las moléculas de ARN monocatenario de longitud completa, ARN
bicatenario y/o no protegido. En algunos ejemplos preferidos, la invencion proporciona composiciones y
procedimientos para reprogramar células eucariotas diferenciadas, incluidas células somaticas humanas u otras
células animales, poniendo en contacto las células con preparaciones de ARN purificado que comprenden o
consisten en una o mas moléculas de ARNm monocatenario diferentes que codifican cada una un factor de
induccion de células iPS.

En algunos ejemplos, la presente descripcion proporciona procedimientos para cambiar el estado de diferenciacion
de una célula somatica, que comprenden: introducir un ARNm que codifica un factor de induccién de células iPS en
una célula somatica para generar una célula desdiferenciada reprogramada, en los que el ARNm comprende, al
menos, una 5-metilcitidina (u otra base modificada descrita en el presente documento).

En ciertos ejemplos, la presente descripcion proporciona procedimientos para reprogramar una célula que muestra
un primer estado o fenotipo diferenciado en una célula que muestra un segundo estado o fenotipo diferenciado, que
comprenden: introducir en una célula que presenta un primer estado diferenciado una preparacion de ARN purificado
que comprende moléculas de ARNm modificadas que codifican, al menos, un factor de reprogramacion y cultivar la
célula en condiciones en las que la célula presenta un segundo estado diferenciado. En ciertos ejemplos, las
moléculas de ARNm modificadas contienen, al menos, un nucleésido modificado seleccionado del grupo que
consiste en pseudouridina o 5-metilcitidina. En ciertos ejemplos, la célula es de un ser humano o un animal. En
ejemplos adicionales, la preparacion de ARN purificado: i) comprende primeros ARNm monocatenarios que codifican
un primer factor de induccién de células iPS, en la que sustancialmente todos los primeros ARNm monocatenarios
completos comprenden, al menos, un resto de pseudouridina y/o, al menos, un resto de 5-metilcitidina vy ii) esta
sustancialmente libre de moléculas contaminantes de ARN que pueden activar sensores de ARN en dicha célula
somatica. En ciertos ejemplos, las moléculas contaminantes de ARN se seleccionan del grupo que consiste en:
ARNmM parciales que codifican solamente una porcién de dicho factor de induccién de células iPS, moléculas de ARN
que son mas pequefias que el ARNm de longitud completa, moléculas de ARN que son mas grandes que el ARNm
de longitud completa, moléculas de ARNm bicatenario y moléculas de ARNm no protegido con caperuza.

En algunos ejemplos, la presente descripcion proporciona procedimientos para la reprogramacion de una célula
somatica (por ejemplo, desdiferenciacion o transdiferenciacion), que comprenden: poner en contacto una célula
somatica con una preparacion de ARN purificado para generar una célula reprogramada, en los que la preparacion
de ARN purificado: i) comprende primeros ARNm monocatenarios que codifican un primer factor de inducciéon de
células iPS, en la que sustancialmente todos los primeros ARNm monocatenarios completos comprenden, al menos,
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un resto de pseudouridina y/o, al menos, un resto de 5-metilcitidina y ii) esta sustancialmente libre de moléculas
contaminantes (por ejemplo, moléculas contaminantes de ARN) que pueden activar sensores de ARN en la célula
somatica. En realizaciones particulares, las moléculas contaminantes de ARN comprenden: ARNm parciales que
codifican solamente una porcién del factor de induccion de células iPS, ARNm monocatenarios continuos que
codifican el factor de induccion de células iPS y que codifican, al menos, una porcién adicional del factor de
induccion de células iPS, moléculas de ARNm bicatenario y moléculas de ARNm no protegido con caperuza. En
ciertos ejemplos, los primeros ARNm monocatenarios no codifican ademas una porcién adicional del primer factor de
induccion de células iPS.

En algunos ejemplos, la célula reprogramada es una célula desdiferenciada (por ejemplo, célula madre o célula tipo
célula madre). En otros ejemplos, la célula reprogramada es una célula transdiferenciada (por ejemplo, una célula de
la piel se reprograma en una célula neuronal, u otro tipo de cambio). En ejemplos adicionales, los primeros ARNm
monocatenarios codifican el primer factor de induccion de iPS completo (por ejemplo, el ARNm codifica la secuencia
codificante completa para un factor de inducciéon de iPS particular). En otros ejemplos, el contacto ademas
comprende poner en contacto la célula somatica con un factor de crecimiento y/o citocina (por ejemplo, después de
un periodo de tiempo). En ejemplos adicionales, el contacto ademas comprende poner en contacto la célula
somatica con un inhibidor de la respuesta inmunitaria.

En ciertos ejemplos, todos o casi todos los nucleésidos de uridina en el primer ARNm monocatenario se reemplazan
por nucledsidos de pseudouridina. En otros ejemplos, todos o casi todos los nucledsidos de citidina en el primer
ARNm monocatenario se reemplazan por nucledsidos de 5-metilcitidina u otra base citada en el presente
documento.

En ejemplos particulares, la presente invencion proporciona procedimientos para generar una célula reprogramada,
que comprenden: poner en contacto una célula somatica con una preparacion de ARN purificado para generar una
célula reprogramada que es capaz de sobrevivir en un cultivo durante, al menos, 10 dias (por ejemplo, al menos 10
dias... al menos 13 dias...al menos 16 dias...al menos 20 dias...al menos 40 dias... 0 es capaz de formar una linea
celular), en los que la preparacion de ARN purificado comprende primeros ARNm monocatenarios que codifican un
factor de induccion de células iPS, y en los que la mayoria de los primeros ARNm monocatenarios comprenden, al
menos, un resto de pseudouridina y/o, al menos, un resto de 5-metilcitidina.

En ciertos ejemplos, la preparacion de ARN purificado esta libre de una cantidad de moléculas contaminantes de
ARN que activarian una respuesta inmunitaria en la célula somatica suficiente para evitar que la célula
reprogramada sobreviva al menos 10 dias en cultivo (por ejemplo, al menos 10 dias ... al menos 15 dias ... al menos
20 dias ... al menos 40 dias o mas). En otros ejemplos, las moléculas contaminantes de ARN incluyen: ARNm
parciales que codifican solamente una porcién del factor de induccion de células iPS, ARNm monocatenarios
continuos que codifican todo el factor de induccion de células iPS y que codifican, al menos, una porcion adicional
del factor de induccién de células iPS, moléculas de ARNm bicatenario, moléculas de ARNm no protegido con
caperuza y mezclas de los mismos. En ciertos ejemplos, la célula reprogramada que se genera es capaz de formar
una linea celular reprogramada. En otros ejemplos, la preparacién de ARN purificado esta libre de una cantidad de
moléculas contaminantes de ARN que activarian una respuesta inmunitaria en la célula somatica suficiente para
evitar la generacion de la linea celular reprogramada.

En ejemplos particulares, las moléculas contaminantes de ARN se seleccionan del grupo que consiste en: ARNm
parciales que codifican solamente una porcién del factor de induccion de células iPS, ARNm monocatenarios
continuos que codifican el factor de induccion de células iPS y que codifican, al menos, una porcion adicional del
factor de induccion de células iPS, moléculas de ARNm bicatenario, moléculas de ARNm no protegido con caperuza
y mezclas de los mismos.

En algunos ejemplos, la presente descripcion proporciona procedimientos para generar una linea celular
reprogramada, que comprenden: a) poner en contacto una célula somatica con una preparacién de ARN purificado
para generar una célula reprogramada, en los que la preparacion de ARN purificado comprende ARNm que codifica
un factor de induccion de células iPS y en los que la mayoria de los ARNm comprenden, al menos, un resto de
pseudouridina y/o, al menos, un resto de 5-metilcitidina y b) cultivar la célula desdiferenciada para generar una linea
celular reprogramada. En otros ejemplos, la preparacion de ARN purificado esta libre de una cantidad de moléculas
contaminantes que activarian una respuesta inmunitaria en la célula somatica suficiente para evitar la generacion de
la linea celular reprogramada. En ciertos ejemplos, la respuesta inmunitaria implica la activacion de sensores de
ARN en la célula somatica.

En algunos ejemplos, la presente invenciéon proporciona procedimientos para reprogramar una célula somatica, que
comprenden: poner en contacto una célula somatica con una preparacion de ARN purificado para generar una célula
reprogramada, en los que la preparacion de ARN purificado: i) comprende primeros ARNm monocatenarios que
codifican un primer factor de induccién de células iPS, en los que sustancialmente todos los primeros ARNm
monocatenarios comprenden, al menos, un resto de pseudouridina y/o, al menos, un resto de 5-metilcitidina y ii) esta
sustancialmente libre de: a) ARNm parciales que codifican solamente una porcion del primer factor de induccion de
células iPS y b) moléculas de ARNm bicatenario. En ejemplos adicionales, el primer ARNm monocatenario no
codifica ademas una porcién adicional del primer factor de induccion de células iPS. En ejemplos particulares, el
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primer ARNm monocatenario codifica completamente el primer factor de induccién de células iPS. En otros
ejemplos, la preparacion de ARN purificado esta también sustancialmente libre (o esencialmente libre o virtualmente
libre o libre) de ARNm monocatenarios continuos que codifican el primer factor de induccion de células iPS y que
codifica, al menos, una porciéon adicional del primer factor de induccion de células iPS. En otros ejemplos,
sustancialmente todos los primeros ARNm completos monocatenarios estan protegidos en el extremo 5'. En otros
ejemplos, la preparacion de ARN purificado esta también sustancialmente libre de moléculas de ARNm no protegido
con caperuza. En algunos ejemplos, sustancialmente todos los primeros ARNm monocatenarios comprenden, al
menos, un resto de pseudouridina. En ejemplos adicionales, sustancialmente todos los primeros ARNmM
monocatenarios comprenden, al menos, un resto de 5-metilcitidina. En otros ejemplos, sustancialmente todos los
primeros ARNm monocatenarios comprenden, al menos, un resto de pseudouridina y, al menos, un resto de 5-
metilcitidina.

En ciertos ejemplos, la preparacion de ARN purificado comprende un reactivo de transfeccion. En otros ejemplos, la
preparacion de ARN purificado se obtiene mediante purificacién por HPLC de una muestra de ARN que contiene una
cantidad sustancial de los ARNm parciales y los ARNm bicatenarios. En ejemplos adicionales, la preparacion de
ARN purificado esta esencialmente libre de los ARNm parciales y de los ARNm monocatenarios continuos. En
algunos ejemplos, la preparacion de ARN purificado estd esencialmente libre o virtualmente libre o libre de
moléculas de ARNm bicatenario. En otros ejemplos, la preparacion de ARN purificado esta esencialmente libre o
virtualmente libre o libre de moléculas de ARNm no protegido con caperuza. En algunos ejemplos, sustancialmente
todos los primeros ARNmM monocatenarios estan poliadenilados. En otros ejemplos, los primeros ARNm
monocatenarios completos se protegen con 7- metilguanosina.

En algunos ejemplos, el primer factor de induccién de células iPS se selecciona del grupo que consiste en KLF4,
LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2. En otros ejemplos, la preparacion de ARN purificado: i) adicionalmente
comprende segundos ARNm monocatenarios que codifican un segundo factor de induccion de células iPS, en la que
los segundos ARNm monocatenarios comprenden, al menos, un resto de pseudouridina y/o, al menos, un resto de
5-metilcitidina y ii) adicionalmente esta sustancialmente libre de: a) ARNm parciales que codifican solamente una
porcion del segundo factor de induccién de células iPS y b) ARNm bicatenarios. En otros ejemplos, la preparacion de
ARN purificado esta adicionalmente sustancialmente libre de ARNm monocatenarios continuos que codifican un
segundo factor de induccién de células iPS y que codifican, al menos, una porciéon adicional del segundo factor de
induccion de células iPS. En algunos ejemplos, el segundo factor de induccion de células iPS se selecciona del
grupo que consiste en KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2. En ciertos ejemplos, la célula somatica es un
fibroblasto. En otros ejemplos, la célula reprogramada es una célula madre pluripotente. En otros ejemplos, la célula
desdiferenciada expresa NANOG y TRA-1-60. En algunos ejemplos, la célula esta in vitro. En ejemplos adicionales,
la célula reside en cultivo. En ejemplos particulares, la célula reside en un medio condicionado por MEF.

En algunos ejemplos, la presente invencién proporciona composiciones que comprenden una preparacion de ARN
purificado, en los que la preparacion de ARN purificado: i) comprende primeros ARNm monocatenarios que codifican
un primer factor de induccion de células iPS, en las que, sustancialmente, todos los primeros ARNm monocatenarios
comprenden, al menos, un resto de pseudouridina y/o, al menos, un resto de 5-metilcitidina y ii) esta sustancialmente
libre de moléculas contaminantes de ARN, que son capaces de activar sensores de ARN en una célula somatica. En
ciertos ejemplos, la presente descripcidon proporciona composiciones que comprenden una preparacion de ARN
purificado, en los que la preparacion de ARN purificado: i) comprende primeros ARNm monocatenarios que codifican
un primer factor de induccion de células iPS, en las que los segundos ARNm monocatenarios comprenden, al
menos, un resto de pseudouridina y/o, al menos, un resto de 5-metilcitidina y ii) esta sustancialmente libre de: a)
ARNm parciales que codifican solamente una porcion del primer factor de induccion de células iPS y b) moléculas de
ARNmM bicatenario.

En ciertos ejemplos, la preparacion de ARN purificado esta ademas sustancialmente libre de ARNm monocatenarios
continuos que codifican el primer factor de induccién de células iPS y que codifican, al menos, una porcion adicional
del primer factor de induccion de células iPS. En algunos ejemplos, la preparacion de ARN purificado: i)
adicionalmente comprende segundos ARNm monocatenarios que codifican un segundo factor de induccion de
células iPS, en la que los segundos ARNm monocatenarios comprenden, al menos, un resto de pseudouridina y/o, al
menos, un resto de 5-metilcitidina y ii) esta sustancialmente libre de: a) ARNm parciales que codifican solamente una
porcion del segundo factor de induccion de células iPS y b) ARNm monocatenarios continuos que codifican el
segundo factor de induccién de células iPS y que codifican, al menos, una porciéon adicional del segundo factor de
induccion de células iPS.

En algunos ejemplos, la presente descripcion proporciona composiciones que comprenden un ARNm sintetizado in
vitro que codifica el gen MYC, en las que el ARNm sintetizado in vifro comprende, al menos, un resto de
pseudouridina y/o, al menos, un resto de 5-metilcitidina. En ciertos ejemplos, las composiciones estan
sustancialmente libres de moléculas contaminantes de ARN que son capaces de activar sensores de ARN en una
célula somatica.

En ejemplos particulares, la presente descripcion proporciona procedimientos para inducir a una célula de mamifero
para producir la proteina MYC, que comprenden: poner en contacto una célula de mamifero con un ARNm
sintetizado in vitro que codifica el gen MYC, en los que el ARNm sintetizado in vifro comprende, al menos, un resto
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de pseudouridina y/o, al menos, un resto de 5-metilcitidina, induciendo a la célula de mamifero, de este modo, para
producir la proteina MYC. En otros ejemplos, la célula de mamifero es una célula dendritica. En otros ejemplos, la
célula de mamifero es una célula alveolar, un astrocito, una célula de la microglia o una neurona.

En algunos ejemplos, la presente descripcion proporciona procedimientos para tratar a un sujeto que comprende
poner en contacto al sujeto con la célula de mamifero que produce proteina MYC descrita anteriormente y en el
presente documento.

En ejemplos adicionales, la presente descripcion proporciona procedimientos para sintetizar una molécula de ARN
transcrita in vitro que codifica el gen MYC, que comprenden: combinar una ARN polimerasa aislada, una secuencia
de acido nucleico molde que codifica el gen MYG, nucledtidos no modificados y nucledtidos modificados con
pseudouridina o 5-metilcitidina en condiciones tales que se genera una molécula de ARN transcrita in vitro que
codifica el gen MYC que comprende, al menos, un resto de pseudouridina o 5-metilcitidina.

Los experimentos llevados a cabo durante el desarrollo de realizaciones de la presente invencién demostraron que
las moléculas de ARNm se pueden administrar a las células e inducir un proceso de desdiferenciacién para generar
células desdiferenciadas incluyendo células madre pluripotentes. Por lo tanto, la presente invencion proporciona
composiciones y procedimientos para generar células iPS como se define en las reivindicaciones. De forma
sorprendente, la administracion de ARNm puede proporcionar una generacion de células iPS altamente eficaz.

La presente invencion también se refiere a moléculas de ARN, oligorribonucledtidos y polirribonucleétidos que
comprenden pseudouridina o un nucleésido modificado, a vectores de terapia génica que los comprenden, a
procedimientos de sintesis de los mismos y a procedimientos de reemplazo génico, terapia génica, silenciamiento de
transcripcion génica y a la liberacion de proteinas terapéuticas a un tejido in vivo, que comprende las moléculas. La
presente invencion también se refiere a procedimientos para reducir la inmunogenicidad de moléculas de ARN,
oligorribonucleoétidos y polirribonucleoétidos.

En algunos ejemplos, la presente descripcion proporciona procedimientos para desdiferenciar una célula somatica,
que comprende: introducir ARNm que codifica uno o mas factores de induccién de iPSC en una célula somatica para
generar una célula desdiferenciada.

En algunos ejemplos, la presente descripcion proporciona procedimientos para desdiferenciar una célula somatica,
que comprende: introducir ARNm que codifica uno o mas factores de induccion de iPSC en una célula somatica y
mantener la célula en condiciones en las que la célula es viable y el ARNm que se introduce en la célula se traduce
en cantidad suficiente y durante un tiempo suficiente para generar una célula desdiferenciada. En algunos ejemplos
preferidos, la célula desdiferenciada es una célula madre pluripotente inducida (iPSC).

En algunos ejemplos, la presente descripcion proporciona procedimientos para cambiar el estado de diferenciacion
(o estado diferenciado) de una célula eucariota, que comprenden: introducir ARNm que codifica uno o mas factores
de reprogramacion en una célula y mantener la célula en condiciones en las que la célula es viable y el ARNm que
se introduce en la célula se traduce en cantidad suficiente y durante un tiempo suficiente para generar una célula
que presenta un estado de diferenciaciéon cambiado comparado con la célula en la que se introdujo el ARNm. En
algunos ejemplos, la presente descripcion proporciona procedimientos para cambiar el estado de diferenciacion de
una célula eucariota, que comprenden: introducir ARNm que codifica uno o mas factores de reprogramacién en una
célula y mantener la célula en condiciones en las que la célula es viable y el ARNm que se introduce en la célula se
traduce en cantidad suficiente y durante un tiempo suficiente para generar una célula que presenta un estado de
diferenciacion cambiado comparado con la célula en la que se introdujo el ARNm. En algunos ejemplos, el estado
cambiado de diferenciacion es un estado de diferenciacion desdiferenciado comparado con la célula en la que se
introdujo el ARNm. Por ejemplo, la célula que presenta el estado de diferenciacion cambiado puede ser una célula
madre pluripotente que se desdiferencia en comparacion con una célula somatica en la que se introdujo el ARNm
(por ejemplo, una célula somatica que se diferencia en un fibroblasto, un cardiomiocito u otro tipo de célula
diferenciada). En algunos ejemplos, la célula en la que se introduce el ARNm es una célula somatica de un linaje,
fenotipo o funcion y la célula que presenta el estado cambiado de diferenciacion es una célula somatica que
presenta un linaje, fenotipo o funcién que es diferente al de la célula en la que se introdujo el ARNm; por tanto, en
estas realizaciones, el procedimiento da como resultado la transdiferenciacion (Graf y Enver 2009).

Los procedimientos de la descripcidon no estan limitados con respecto a una célula particular en la que se introduce
el ARNm. En algunos ejemplos de cualquiera de los procedimientos anteriores, la célula en la que se introduce el
ARNm deriva de cualquier eucariota multicelular. En algunos ejemplos de cualquiera de los procedimientos
anteriores, la célula en la que se introduce el ARNm se selecciona de entre una célula humana y otra célula animal.
Aunque el trabajo presentado en el presente documento se llevé a cabo utilizando células humanas o de otros
animales, los solicitantes adicionalmente consideran que los procedimientos de la presente descripcidon que
comprenden la reprogramacion de células humanas y animales mediante la puesta en contacto de las células con
una preparacion de ARN purificado que consiste en una o mas moléculas de ARNm monocatenario purificado, cada
una de las cuales codifica un factor de reprogramacion de proteinas (por ejemplo, un factor de transcripcién) también
se refieren a la reprogramacion de otras células eucariotas (por ejemplo, células de plantas y células de hongos). En
algunos ejemplos de cualquiera de los procedimientos anteriores, la célula en la que se introduce el ARNm es una
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célula normal que proviene de un organismo que esta libre de una enfermedad conocida. En algunos ejemplos de
cualquiera de los procedimientos anteriores, la célula en la que se introduce el ARNm es una célula que proviene de
un organismo que tiene una enfermedad conocida. En algunos ejemplos de cualquiera de los procedimientos
anteriores, la célula en la que se introduce el ARNm es una célula que esta libre de una patologia conocida. En
algunos ejemplos de cualquiera de los procedimientos anteriores, la célula en la que se introduce el ARNm es una
célula que presenta un estado de enfermedad o una patologia conocida (por ejemplo, una célula cancerosa o célula
beta pancreatica que presenta propiedades metabdlicas de una célula diabética).

La descripcion no se limita al uso de un tipo de célula especifico (por ejemplo, a un tipo especifico de célula
somatica) en los ejemplos de los procedimientos que comprenden la introduccién de ARNm que codifica uno o mas
factores de induccién de iPSC con el fin de generar una célula desdiferenciada (por ejemplo, una célula iPS). Se
contempla cualquier célula que es objeto de desdiferenciacion utilizando factores de induccion de células iPS.
Dichas células incluyen, aunque sin limitacion, fibroblastos, queratinocitos, adipocitos, linfocitos, linfocitos T,
linfocitos B, células en sangre de cordon mononuclear, células de la mucosa bucal, células hepaticas, HeLa, MCF-7
u ofras células cancerosas. En algunos ejemplos, las células residen in vitro (por ejemplo, en cultivo) o in vivo. En
algunos ejemplos, cuando se generan en cultivo, se utiliza un medio condicionado libre de células (por ejemplo, un
medio condicionado por MEF). Como se demuestra a continuacion, dicho medio proporciond una mejor generacion
de células iPS. La descripcion no se limita, sin embargo, a las condiciones de cultivo utilizadas. Se contempla para
su uso cualquier condiciéon de cultivo o medio ahora conocido o identificado posteriormente como util para los
procedimientos de la descripcion (por ejemplo, para generar células iPS a partir de células somaticas y mantener
dichas células). Por ejemplo, aunque no se prefiere, en algunos ejemplos del procedimiento, se utiliza una capa de
células de alimentacién en vez de un medio condicionado para cultivar las células que se tratan utilizando el
procedimiento.

En algunos ejemplos de cualquiera de estos procedimientos, el paso de introducir ARNm comprende suministrar el
ARNmM en la célula (por ejemplo, una célula somatica humana u otra célula animal) con un reactivo de transfeccion
(por ejemplo, reactivo de transfeccion de ARNm TRANSIT™, MirusBio, Madison, WI).

Sin embargo, la descripcion no esta limitada por la naturaleza del procedimiento de transfeccion utilizado. De hecho,
se contempla cualquier proceso de transfeccion conocido o identificado en el futuro que sea capaz de suministrar
moléculas de ARNm en las células in vivo o in vitro, incluidos procedimientos que suministran el ARNm en células en
cultivo o en un medio de soporte de vida, si dichas células comprenden células aisladas o células que constituyen un
tejido u 6rgano eucariota, o procedimientos que suministran el ARNm in vivo en células de un organismo, tal como
un ser humano, animal, planta u hongo. En algunos ejemplos, el reactivo de transfeccion comprende un lipido (por
ejemplo, liposomas, micelas, etc.). En algunos ejemplos, el reactivo de transfeccion comprende una nanoparticula o
nanotubo. En algunos ejemplos, el reactivo de transfeccién comprende un compuesto catidnico (por ejemplo,
polietilenimina o PEI). En algunos ejemplos, el procedimiento de transfeccion utiliza una corriente eléctrica para
suministrar el ARNm en la célula (por ejemplo, por electroporacion). En algunos ejemplos, el procedimiento de
transfeccion utiliza un procedimiento biolistico para suministrar el ARNm en la célula (por ejemplo, una “pistola
génica” o sistema de administracion de particulas biolisticas.)

Los datos presentados en el presente documento muestran que, con respecto al ARNm introducido en la célula,
ciertas cantidades de los ARNm utilizados en los EJEMPLOS que se describen en el presente documento dieron
como resultado una mayor eficacia y una induccion mas rapida de células madre pluripotentes a partir de células
somaticas concretas utilizadas que otras cantidades de ARNm. Sin embargo, los procedimientos de la presente
descripcion no se limitan al uso de una cantidad especifica de ARNm para introducir en la célula. Por ejemplo, se
utilizé un total de tres dosis, comprendiendo cada dosis 18 microgramos de cada uno de los seis ARNm diferentes,
codificando cada uno un factor de reprogramacion humano diferente, para introducir el ARNm en aproximadamente
3 x 105 células de fibroblastos humanos en una placa de 10 cm (por ejemplo, suministrado utilizando un reactivo de
transfeccion que contiene lipidos), aunque en otros ejemplos, se utilizaron cantidades mayores o menores de los
ARNmM para introducir en las células.

La descripcion no se limita a una forma quimica concreta del ARNm utilizado, aunque ciertas formas de ARNm
pueden producir resultados mas eficaces. Sin embargo, en algunos ejemplos preferidos, el ARNm comprende
preferentemente, al menos, un nucledsido modificado (por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en una
pseudouridina (¥), 5-metilcitosina (m°C), 5-metiluridina (m%U), 2'-O-metiluridina (Um o m?2-0U), 2-tiouridina (sU) y
Né-metiladenosina (m®A)) en lugar de, al menos, una porcion del nucledsido candnico correspondiente no modificado
(por ejemplo, en algunas realizaciones preferidas, al menos, un nucledsido modificado en lugar de sustancialmente
todos los nucledsidos candnicos correspondientes A, C, G, o T no modificados). En algunos ejemplos, el ARNm esta
poliadenilado. En algunos ejemplos preferidos, se prepara el ARNm por poliadenilaciéon de un ARN transcrito in vitro
(TIV), comprendiendo el procedimiento poner en contacto el ARN TIV usando una poli(A) polimerasa (por ejemplo,
ARN polimerasa de levadura o poli(A) polimerasa de E. coli). En algunos ejemplos, el ARNm se poliadenila durante
la TIV usando un molde de ADN que codifica la cola de poli(A). Independientemente de si el ARNm se poliadenila
utilizando una poli(A) polimerasa o durante la TIV de un molde de ADN, en algunos ejemplos preferidos, el ARNm
comprende una cola de poli-A (por ejemplo, una cola de poli-A que tiene 50-200 nucledtidos, por ejemplo,
preferentemente 100-200, 150-200 nucleétidos o mas de 150 nucledtidos), aunque en algunos ejemplos, se utiliza
una cola de poli(A) mas larga o mas corta. En algunos ejemplos, se protege con caperuza el ARNm utilizado en los
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procedimientos. Para maximizar la eficacia de la expresion en las células, se prefiere que la mayoria de las
moléculas de ARNm contengan una caperuza. En algunos ejemplos preferidos, las moléculas de ARNm utilizadas
en los procedimientos se sintetizan in vitro por incubacion de ARN primario no protegido con caperuza en presencia
de un sistema enzimatico de proteccion con caperuza. En algunos ejemplos preferidos, el ARN primario usado en la
reaccion enzimatica de proteccion con caperuza se sintetiza por transcripcion in vitro (TIV) de una molécula de ADN
que codifica el ARN que se va a sintetizar. EIl ADN que codifica el ARN que se va a sintetizar contiene un promotor
de ARN polimerasa, al cual se une una ARN polimerasa e inicia la transcripcién a partir del mismo. También se
conoce en la técnica que las moléculas de ARNm a menudo tienen regiones de secuencia diferente localizadas
antes del coddn de inicio de la traduccion y después del coddn de terminacion de la traduccion que no se traduce.
Estas regiones, denominadas region no traducida cinco prima (5' UTR) y region no traducida tres prima (3' UTR),
respectivamente, pueden afectar a la estabilidad de ARNm, a la localizacion de ARNm y a la eficacia traduccional del
ARNm al que se unen. Se sabe que ciertas 5'y 3' UTR, tales como las de las alfa y beta globinas, mejoran la
estabilidad del ARNm vy la expresion de los ARNm. Por lo tanto, en algunas realizaciones preferidas, los ARNm que
codifican factores de reprogramacion (por ejemplo, factores de induccién de iPSC) presentan una 5' UTR y/o 3' UTR
que dan como resultado una mayor estabilidad de ARNm y una mayor expresion del ARNm en las células (por
ejemplo, una alfa globina o una beta globina 5' UTR y/o 3' UTR; por ejemplo, una alfa globina o beta globina 5' UTR
y/o 3' UTR de Xenopus o humana, o, por ejemplo, un virus del grabado del tabaco (TEV) 5' UTR).

La TIV se puede llevar a cabo utilizando cualquier ARN polimerasa siempre que la sintesis de ARNm a partir del
molde de ADN que codifica el ARN se inicie especificamente y suficientemente a partir de un promotor de ARN
polimerasa afin y se obtenga ARNm de longitud completa. En algunos ejemplos preferidos, la ARN polimerasa se
selecciona entre ARN polimerasa de T7, ARN polimerasa de SP6 y ARN polimerasa de T3. En otros ejemplos, el
ARN protegido con caperuza se sintetiza cotranscripcionalmente por el uso de un dinucleétido analogo de caperuza
en la reaccion de TIV (por ejemplo, utilizando un kit AMPLICAP™ T7 o un kit de transcripcion MESSAGEMAX™
T7ARCA-CAPPED MESSAGE; EPICENTRE o CellScript, Madison, WI, EE. UU.). Si la proteccién con caperuza se
lleva a cabo cotranscripcionalmente, el dinucledtido analogo de caperuza es, preferentemente, un analogo
antiinverso de caperuza (ARCA). Sin embargo, se prefiere el uso de una reaccion de TIV por separado, seguido por
una proteccién con caperuza con un sistema enzimatico de proteccién con caperuza, que da como resultado que
aproximadamente el 100% del ARN se proteja con caperuza, sobre la proteccidon con caperuza cotranscripcional,
que normalmente da como resultado que solamente el 80% del ARN se proteja con caperuza. Por lo tanto, en
algunos ejemplos preferidos, se protege con caperuza un elevado porcentaje de las moléculas de ARNm utilizadas
en un procedimiento de la presente descripcion (por ejemplo, se protegen mas del 80%, mas del 90%, mas del 95%,
mas del 98%, mas del 99%, mas del 99,5% o mas del 99,9% de la poblacién de moléculas de ARNm). En algunos
ejemplos preferidos, el ARNm utilizado en los procedimientos de la presente descripcion tiene una caperuza con una
estructura cap1, lo que significa que el 2'hidroxilo de la ribosa en el penultimo nucleétido con respecto al nucleétido
de caperuza esta metilado. Sin embargo, en algunos ejemplos, el ARNm utilizado en los procedimientos tiene una
caperuza con una estructura capO, lo que significa que el 2'hidroxilo de la ribosa en el penultimo nucleétido con
respecto al nucledtido de caperuza no esta metilado. Con algunos, pero no todos los transcritos, la transfeccion de
células eucariotas con ARNm que tiene una caperuza con una estructura cap1 da como resultado un nivel mas alto o
una mayor duracién de expresion de proteina en las células transfectadas en comparacion con la transfeccion de las
mismas células con el mismo ARNm, pero con una caperuza que tiene una estructura capO. En algunos ejemplos, el
ARNm utilizado en los procedimientos de la presente invencion tiene un nucledtido de caperuza modificado. En
algunos experimentos llevados a cabo antes de los experimentos presentados en los EJEMPLOS en el presente
documento, los presentes solicitantes encontraron que, cuando se transfectaron células de fibroblastos humanos
1079 o IMR90 con ARNm OCT4 que contenian ya sea uridina o pseudouridina en lugar de uridina, el ARNm que
contenia pseudouridina se tradujo a un nivel mas alto o durante un periodo mayor que el ARNm que contenia
uridina. Por lo tanto, en algunos ejemplos preferidos, una o mas o todas las uridinas contenidas en el/los ARNm
utilizado(s) en los procedimientos de la presente descripcion se reemplaza/n por pseudouridina (por ejemplo,
sustituyendo pseudouridina-5'-trifosfato en la reaccion TIV para sintetizar el ARN en lugar de uridina-5'-trifosfato). Sin
embargo, en algunos ejemplos, el ARNm utilizado en los procedimientos de la descripcidon contiene uridina y no
contiene pseudouridina. En algunos ejemplos preferidos, el ARNm comprende preferentemente, al menos, un
nucledsido modificado (por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en una pseudouridina (¥), 5-metilcitosina
(m5C), 5-metiluridina (m°U), 2'-O-metiluridina (Um o m?-°U), 2-tiouridina (s2U) y N8-metiladenosina (mPfA)) en lugar
de, al menos, una porcidon del nucledsido candénico no modificado correspondiente (por ejemplo, en lugar de
sustancialmente todos los nucledsidos candnicos correspondientes A, C, G, o T no modificados). En algunos
ejemplos preferidos, el ARNm comprende, al menos, un nucleésido modificado seleccionado del grupo que consiste
en una pseudouridina (VW) y 5-metilcitosina (m°C). En algunos ejemplos preferidos, el ARNm comprende tanto
pseudouridina (W) como 5-metilcitosina (m°C). Ademas, para lograr objetivos especificos, una base de acido
nucleico, un resto de azlcar o un enlace internucleétido en uno o mas de los nucleétidos del ARNm que se introduce
en la célula eucariota en cualquiera de los procedimientos de la descripciéon puede comprender una base de acido
nucleico, un resto de azucar o un enlace internucleétido modificados.

La descripcion tampoco esta limitada con respecto a la fuente del ARNm que se suministra en la célula eucariota en
cualquiera de los procedimientos de la descripcion. En algunos ejemplos, tales como los descritos en los
EJEMPLOS, el ARNm se sintetiza por transcripcion in vitro de un molde de ADN que comprende un gen clonado en
un vector plasmidico linealizado o por transcripcién in vitro de un molde de ADN que se sintetiza por PCR o RT-PCR
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(es decir, por TIV de un producto de amplificacion por PCR), proteccion con caperuza utilizando un sistema
enzimatico de proteccidon con caperuza o por proteccién con caperuza cotranscripcional por incorporacion de un
dinucledtido analogo de caperuza (por ejemplo, un ARCA) durante la TIV y poliadenilaciéon utilizando una poli(A)
polimerasa. En algunos ejemplos preferidos, el ARNm se sintetiza por TIV de un molde de ADN que comprende un
gen clonado en un vector plasmidico linealizado o un producto de amplificacion por PCR o por RT-PCR, en el que el
molde de ADN codifica una cola de 3’poli(A). En otros ejemplos, el ARNm que se suministra en la célula eucariota en
cualquiera de los procedimientos de la descripcion deriva directamente de una célula o de una muestra bioldgica.
Por ejemplo, el ARNm derivado de una célula o de una muestra bioldgica se puede obtener por amplificacién del
ARNmM de la célula o muestra biolégica utilizando una reaccion de amplificacion de ARN y proteccién con caperuza
del ARNm amplificado utilizando un sistema enzimatico de proteccién con caperuza o por proteccién con caperuza
cotranscripcional por incorporacion de un dinucleétido analogo de caperuza (por ejemplo, un ARCA) durante la TIV
y, si el ARNm amplificado no contiene ya una cola de poli(A) codificada por molde a partir de la reaccion de
amplificacion del ARN, poliadenilacién del ARNm amplificado utilizando poli(A) polimerasa.

Con respecto a los procedimientos que comprenden la introduccion de ARNm que codifica uno o mas factores de
induccion de células iPS para generar una célula desdiferenciada (por ejemplo, una célula iPS), la descripcion no
esta limitada por la naturaleza de los factores de induccién de células iPS utilizados. Se contempla el uso de
cualquier ARNm que codifique uno o mas factores de induccién de proteina ahora conocidos, o descubiertos
posteriormente, que encuentren utilidad en la desdiferenciacion. En algunos ejemplos, se emplean uno o mas ARNm
que codifican KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 o SOX2. Se han identificado Oct-3/4 y ciertos miembros de la
familia de genes Sox (Sox1, Sox2, Sox3 y Sox15) como reguladores transcripcionales implicados en el proceso de
induccion. No obstante, se han identificado genes adicionales, incluidos ciertos miembros de la familia KIf (KIf1, KIf2,
KIf4 y KIf5), de la familia Myc (C-myc, L-myc y N-myc), Nanog y LIN28, para aumentar la eficacia de la induccion.
Puede usarse uno cualquiera o mas de tales factores segun se desee.

Si bien las composiciones y los procedimientos de la descripcion se pueden usar para generar células iPS, la
descripcion no se limita a la generacion de tales células. Por ejemplo, se puede introducir en una célula ARNm que
codifica uno o mas factores de reprogramacion para generar una célula con un estado de diferenciaciéon cambiado
comparado con la célula en la que se introdujo el ARNm. Por ejemplo, se puede utilizar ARNm que codifica uno o
mas factores de induccién de células iPS para generar una célula desdiferenciada que no es una célula iPS. Tales
células encuentran utilidad en investigaciones, cribado de farmacos y otras aplicaciones.

En algunos ejemplos, la presente descripcion proporciona adicionalmente procedimientos que emplean las células
desdiferenciadas generadas por los procedimientos anteriores. Por ejemplo, tales células encuentran utilidad en
investigaciones, cribado de farmacos y aplicaciones terapéuticas en seres humanos u otros animales. Por ejemplo,
las células generadas pueden encontrar utilidad en la identificacion y caracterizacion de factores de induccion de
células iPS, asi como otros factores asociados con la diferenciacion o desdiferenciacion. En algunos ejemplos, las
células desdiferenciadas generadas se trasplantan a un organismo o a un tejido que reside in vitro o in vivo. En
algunos ejemplos, un organismo, tejido o sistema de cultivo que aloja las células generadas se expone a un
compuesto de prueba y se observa o mide el efecto del compuesto de prueba sobre las células o sobre el
organismo, tejido o sistema de cultivo.

En otros ejemplos, se trata adicionalmente una célula desdiferenciada generada utilizando los procedimientos
anteriores (por ejemplo, una célula iPS) para generar una célula diferenciada que tiene el mismo estado de
diferenciacion o tipo celular en comparacion con la célula somatica a partir de la cual se generdé la célula
desdiferenciada. En otros ejemplos, se trata adicionalmente la célula desdiferenciada generada utilizando los
procedimientos anteriores (por ejemplo, una célula iPS) para generar una célula diferenciada que tiene un estado de
diferenciacion o tipo celular diferente en comparacion con la célula somatica a partir de la cual se generd la célula
desdiferenciada. En algunos ejemplos, la célula diferenciada se genera a partir de la célula desdiferenciada
generada (por ejemplo, la célula iPS generada) por la introduccion de ARNm que codifica uno o mas factores de
reprogramacion en la célula iPS generada durante uno o multiples tratamientos y manteniendo la célula en la que se
introduce el ARNm en condiciones en las que la célula es viable y se diferencia en una célula que tiene un estado de
diferenciacion o tipo celular cambiado en comparacion con la célula desdiferenciada generada (por ejemplo, la célula
iPS generada) en la que se introduce el ARNm que codifica uno o mas factores de reprogramacién. En algunos de
estos ejemplos, la célula diferenciada generada que tiene el estado de diferenciacion cambiado se usa para
investigacion, cribado de farmacos o aplicaciones terapéuticas (por ejemplo, en seres humanos u otros animales).
Por ejemplo, las células diferenciadas generadas encuentran utilidad en la identificacién y caracterizacion de
factores de reprogramacion asociados con diferenciacion. En algunos ejemplos, las células diferenciadas generadas
se trasplantan a un organismo o a un tejido que reside in vitro o in vivo. En algunos ejemplos, un organismo, tejido o
sistema de cultivo que aloja las células diferenciadas generadas se expone a un compuesto de prueba y se observa
o mide el efecto del compuesto de prueba sobre las células o sobre el organismo, tejido o sistema de cultivo.

En algunos ejemplos preferidos del procedimiento que comprende introducir ARNm que codifica uno o mas factores
de induccion de iPSC en una célula somatica y mantener la célula en condiciones en las que la célula es viable y el
ARNmM que se introduce en la célula se expresa en cantidad suficiente y durante tiempo suficiente para generar una
célula desdiferenciada (por ejemplo, en los que la célula desdiferenciada es una célula madre pluripotente inducida),
el tiempo suficiente para generar una célula desdiferenciada es menos de una semana. En algunos ejemplos
preferidos de este procedimiento, la eficacia de reprogramacién para generar células desdiferenciadas es mayor o
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igual a 50 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10° células de entrada en las que se introduce el
ARNm. En algunos ejemplos preferidos de este procedimiento, la eficacia de reprogramacion para generar células
desdiferenciadas es mayor o igual a 100 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10° células de entrada
en las que se introduce el ARNm. En algunos ejemplos preferidos de este procedimiento, la eficacia de
reprogramacion para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 150 células desdiferenciadas (por ejemplo,
iPSC) por 3 x 10° células de entrada en las que se introduce el ARNm. En algunos ejemplos preferidos de este
procedimiento, la eficacia de reprogramacién para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 200 células
desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10° células de entrada en las que se introduce el ARNm. En algunos
ejemplos preferidos de este procedimiento, la eficacia de reprogramacion para generar células desdiferenciadas es
mayor o igual a 300 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10° células de entrada en las que se
introduce el ARNm. En algunos ejemplos preferidos de este procedimiento, la eficacia de reprogramacion para
generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 400 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10°
células de entrada en las que se introduce el ARNm. En algunos ejemplos preferidos de este procedimiento, la
eficacia de reprogramacion para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 500 células desdiferenciadas
(por ejemplo, iPSC) por 3 x 10° células de entrada en las que se introduce el ARNm. En algunos ejemplos preferidos
de este procedimiento, la eficacia de reprogramacion para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 600
células desdiferenciadas por 3 x 10° células de entrada (por ejemplo, iPSC) en las que se introduce el ARNm. En
algunos ejemplos preferidos de este procedimiento, la eficacia de reprogramacién para generar células
desdiferenciadas es mayor o igual a 700 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10° células de entrada
en las que se introduce el ARNm. En algunos ejemplos preferidos de este procedimiento, la eficacia de
reprogramacion para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 800 células desdiferenciadas (por ejemplo,
iPSC) por 3 x 10° células de entrada en las que se introduce el ARNm. En algunos ejemplos preferidos de este
procedimiento, la eficacia de reprogramacién para generar células desdiferenciadas es mayor o igual a 900 células
desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10° células de entrada en las que se introduce el ARNm. En algunos
ejemplos preferidos de este procedimiento, la eficacia de reprogramacion para generar células desdiferenciadas es
mayor o igual a 1000 células desdiferenciadas (por ejemplo, iPSC) por 3 x 10° células de entrada en las que se
introduce el ARNm. Por lo tanto, en algunos ejemplos preferidos, este procedimiento fue mas de 2 veces mas eficaz
que el protocolo publicado que comprende la administracion de factores de reprogramacion con un vector viral (por
ejemplo, un vector de lentivirus). En algunos ejemplos preferidos, este procedimiento fue mas de 5 veces mas eficaz
que el protocolo publicado que comprende la administracion de factores de reprogramacion con un vector viral (por
ejemplo, un vector de lentivirus). En algunos ejemplos preferidos, este procedimiento fue mas de 10 veces mas
eficaz que el protocolo publicado que comprende la administracion de factores de reprogramacion con un vector viral
(por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunos ejemplos preferidos, este procedimiento fue mas de 20 veces mas
eficaz que el protocolo publicado que comprende la administracion de factores de reprogramacion con un vector viral
(por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunos ejemplos preferidos, este procedimiento fue mas de 25 veces mas
eficaz que el protocolo publicado que comprende la administracion de factores de reprogramacion con un vector viral
(por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunos ejemplos preferidos, este procedimiento fue mas de 30 veces mas
eficaz que el protocolo publicado que comprende la administracion de factores de reprogramacion con un vector viral
(por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunos ejemplos preferidos, este procedimiento fue mas de 35 veces mas
eficaz que el protocolo publicado que comprende la administracion de factores de reprogramacion con un vector viral
(por ejemplo, un vector de lentivirus). En algunos ejemplos preferidos, este procedimiento fue mas de 40 veces mas
eficaz que el protocolo publicado que comprende la administracion de factores de reprogramacion con un vector viral
(por ejemplo, un vector de lentivirus).

La presente descripcion adicionalmente proporciona composiciones (sistemas, kits, mezclas de reaccion, células,
ARNm) utilizadas o Uutiles en los procedimientos y/o generadas por los procedimientos descritos en el presente
documento. Por ejemplo, la presente descripcion proporciona un ARNm que codifica un factor de induccion de
células iPS, teniendo el ARNm pseudouridina en lugar de uridina.

La presente descripcion proporciona adicionalmente composiciones que comprenden un reactivo de transfeccion y
un ARNm que codifica un factor de induccion de células iPS (por ejemplo, una mezcla de reactivo de transfeccion y
ARNm). En algunos ejemplos, las composiciones comprenden ARNm que codifica una pluralidad (por ejemplo, 2 o
mas, 3 0 mas, 4 o mas, 5 o mas o 6) de factores de induccion de células iPS, incluyendo, pero sin limitacion, KLF4,
LIN28, C-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2.

Las composiciones pueden comprender adicionalmente cualquier otro reactivo o componente suficiente, necesario o
util para poner en practica cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento. Tales reactivos o
componentes incluyen, aunque sin limitacion, reactivos de transfeccion, medio de cultivo (por ejemplo, medio
condicionado por MEF), células (por ejemplo, células somaticas, células iPS), recipientes, cajas, tampones,
inhibidores (por ejemplo, inhibidores de RNasa, marcadores (por ejemplo, fluorescentes, luminiscentes, radioactivos,
etc.), moléculas de control positivo y/o negativo, reactivos para generar ARNm protegido, hielo seco y otros
refrigerantes, instrucciones para su uso, equipo de cultivo celular, equipo de deteccién/analisis y similares.

Esta descripcion proporciona moléculas de ARN, oligorribonucleétidos y polirribonucledtidos que comprenden
pseudouridina o un nucledsido modificado, vectores de terapia génica que comprenden los mismos, procedimientos
de terapia génica y procedimientos de silenciamiento de la transcripcion génica que comprenden los mismos,
procedimientos para reducir la inmunogenicidad de los mismos y procedimientos para sintetizarlos.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2769 129 T3

En un ejemplo, la presente descripcion proporciona un ARN mensajero que comprende un resto de pseudouridina.
En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona una molécula de ARN que codifica una proteina de interés,
comprendiendo dicha molécula de ARN un resto de pseudouridina. En otro ejemplo, la presente descripcion
proporciona una molécula de ARN transcrita in vitro, que comprende una pseudouridina o un nucledsido modificado.
En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un oligorribonucleétido sintetizado in vitro, que comprende una
pseudouridina o un nucledsido modificado, en el que el nucledsido modificado es m°C, m®U, m®A, s2U, W o 2'-O-
metil-U. En otro ejemplo, la presente descripcidon proporciona un vector de terapia génica, que comprende una
molécula de polirribonucleétido sintetizado in vitro, en el que la molécula de polirribonucleétido comprende una
pseudouridina o un nucledsido modificado.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona una molécula de ARN bicatenario (ARNbc) que contiene, como
parte de su secuencia, una pseudouridina o un nucleésido modificado y que comprende adicionalmente un ARNip o
un ARNhc. En otro ejemplo, la molécula de ARNbc es mayor de 50 nucledtidos de longitud. Cada posibilidad
representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcidon proporciona un procedimiento para inducir a una célula de mamifero para
producir una proteina recombinante, que comprende poner en contacto la célula de mamifero con una molécula de
ARN sintetizada in vitro que codifica la proteina recombinante, comprendiendo la molécula de ARN sintetizada in
vitro una pseudouridina o un nucledsido modificado, induciendo, de este modo, a la célula de mamifero para producir
la proteina recombinante.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para tratar anemia en un sujeto, que
comprende poner en contacto una célula del sujeto con una molécula de ARN sintetizada in vitro, codificando la
molécula de ARN sintetizada in vitro eritropoyetina, tratandose, de este modo, la anemia en un sujeto.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para tratar un vasoespasmo en un sujeto,
que comprende poner en contacto una célula del sujeto con una molécula de ARN sintetizada in vitro, codificando la
molécula de ARN sintetizada in vitro 6xido nitrico sintasa inducible (iINOS), tratandose, de este modo, un
vasoespasmo en un sujeto.

En otro ejemplo, la presente descripcidon proporciona un procedimiento para incrementar la tasa de supervivencia de
una célula en un sujeto, que comprende poner en contacto la célula con una molécula de ARN sintetizada in vitro,
codificando la molécula de ARN sintetizada in vitro una proteina de choque térmico, mejorando, de este modo, la
tasa de supervivencia de una célula en un sujeto.

En otro ejemplo, la presente descripciéon proporciona un procedimiento para disminuir la incidencia de una
reestenosis de un vaso sanguineo después de un procedimiento que agranda el vaso sanguineo, que comprende
poner en contacto una célula de un vaso sanguineo con una molécula de ARN sintetizada in vitro, codificando la
molécula de ARN sintetizada in vitro una proteina de choque térmico, disminuyendo, de este modo, una incidencia
de una reestenosis en un sujeto.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para aumentar el crecimiento de un cabello a
partir de un foliculo capilar en el cuero cabelludo de un sujeto, que comprende poner en contacto una célula del
cuero cabelludo con una molécula de ARN sintetizada in vitro, codificando la molécula de ARN sintetizada in vitro
una telomerasa o una proteina inmunosupresora, incrementando, de este modo, el crecimiento de cabello a partir de
un foliculo capilar.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento de induccion de la expresion de una enzima
con actividad antioxidante en una célula, que comprende poner en contacto la célula con una molécula de ARN
sintetizada in vitro, codificando la molécula de ARN sintetizada in vitro la enzima, induciendo, de este modo, la
expresion de una enzima con actividad antioxidante en una célula.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para tratar la fibrosis quistica en un sujeto,
que comprende poner en contacto una célula del sujeto con una molécula de ARN sintetizada in vitro, codificando la
molécula de ARN sintetizada in vitro el Regulador de Conductancia Transmembrana de Fibrosis Quistica (CFTR),
tratandose, de este modo, la fibrosis quistica en un sujeto.

En otro ejemplo, la presente descripciéon proporciona un procedimiento para tratar la agammaglobulinemia ligada al
cromosoma X en un sujeto, que comprende poner en contacto una célula del sujeto con una molécula de ARN
sintetizada in vitro, codificando la molécula de ARN sintetizada in vitro una tirosina quinasa de Bruton, tratandose, de
este modo, la agammaglobulinemia ligada al cromosoma X.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para tratar una inmunodeficiencia combinada
grave por déficit de adenosina desaminasa (ADA IDCS) en un sujeto, que comprende poner en contacto una célula
del sujeto con una molécula de ARN sintetizada in vitro, codificando la molécula de ARN sintetizada in vitro una
ADA, tratandose, de este modo, una ADA IDCS.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para producir una proteina recombinante, que
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comprende poner en contacto un aparato de traduccién in vitro con un polirribonucleétido sintetizado in vitro,
comprendiendo el polirribonucleétido sintetizado in vitro una pseudouridina o un nucleésido modificado,
produciéndose, de este modo, una proteina recombinante.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para sintetizar una molécula de ARN
transcrita in vitro que comprende un nucleétido modificado con un nucledsido modificado con pseudouridina, que
comprende poner en contacto una polimerasa aislada con una mezcla de nucleétidos no modificados y el nucleétido
modificado.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un aparato de transcripcion in vitro, que comprende: un
nucledtido no modificado, un nucleétido que contiene una pseudouridina o un nucledsido modificado y una
polimerasa. En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un kit de transcripcion in vitro, que comprende: un
nucledtido no modificado, un nucleétido que contiene una pseudouridina o un nucledsido modificado y una
polimerasa. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

Descripcion de las figuras

Las siguientes figuras forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencidon como se define en las reivindicaciones. La invencién puede entenderse
mejor por referencia a una o mas de estas figuras en combinacién con la descripcion detallada de ejemplos
especificos presentados en el presente documento.

La figura 1 muestra que los ARNm que codifican cada uno de los seis factores de reprogramacion humana,
preparados como se describe en los EJEMPLOS, se traducen y se localizan en las ubicaciones subcelulares
previstas después de la transfeccion en fibroblastos 1079 humanos de recién nacido. Fibroblastos 1079 humanos
no tratados: Las fotografias A, E, I, M, Q y U muestran imagenes de contraste de fase de los fibroblastos
humanos 1079 no tratados que no fueron transfectados con un ARNm que codifica un factor de reprogramacion y
las fotografias B, F, J, N, R y V muestran imagenes fluorescentes de los mismos campos después de que las
células se tifieran con un anticuerpo especifico para cada factor de reprogramacion; estos resultados muestran
que hubo pocas o ninguna de estas proteinas de factor de reprogramacion endégena en fibroblastos humanos
1079 no tratados. Fibroblastos 1079 humanos tratados: Las fotografias C, G, K, O, S y W muestran imagenes de
contraste de fase de los fibroblastos humanos 1079 que fueron transfectados con un ARNm que codifica el factor
de reprogramacion indicado y las fotografias D, H, L, P, T y X muestran imagenes fluorescentes de los mismos
campos después de que las células se tifieran con un anticuerpo especifico para cada factor de reprogramacion
24 horas después de la transfeccion. Estos resultados muestran que cada una de las proteinas de factor de
reprogramacion se expreso en las células de fibroblastos 1079 humanos 24 horas después de la transfeccion
con los respectivos ARNm que codifican el factor de reprogramacién y que las proteinas del factor de
reprogramacion se localizaron en las ubicaciones subcelulares previstas. A-T tienen un aumento de 20x. U-X
tienen un aumento de 10x.

La figura 2 muestra que el ARNm que codifica factores de reprogramacion humanos (KLF4, LIN28, c-MYC,
NANOG, OCT4 e SOX2) produce células iPS en células somaticas humanas. La figura 2 muestra imagenes de
campo brillante (A, C) e imagenes de inmunofluorescencia (B, D) de una colonia de células iPS a los 12 dias
después de la transfeccion final con ARNm que codifica factores de reprogramacion. La tincion con NANOG se
observa en la colonia n.° 1 (B, D). Las imagenes A y B tienen un aumento de 10x. C y D tienen un aumento de
20x.

La figura 3 muestra que las colonias de iPS derivadas de células somaticas humanas 1079 e IMR90 son
positivas para NANOG y TRA-1-60. La figura 3 muestra imagenes de contraste de fase (A, D, G) e
inmunofluorescencia (B, C, E, F, H, I) de colonias de iPS derivadas de células 1079 (A, D) e IMR90 (G). La
misma colonia de iPS que se muestra en (A) es positiva tanto para NANOG (B) como para TRA-1-60 (C). La
colonia que se muestra en (D) es positiva para NANOG (E) y positiva para TRA-1-60 (F). La colonia de iPS
generada a partir de fibroblastos IMR90 (G) es también positiva tanto para NANOG (H) como para TRA-1-60 (1).
Todas las imagenes tienen un aumento de 20x.

La figura 4 muestra que la formacién de colonias de iPSC rapida y con mayor eficacia se consigue transfectando
células con ARNm que codifica factores de reprogramacion en medio condicionado por MEF. Se detectaron unas
200 colonias 3 dias después de la transfeccion final; en una placa de 10 cm, se transfectaron células IMR90 tres
veces con 36 yg de cada ARNm de reprogramacion (es decir, que codifica KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4
y SOX2). Las colonias de iPS representativas se muestran a un aumento de 4x (A,B), 10x (C-E) y 20x (F). Ocho
dias después de la transfeccion final de ARNm con ARNm que codifican los seis factores de reprogramacion, se
contaron mas de 1000 colonias de iPSC en células IMR9O0 transfectadas con 18 ug (G, I) o 36 yg (H) de cada
uno de los seis ARNm. Se muestran las colonias representativas a un aumento de 4x (G-H) y a un aumento de
10x (I).

La figura 5 muestra que las colonias de iPSC derivadas de 1079 e IMR90 son positivas tanto para NANOG como
para TRA-1-60. Ocho dias después de la transfeccion final de ARNm con 36 ug de ARNm para cada uno de los
seis factores de reprogramacion, las colonias de iPSC derivadas de 1079 (mostradas en A, D y G) son positivas
para NANOG (B, E y H) y para TRA-1-60 (C, F e I). Ocho dias después de la transfeccion final de ARNm con 18
Mg (J-L) o 36 pg (M-O) de ARNm para cada uno de los seis factores de reprogramacion, las colonias derivadas
de IMR90 también son positivas para NANOG (K, N) y para TRA-1-60 (L, O).
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Figura 6. Produccion de TNF-a a partir de MDDC transfectadas con ARN natural, que demuestra que el ARN
sintetizado in vitro no modificado y el ARN bacteriano y el ARN mitocondrial de mamiferos es altamente
inmunogénico, mientras que otro ARN de mamiferos es débilmente inmunogénico. Las MDDC humanas se
incubaron con Lipofectin® solo o complejado con R-848 (1 pg/ml), o ARN (5 ug/ml) de células 293 (ARN totales,
nucleares y citoplasmaticos), corazén de raton (poliA + ARNm), ARN mitocondrial plaquetario humano, ARNt
bovino, ARNt bacteriano y ARN total (E. coli) con o sin digestiéon con RNasa. Después de 8 h, se midié TNF-a en
los sobrenadantes por ELISA. Se muestran los valores medios + SEM. Los resultados son representativos de 3
experimentos independientes.

Figura 7. La activacion dependiente de TLR por ARN demuestra que la modificacion m6A y s2U bloquea la
sefializacion de TLR3, mientras que todas las modificaciones bloquean la sefializacion de TLR7 y TLR8 y que el
ARN bacteriano menos modificado y ARN no modificado transcrito in vitro activan los tres TLR. (A) Se analizaron
alicuotas (1 yg) de ARN-1571 transcrito in vitro sin (ninguna) o con modificaciones de nucledsidos m°C, méA, W,
m5U o S?U en gel de agarosa desnaturalizante seguido de tincién con bromuro de etidio e iluminacion UV. (B) Se
trataron células 293 que expresan TLR8, TLR7 y TLR3 humano y los vectores de control con Lipofectin® solo,
Lipofectin®-R-848 (1 pg/ml) o ARN (5 pg/ml). Se observan los nucledtidos presentes en ARN-730 y ARN-1571.
(C) Se obtuvieron CpG ODN-2006 (5 ug/ml), LPS (1,0 ug/ml) y ARN aislado a partir de higado de rata, linea
celular de ratén (TUBO) y bazo humano (total), ARN mitocondrial plaquetario humano o de dos fuentes diferentes
de E. coli. Sirvieron como control células 293-hTLR9. Después de 8 h, se midié IL-8 en los sobrenadantes por
ELISA. Se muestran los valores medios + SEM. Las lineas celulares que contienen ARNip dirigido a hTLR3 se
indican con asterisco. Los resultados son representativos de cuatro experimentos independientes.

Figura 8. La produccion de citocinas por la CD transfectada con ARN demuestra que todas las modificaciones
bloquean la activacion de citocinas generadas por CD, mientras que solo las modificaciones de uridina bloquean
la activacion de la CD derivada de sangre. Se trataron las MDDC generadas con GM-CSF/IL-4 (A, C) o GM-
CSF/IFN-a MDDC (B), y las CD1 y CD2 primarias (D) durante 8 a 16 h con Lipofectin® solo, Lipofectin®-R-848 (1
pg/ml) o ARN (5 pg/ml). Se observan los nucledsidos presentes en ARN-1571. Se midieron TNF-a, IL-12(p70) y
IFN-a en el sobrenadante por ELISA. Se muestran los valores medios + SEM. Los resultados son representativos
de 10 (A y C), 4 (B) y 6 (D) experimentos independientes. E. Activacion de CD por ARN. Se trataron las MDDC
durante 20 h con Lipofectin® solo o complejado con 1 pg/ml de poli(l):(C) o R-848 como controles positivos
(panel superior) o Lipofectin® complejado con el ARN indicado (5 pg/ml; panel inferior). Se observan los
nucledsidos presentes en ARN-1886. Se determind la expresion de CD83, CD80 y HLA-DR por citometria de
flujo.

Figura 9. La activacién de CD por ARN demuestra que toda modificacion de nucledsidos inhibe la activacion de
CD mediada por ARN. Se trataron las MDDC durante 20 h con Lipofectin® solo, Lipofectin®-R-848 (1 ug/ml) o
ARN-1571, modificado tal y como se indica (5 pg/ml). (A) Tincion de CD83 y HLA-DR. (B) Niveles de TNF-a en
los sobrenadantes y fluorescencia media de CD80 y CD86 en respuesta a la incubacion con ARN. Se aumento el
volumen del medio 30 veces para la citometria de flujo, como se indica por el asterisco. Los datos son
representativos de cuatro experimentos independientes.

Figura 10. Se transcribié el ARN-1571 protegido con caperuza que contiene diferentes cantidades (0, 1, 10, 50,
90, 99 y 100% de nucledsido modificado, en relacion con el correspondiente NTP no modificado) y se encontré
que la modificacién de solo unos pocos nucledsidos dio como resultado una inhibicién de la activacién de CD. A.
Se digirieron todos los transcritos a monofosfatos y se analizaron por HPLC de fase inversa para determinar la
cantidad relativa de incorporacién de nucledsidos modificados. Se muestran los perfiles representativos de
absorbancia obtenidos en las proporciones indicadas (W:U). Se observan los tiempos de elucion para 3'-
monofosfatos de pseudouridina (W), citidina (C), guanosina (G), uridina (U), 7-metilguanosina ("m7G") y
adenosina ("A"). (B) Contenido de nucledsido modificado de ARN-1571. Se calculd el porcentaje esperado de
mPA, o m5C en ARN-1571 en funcion de la cantidad relativa de NTP modificado en la reaccion de transcripcion y
la composicion de los nucledsidos de ARN-1571 (A: 505, U: 451, C: 273, G: 342). Los valores para el contenido
de nucledsido modificado medido se determinaron basandose en la cuantificacion de los cromatogramas de
HPLC. Notas: A: valores (%) para m®ATP, WTP y m3CTP en relacion con ATP, UTP y CTP, respectivamente. B:
valores para m®A, W y m°C monofosfatos en relacion con todas las NMP. (C) Se transfectaron las MDDC con
Lipofectin® complejado con ARN-1571 protegido con caperuza (5 pug/ml) que contiene la cantidad indicada de
mBA, W o m°C. Después de 8 h, se midid TNF-a en los sobrenadantes. Los datos se expresan como inhibicién
relativa de TNF-a. Se muestran los valores medios + SEM obtenidos en 3 experimentos diferentes.

Figura 11. La expresion de TNF-a por CD transfectadas con oligorribonucledtidos demuestra que tan solo un
nucledsido modificado reduce la activacion de CD. (A) Se muestran secuencias de oligorribonucleétidos (ORN)
sintetizados quimicamente (ORN1-4) (SEQ ID NO: 6-9) o transcritos in vitro (ORN5-6) (SEQ ID NO: 10-11). Se
resaltan las posiciones de los nucledsidos modificados Um (2'-O-metiluridina), m°C y W. Las MDDC humanas se
transfectaron con Lipofectin® solo (medio), R-848 (1 ug/ml) o Lipofectin® complejado con ARN (5 pg/ml).
Cuando se indico, las células se trataron con 2,5 pg/ml de cicloheximida (CHX). (B). Después de 8 h de
incubacion, se midid TNF-a en el sobrenadante. (C) Se analizé el ARN de las células por transferencia Northern.
Se muestran los valores medios representativos + SEM de 3 experimentos diferentes.

Figura 12. A. El ARNm modificado con W no estimula la produccién de citocinas proinflamatorias in vivo. Las
muestras de suero (6 h después de la inyeccion) se analizaron por ELISA y revelaron que 3 ug de ARNm no
modificado inducian un nivel mas elevado de IFN-a que los 3 uyg de ARNm modificado con W (P <0,001). Los
niveles de IFN-a inducidos por 3 uyg de ARNm modificado con W fueron similares a los obtenidos cuando se
inyecto a los animales con lipofectina no acomplejada. Los valores se expresan como la media+s.em. (n=305
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animales/grupo). B. Se observaron resultados similares con TNF-a.

Figura 13. EI ARNm que contiene pseudouridina (¥) no activa PKR. W: pseudouridina. Control: ARN no
modificado. m5C: ARNm con modificacién m5C.

Figura 14. Expresién aumentada de luciferasa a partir de ARN que contiene pseudouridina en el lisado de
reticulocitos de conejo. Luc-Y: ARNm con modificacion con pseudouridina; luc-C: ARN no modificado. Los datos
se expresan normalizando la actividad de la luciferasa frente al ARN de luciferasa no modificado.

Figura 15. Expresion aumentada de renilla a partir de ARNm que contiene pseudouridina en células cultivadas.
A. células 293. B. Murina primaria, células dendriticas de ratén derivadas de médula 6sea. renilla-Y: ARNm con
modificacion con pseudouridina; renilla-C:ARN no modificado. Se modificé el ARN con m5C, m®A y m®U como se
indica.

Figura 16. A. Efecto aditivo de elementos 3' y 5' sobre la eficacia de traduccion de ARNm modificado con W. Se
transfectaron células 293 con luciferasa de luciérnaga y ARNm modificado con W que tenia caperuza 5’ (capLuc),
cola de poliA 3 de 50 nucledtidos de longitud (TEVIucA50), ambos o ninguno de estos elementos
(capTEVIucA50 y Luc, respectivamente). Las células se lisaron 4 horas mas tarde y las actividades de luciferasa
se midieron en alicuotas (1/20°) del total de los lisados. B. EI ARNm modificado con W es mas estable que el
ARNmM no modificado. Se lisaron células 293 transfectadas con CapTEVIucA, que contenian nucledsidos no
modificados o modificados con W en los tiempos indicados después de la transfeccion. Se analizaron alicuotas
(1/20°) de los lisados para luciferasa. Los errores estandar son demasiado pequefios para visualizarse con
barras de error. C. La expresion de B-galactosidasa se potencia utilizando ARNm modificado con ¥ en
comparacion con ARNm convencional. Las células 293 sembradas en placas de 96 pocillos se transfectaron con
ARNmM complejados con lipofectin (0,25 pg/pocillo) que codifica B-galactosidasa bacteriana (lacZ). Los transcritos
tenian una caperuza y una cola de poliA 3’ que era o de 30 nucledtidos de longitud (caplacZ) o de ~200
nucledtidos de longitud (caplacZ-An). Se analizaron construcciones hechas utilizando nucledsidos
convencionales de U o W. Las células de fijaron y tifieron con X-gal, 24 horas después de la transfeccion. Se
tomaron imagenes por microscopia invertida (a un aumento de 40 y 100x) a partir de los pocillos representativos.
Figura 17. A. Expresion de renilla después de inyeccion intracerebral de ARNm codificante modificado y no
modificado. Se inyectd corteza cerebral de rata en 8 sitios/animales. Un hemisferio se inyectd con ARN protegido
con caperuza que codifica renilla con modificacion con pseudouridina (capRenilla-Y), mientras el hemisferio
correspondiente con ARN protegido con caperuza sin modificacion de nucledsido (capRenilla-C). Se muestran
los datos de 2 animales (6 sitios de inyeccion). BG; menor nivel de deteccion del ensayo. B. EIl ARNm modificado
con ¥ suministrado por via intravenosa se expresa en bazo. Se administr6 YARNm complejado con Lipofectin
(0,3 pg de capTEVIucAn/ratdn) por inyeccion en la vena de la cola. Los animales se sacrificaron a las 2 y 4 horas
después de la inyeccion y se midieron las actividades de luciferasa en alicuotas (1/10°) de o6rganos
homogeneizados en tampon de lisis. Los valores representan las actividades de luciferasa en todos los 6rganos.
C. ARNm modificado con W muestra una mayor estabilidad y traduccion in vivo. Se suministré capTEVIucAn (0,3
pg/60 pl/animal) complejado con Lipofectin con o sin modificaciones con W i.v. a ratones. Los animales se
sacrificaron a las 1, 4 y 24 horas después de la inyeccion y 1/2 de sus bazos se procesaron para mediciones de
enzima luciferasa (panel izquierdo) y la otra mitad para analisis de ARN (panel derecho). Se midieron las
actividades de luciferasa en alicuotas (1/5°) del homogeneizado hecho a partir de la mitad de los bazos. Los
valores trazados representan actividades de luciferasa en todo el bazo y se expresan como la media + s.e.m. (n
= 3 o0 4/puntos). D. Expresiéon de luciferasa de luciérnaga después de inyeccion intracraneal de ARNm.
capTEViuc-Y: ARN protegido con caperuza, modificado con pseudouridina que codifica luciferasa de luciérnaga.
CapTEVluc-C: ARN protegido con caperuza sin modificacion de nucledsidos.

Figura 18. La produccion de proteina es dependiente de la cantidad de ARNm suministrado por via intravenosa
en ratones. Las cantidades indicadas de acidos nucleicos complejados con lipofectin, se suministraron ARNm
capTEVIucAn con o sin constituyentes ¥ y ADN de plasmido pCMVluc en un volumen de 60 pl/animal por
inyeccion intravenosa en ratones. Los animales inyectados con ARNm o ADN de plasmido se sacrificaron a las 6
h o 24 h después de la inyeccion, respectivamente, y se midieron las actividades de luciferasa en alicuotas
(1/10°) de sus bazos homogeneizados en tampon de lisis. Se muestra el valor de cada animal y las lineas cortas
horizontales indican la media; N.D., no detectable.

Figura 19. Expresion de luciferasa de luciérnaga después de administracion intratraqueal de ARNm codificante.
El ARNm se complejé con lipofectin (o PEI, como se indica) y se inyecté a los animales con 0,3 ug de ARNm con
o sin modificacion W que codifica luciferasa de luciérnaga, a continuacion, se les sacrificéd 3 horas mas tarde. Se
recogieron y homogeneizaron los pulmones y se midi6 la actividad de luciferasa en alicuotas de los érganos
lisados.

Figura 20. EI ARNm modificado con W no induce mediadores inflamatorios después de administracion pulmonar.
Induccion de TNF-a e IFN-a en suero después de administracion intratraqueal de ARNm no modificado o ARNm
modificado con W que codifica luciferasa. Los niveles de TNF-a e IFN-a en suero se determinaron por ELISA 24
horas después de la administracion de ARNm.

La figura 21 muestra los resultados del Ejemplo 35: El ARNm que codifica luciferasa de Luciérnaga o Renilla con
las modificaciones indicadas se complejo con lipofectin y se suministré6 a células dendriticas murinas (A) y
HEK293T (B). Las CD humanas se transfectaron con ARNm que codifica luciferasa de luciérnaga o renilla
complejado con TransIT con las modificaciones indicadas (C). Los datos se expresan como las veces de cambio
comparado con el ARNm no modificado.

La figura 22 muestra los resultados del Ejemplo 36: Las reacciones de transcripcion de polimerasa de T7
utilizadas para la generacion de ARNm dan como resultado grandes cantidades de ARN del tamafio correcto,
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pero también contiene contaminantes. Esto se visualiza por la aplicacion de ARN a una columna de HPLC de
fase inversa que separa el ARN en funcién del tamafio en condiciones de desnaturalizacion. Se aplic6 ARN TEV-
luciferasa-A51 modificado con W a una columna de HPLC en tampdn B al 38% y se sometio a un gradiente lineal
creciente de tampoén B hasta el 55%. El perfil demostré contaminantes tanto mas pequefios de lo esperado como
mas grandes de lo esperado.

La figura 23 muestra los resultados del Ejemplo 37: (A) Se suministr6 ARNm que codifica EPO con las
modificaciones indicadas y con o sin purificacion por HPLC a CD murinas y los niveles de EPO en el
sobrenadante se midieron 24 horas mas tarde. Mientras que el ARNm modificado con m5C/W tenia el mayor
nivel de traduccion antes de la purificacion por HPLC, el ARNm modificado con W tuvo la mayor traduccién
después de la purificacion por HPLC. (B) Las CD Humanas se transfectaron con ARNm que codifica renilla con
las modificaciones indicadas con o sin purificacién por HPLC.

La figura 24 muestra los resultados del Ejemplo 38: (A) Las CD Humanas se transfectaron con ARN complejado
con TransIT con las modificaciones indicadas con o sin purificaciéon por HPLC. Los niveles de IFN-a se midieron
después de 24 horas. La purificacion por HPLC aumento la inmunogenicidad de ARN no modificado, que es
dependiente de la secuencia, ya que otros ARN no modificados tenian niveles similares de IFN-a o niveles
reducidos después de la purificacion por HPLC. EI ARN modificado por W tenia niveles no medibles de IFN-q,
similares a los de las CD tratadas de control. (B) EI ARN modificado con W antes (-) y después de purificacion
por HPLC (P1 y P2) se analizé para ARNbc utilizando transferencia puntual con un anticuerpo monoclonal
especifico para ARNbc (J2). La purificacion de ARN eliminé la contaminacién por ARNbc. (C) El ARN modificado
por W que codifica factores iPS es inmunogénico, que se elimina por purificacion del ARN por HPLC.

La figura 25 proporciona la secuencia codificante de ARNm para KLF4 (SEQ ID NO:12) y LIN28 (SEQ ID NO:

13).

La figura 26 proporciona la secuencia codificante de ARNm para cMYC (SEQ ID NO:14) y NANOG (SEQ ID
NO:15).

La figura 27 proporciona la secuencia codificante de ARNm para OCT4 (SEQ ID NO:16) y SOX2 (SEQ ID NO:
17).

La figura 28 muestra que el ARNm que codifica factores de reprogramacién humanos (KLF4, c- MYC, OCT4 e
SOX2) produce células iPS en células primarias de queratinocitos humanos. La figura 28 muestra imagenes de
contraste de fase de células HEKn a los 2 dias (A) y a los 11 dias (B) de formacién de la colonia de iPS y a los
20 dias (C) después de la transfeccion final con ARNm que codifica 4 factores de reprogramacion. Las imagenes
tienen un aumento de 10x.

La figura 29 muestra que el ARNm que codifica factores de reprogramacion humanos (KLF4, LIN28, c-MYC,
NANOG, OCT4 y SOX2) produce células iPS en queratinocitos humanos que son positivos para marcadores de
células iPS conocidos. La figura 29 muestra imagenes de contraste de fase de colonias derivadas de células
HEKn (A, D y G). La misma colonia de iPS que se muestra en (A) es positiva tanto para KLF4 (B) como para
LIN28 (C). La colonia que se muestra en (D) es positiva para SSEA4 (E) y positiva para TRA-1-60 (F). La colonia
de iPS que se muestra en (A) es positiva para NANOG (H). Todas las imagenes tienen un aumento de 20x.

La figura 30 muestra aumentos en la expresion de 3 mensajes asociados a iPS en células HEK transfectadas
con 4 ARNm de reprogramacion (KLF4, c-MYC, OCT4 y SOX2) que no incluian el factor de reprogramacion
NANOG. La expresion aumentada de los mensajes se detectd por gPCR y se normaliza a la expresion de
GAPDH. El nivel de expresion de cada mensaje se representa en relacion con el nivel encontrado en la linea
celular original.

Definiciones
La presente invencidn se entendera e interpretara basandose en los términos que se definen a continuacion.

Como se usa en el presente documento “sustancialmente todos”, en referencia a ARNm monocatenarios completos
que comprenden un resto de pseudouridina o 5-metilcitidina, significa que, de todos los ARNm monocatenarios
completos presentes en una muestra, al menos el 95% tiene un resto de pseudouridina o de 5-metilcitidina.

Como se usa en el presente documento “sustancialmente todos”, en referencia a ARNm monocatenarios completos
que comprenden un resto de pseudouridina o 5-metilcitidina, significa que, de todos los ARNm monocatenarios
completos presentes en una muestra, al menos el 99% tiene un resto de pseudouridina o de 5-metilcitidina.

Como se usa en el presente documento “moléculas contaminantes de ARN” son moléculas que comprenden restos
de ARN y que pueden activar, al menos parcialmente, una respuesta inmunitaria cuando se transfectan en una
célula (por ejemplo, por la activacion de sensores tales como proteina quinasa dependiente de ARN (PKR), gen-l
inducible por acido retinoico (RIG-I), receptor de tipo Toll (TLR)3, TLR7, TLR8, y oligoadenilato sintetasa (OAS), o
moléculas de ARN que pueden activar, al menos parcialmente, una respuesta de interferencia de ARN (ARNi) (por
ejemplo, incluida una respuesta a moléculas grandes de ARN bicatenario o a moléculas pequeiias de ARN
bicatenario (ARNip)) en la célula. Las moléculas contaminantes de ARN ejemplares incluyen, pero sin limitacion:
ARNm de longitud parcial o no completa que codifican solamente una porcion de un factor de reprogramacion (por
ejemplo, un factor de induccién de células iPS de longitud no completa); ARNm monocatenarios que son mayores
que el ARNm de longitud completa que codifica un factor de reprogramacion (por ejemplo, un factor de induccion de
células iPS), por ejemplo, sin pretender quedar vinculados a teoria alguna, por “IVT continua” u otros mecanismos;
moléculas de ARNm bicatenario grandes o pequefas; y moléculas de ARNm sin caperuza.
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Como se usa en el presente documento, una preparacion de ARN purificado esta “sustancialmente libre” de
moléculas contaminantes de ARN (o un contaminante de ARN particular citado), cuando menos del 0,5% del ARN
total en la preparacion de ARN purificado consiste en moléculas contaminantes de ARN (o un contaminante de ARN
particular citado). Las cantidades y cantidades relativas de moléculas de ARNm no contaminantes y moléculas
contaminantes de ARN (o un contaminante de ARN particular citado) se pueden determinar por HPLC u otros
procedimientos utilizados en la materia para separar y cuantificar moléculas de ARN.

Como se usa en el presente documento, una preparacion de ARN purificado esta “esencialmente libre” de moléculas
contaminantes de ARN (o un contaminante de ARN particular citado), cuando menos del 1,0% del ARN total en la
preparacion de ARN purificado consiste en moléculas contaminantes de ARN (o un contaminante de ARN particular
citado). Las cantidades y cantidades relativas de moléculas de ARNm no contaminantes y moléculas contaminantes
de ARN (o un contaminante de ARN particular citado) se pueden determinar por HPLC u otros procedimientos
utilizados en la materia para separar y cuantificar moléculas de ARN.

Como se usa en el presente documento, una preparacion de ARN purificado esta “virtualmente libre” de moléculas
contaminantes de ARN (o un contaminante de ARN particular citado), cuando menos del 0,1% del ARN total en la
preparacion de ARN purificado consiste en moléculas contaminantes de ARN (o un contaminante de ARN particular
citado). Las cantidades y cantidades relativas de moléculas de ARNm no contaminantes y moléculas contaminantes
de ARN (o un contaminante de ARN particular citado) se pueden determinar por HPLC u otros procedimientos
utilizados en la materia para separar y cuantificar moléculas de ARN.

Como se usa en el presente documento, una preparacion de ARN purificado esta “libre” de moléculas contaminantes
de ARN (o un contaminante de ARN particular citado), cuando menos del 0,01% del ARN total en la preparacion de
ARN purificado consiste en moléculas contaminantes de ARN (o un contaminante de ARN particular citado). Las
cantidades y cantidades relativas de moléculas de ARNm no contaminantes y moléculas contaminantes de ARN (o
un contaminante de ARN particular citado) se pueden determinar por HPLC u otros procedimientos utilizados en la
materia para separar y cuantificar moléculas de ARN.

"non "non (I

Las expresiones "que comprende"”, "que contiene", "que tiene", “incluye” y “que incluye” deben interpretarse como
“incluyendo,” "pero sin limitacién” a menos que se indique otra cosa. Los términos "un”, “una/o” y “el/la, los/las” y
referentes similares en el contexto de la descripcion de la invencién y, especificamente, en el contexto de las
reivindicaciones adjuntas, deben interpretarse para abarcar tanto el singular como el plural a menos que se indique
lo contrario. El uso de todos y cada uno de los ejemplos o lenguaje ejemplar (“por ejemplo”, “p.ej.”, “tal como” esta
destinado meramente a ilustrar aspectos o realizaciones de la invencion, y no debe interpretarse como que limita el

ambito de la misma, a menos que se indique lo contrario.

Con respecto al uso de la palabra “derivado”, tal como para un ARN (incluido ARNm) o un polipéptido que "deriva"
de una muestra, muestra bioldgica, célula, tumor o similares, se entiende que tanto el ARN como el polipéptido
estaban presentes en la muestra, muestra bioldgica, célula, tumor o similares, o se obtuvo utilizando el ARN
presente en la muestra, muestra bioldgica, célula, tumor o similares por un proceso tal como una reaccion de
transcripcion in vitro o una reaccién de amplificaciéon de ARN, en el que el ARN o polipéptido se codifica por o a partir
de una copia de todas o de una porcion de las moléculas de ARN o polipéptido en la muestra original, muestra
bioldgica, célula, tumor o similares. A modo de ejemplo, tal ARN puede proceder de una transcripcion “in vitro” o de
una reaccion de amplificacion de ARN, con o sin clonacién de ADNc, en lugar de obtenerse directamente de la
muestra, muestra bioldgica, célula, tumor o similares, siempre que el ARN original utilizado para la transcripcion in
vitro o para una reaccion de amplificacion de ARN fuera de la muestra, muestra bioldgica, célula, tumor o similares.
Las expresiones "muestra” y "muestra bioldgica" se usan en su sentido mas amplio y abarcan muestras o
especimenes obtenidos de cualquier fuente que contiene o puede contener células eucariotas, incluidas fuentes
bioldgicas y ambientales. Como se usa en el presente documento, el término “muestra” cuando se usa para referirse
a muestras biologicas obtenidas a partir de organismos, incluye fluidos corporales (por ejemplo, sangre o saliva,
heces, biopsias, hisopos (por ejemplo, hisopos bucales), células aisladas, exudados y similares. Los organismos
incluyen hongos, plantas, animales y seres humanos. Sin embargo, estos ejemplos no deben interpretarse como que
limitan los tipos de muestras u organismos que encuentran utilidad con la presente descripcion. Ademas, para
realizar investigaciones o estudiar los resultados relacionados con el uso de un procedimiento o composicion de la
invencion, en algunos ejemplos, una “muestra” o “muestra biolégica” comprende células fijadas, células tratadas,
lisados de células y/o similares. En algunos ejemplos, tales como ejemplos del procedimiento en el que el ARNm se
suministra a una célula de un organismo que tiene una enfermedad conocida o a una célula que muestra un estado
de enfermedad o patologia conocida, la "muestra" o "muestra biolégica" también comprende bacterias o virus.

Como se usa en el presente documento, el término "incubacion” y variantes del mismo significan poner en contacto
uno 0 mas componentes de una reaccion con otro componente o componentes, en condiciones y durante suficiente
tiempo tal que se forme un producto de reaccién deseado.

Como se usa en el presente documento, un "nucledsido” consiste en una base de acido nucleico (por ejemplo, las
bases de acido nucleico canodnicas: guanina (G), adenina (A), timina (T), uracilo (U) y citosina (C)); o una base de
acido nucleico modificada (por ejemplo, 5-metilcitosina (m°C)), que se une covalentemente a un azlcar pentosa (por
ejemplo, ribosa o 2’-desoxirribosa), mientras que un "nucleétido” o "mononucleétido” consiste en un nucledsido que
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esta fosforilado en uno de los grupos hidroxilo del azucar pentosa. Se dice que las moléculas lineales de acido
nucleico tienen un "5’ terminal" (extremo 5') y un "3’ terminal" (extremo 3') porque, excepto con respecto al
proteccién con caperuza o la adenilacion (por ejemplo, adenilaciéon por una ligasa), los mononucleétidos se unen en
una direccion a través de un enlace fosfodiéster para producir oligonucleétidos o polinucleétidos, de una manera tal
que un fosfato en el carbono 5’ de un resto de azicar de mononucleétido se une a un oxigeno en el carbono 3' del
resto de azucar de su mononucleétido vecino. Por lo tanto, un extremo de un oligonucleétido o polinucleétido
monocatenario lineal o un extremo de una cadena de un acido nucleico bicatenario lineal (ARN o ADN) se denomina
"extremo 5" si su fosfato 5 no esta unido o vinculado al oxigeno del carbono 3' de un resto de azlcar de un
mononucledtido y como "extremo 3™ si su oxigeno 3' no esta unido a un fosfato 5’ que se une a un azucar de otro
mononucleétido. Un nucleétido terminal, como se usa en el presente documento, es el nucledtido de la posicion final
del extremo 3’ 0 5'.

Para lograr objetivos especificos, una base de acido nucleico, un resto de azucar o un enlace internucleésido (o
internucleotido) en uno o mas de los nucleétidos del ARNm que se introduce en la célula eucariota en cualquiera de
los procedimientos de la descripcion puede comprender una base modificada, un resto de azicar o un enlace
internucledsido. Por ejemplo, ademas de los otros nucledtidos modificados discutidos en otra parte del presente
documento para llevar a cabo los procedimientos de la presente descripciéon, uno o mas de los nucleétidos del
ARNm también pueden tener una base de acido nucleico modificada que comprende o consiste en: xantina;
aliamino-uracilo; aliamino-timidina; hipoxantina; 2-aminoadenina; 5-propinil uracilo; 5-propinil citosina; 4-tiouracilo; 6-
tioguanina; un aza o desaza uracilo; una aza o desaza timidina; una aza o desaza citosina; un aza o desaza
adenina; una aza o desaza guanina; o una base de acido nucleico que se derivatiza con un resto de biotina, un resto
de digoxigenina, un resto fluorescente o quimioluminiscente, un resto de inactivacion o algunos otros restos para
lograr uno o mas fines especificos; y/o uno o mas de los nucleétidos del ARNm pueden tener un resto de azucar, tal
como, pero sin limitacion: 2'-fluoro-2'-desoxirribosa o 2'-O-metil-ribosa, que proporciona resistencia a algunas
nucleasas; o 2'-amino-2'-desoxirribosa o 2'-azido-2'-desoxirribosa, que puede marcarse mediante su reacciéon con
colorantes visibles, fluorescentes, fluorescentes infrarrojos u otros colorantes o productos quimicos detectables que
tengan un resto electrdfilo, fotorreactivo, alquinilo u otro resto quimico reactivo.

En algunos ejemplos de la descripcion, uno o mas de los nucleétidos del ARNm comprenden un enlace
internucledsido modificado, tal como un enlace fosforotioato, fosforoditioato, fosforoseleniato o fosforodiseleniato,
que es resistente a algunas nucleasas, incluido en un dinucleétido analogo de caperuza (Grudzien-Nogalska y col.
2007) que se usa en una reaccion IVT para la proteccion cotranscripcional del ARN o en la cola de poli(A) (por
ejemplo, por incorporaciéon de un nucledtido que tiene el enlace fosforotioato, fosforoditioato, fosforoseleniato o
fosforodiseleniato modificado durante la IVT del ARN o, por ejemplo, por incorporaciéon de ATP que contiene el
enlace fosforotioato, fosforoditioato, fosforoseleniato o fosforodiseleniato modificado en una cola de poli(A) en el
ARN por poliadenilacion utilizando una poli(A) polimerasa). La descripcion no se limita a las bases de acidos
nucleicos modificadas, restos de azlcar o enlaces internucledsido enumerados, que se presentan para mostrar
ejemplos que pueden usarse para un fin particular en un procedimiento.

Como se usa en el presente documento, un "acido nucleico” o un "polinucleétido” o un "oligonucleétido” es una
secuencia de nucleétidos enlazada covalentemente en los que la posicion 3' del resto de azucar de un nucleétido
esta unida por un enlace fosfodiéster a la posicion 5' del resto de azucar del siguiente nucledtido (es decir, un enlace
fosfodiéster 3' a 5' ) y en el que los nucledtidos estan unidos en una secuencia especifica; es decir, un orden lineal
de nucleodtidos. En algunos ejemplos, el acido nucleico o polinucleétido u oligonucleétido consiste en o comprende
2'-desoxirribonucleotidos (ADN). En algunos ejemplos, el oligonucledtido consiste en o comprende ribonucleétidos
(ARN).

Los términos “aislado” o “purificado”, cuando se usan en relacién con un polinucleétido o acido nucleico, como en
"ARN aislado" o "ARN purificado", se refieren a un acido nucleico que se identifica y se separa de al menos un
contaminante con el que esta ordinariamente asociado en su fuente. Por lo tanto, un acido nucleico aislado o
purificado (por ejemplo, ADN o ARN) esta presente en una forma o configuracion diferente de la que se encuentra en
la naturaleza, o en una forma o configuracion diferente de la que existia antes de someterlo a un tratamiento o
proceso de purificacion. Por ejemplo, una secuencia de ADN dada (por ejemplo, un gen) se encuentra en el
cromosoma de la célula huésped junto con otros genes, asi como proteinas estructurales y funcionales, y se
encuentra un ARN especifico (por ejemplo, un ARNm especifico que codifica una proteina especifica) en la célula
como una mezcla con otros numerosos ARN y otros componentes celulares. El polinucledtido o acido nucleico
aislado o purificado puede estar presente en forma monocatenaria o bicatenaria.

Una "caperuza" o un "nucleétido de caperuza" significa un nucledsido-5'-trifosfato que, en condiciones de reaccion
adecuadas, se usa como un sustrato por un sistema enzimatico de proteccion con caperuza y que de este modo se
une al extremo 5' de un ARN no protegido con caperuza que comprende transcritos de ARN primario o ARN que
tiene un 5'-difosfato. El nucleétido que esta asi unido al ARN también se denomina "nucleétido de caperuza” en el
presente documento. Un "nucleétido de caperuza" es un nucleétido de guanina que se une a través de su extremo 5'
al extremo 5' de un transcrito de ARN primario. EI ARN que tiene el nucleétido de caperuza unido a su extremo 5' se
denomina "ARN protegido con caperuza" o "transcrito de ARN protegido con caperuza" o "transcrito protegido con
caperuza." Un nucledsido de caperuza comin es 7-metilguanosina o N7-metilguanosina (a veces denominada
"caperuza patron"), que tiene una estructura designada "m’G", en cuyo caso, el ARN protegido con caperuza o "ARN
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protegido con caperuza por m’G" tiene una estructura designada m’G(5")ppp(5')N+(pN)xOH(3') o, mas simplemente,
m’GpppNi(pN)x 0 m’G[5'] ppp[5]N, en el que m’G representa el nucledsido de caperuza 7-metilguanosina, ppp
representa el puente trifosfato entre los carbonos 5' del nucledsido de caperuza y el primer nucleétido del transcrito
de ARN primario, N1(PN)x-OH(3') representa el transcrito de ARN primario, de los cuales Nses el nucleétido mas 5/,

p" representa un grupo fosfato, "G" representa un nucledsido de guanosina, "m”" representa el grupo metilo en la
posiciéon 7 de guanina y "[5" indica la posicién en la que el "p" se une a la ribosa del nucleétido de caperuza y al
primer nucledsido del transcrito de ARNm (" N"). Ademas de esta "caperuza patron”, una variedad de otros analogos
de caperuza de origen natural y sintético son conocidos en la técnica. EI ARN que tiene cualquier nucleétido de
caperuza se conoce como "ARN protegido con caperuza." EI ARN protegido con caperuza puede ser de origen
natural de una muestra bioldgica o se puede obtener por proteccion con caperuza in vitro de ARN que tiene un grupo
5’ trifosfato o de ARN que tiene un grupo 5’ difosfato con un sistema enzimatico de proteccién con caperuza (por
ejemplo, sistema enzimatico de proteccién con caperuza de vaccinia o sistema de enzima de proteccion con
caperuza de Saccharomyces cerevisiae). Como alternativa, el ARN protegido con caperuza puede obtenerse por
transcripcion in vitro (IVT) de un molde de ADN que contiene un promotor de ARN polimerasa, en el que, ademas del
GTP, la reaccién IVT también contiene un dinucleétido analogo de caperuza (por ejemplo, un analogo de caperuza
m’GpppG o un analogo de caperuza N’-metil, 2'-O-metil-GpppG ARCA o un analogo de caperuza N7-metil, 3'-O-
metil-GpppG ARCA) utilizando procedimientos conocidos en la técnica (por ejemplo, usando un kit de proteccion con
caperuza AMPLICAP ™ T7 o un kit de transcripcion MESSAGEMAX ™ T7 ARCA-CAPPED MESSAGE,
EPICENTRE o CellScript).

La proteccion con caperuza de un transcrito de ARNm primario 5'-trifosforilado in vivo (o usando un sistema
enzimatico de proteccion con caperuza in vitro) se produce a través de varios pasos enzimaticos (Higman y col.,
1992, Martin y col., 1975, Myette y Niles 1996).

Las siguientes reacciones enzimaticas estan involucradas en la proteccion con caperuza de ARNm eucariota:
(1) La ARN trifosfatasa escinde el 5'-trifosfato de ARNm a un difosfato,
PPPN+1(P)Nx-OH(3') — ppN1(pN),-OH(3') + Pi;

y a continuacion
(2) la ARN guaniltransferasa cataliza la unién de GTP al 5’-difosfato de la mayoria de los nucleétidos 5’ (N1) del
ARNm,

ppN1(pN)x-OH(3") + GTP — G(5')ppp(5')N1(pN)x-OH(3") + PPi;

y, por ultimo,
(3) la guanina-7-metiltransferasa, utilizando S-adenosil-metionina (AdoMet) como un co-factor, cataliza la
metilacion del nitrégeno 7 de guanina en el nucleétido de caperuza,

G(5")ppp(5')N1(pN)x-OH(3') + AdoMet — m’G(5")ppp(5')N1(pN)x-OH(3') + AdoHyc.

El ARN que resulta de la accién de la ARN trifosfatasa y de las actividades enzimaticas de la ARN guaniltransferasa,
asi como el ARN que se metila adicionalmente por la actividad enzimatica de la guanina-7-metiltransferasa, se
conoce en el presente documento como "ARN protegido con caperuza 5™ o "ARN protegido con caperuza" y un
"sistema enzimatico de proteccidon con caperuza" o, mas simplemente, una “enzima de protecciéon con caperuza” en
el presente documento significa cualquier combinacion de uno o mas polipéptidos que tienen las actividades
enzimaticas que dan como resultado "ARN protegido con caperuza." Los sistemas enzimaticos de proteccion con
caperuza, incluidas las formas clonadas de dichas enzimas, se han identificado y purificado a partir de muchas
fuentes y se conocen bien en la materia. (Banerjee 1980, Higman y col. 1992, Higman y col. 1994, Myette y Niles
1996, Shuman 1995, Shuman 2001, Shuman y col. 1980, Wang y col., 1997). Cualquier sistema enzimatico de
protecciéon con caperuza que puede convertir ARN no protegido con caperuza que tiene un 5' polifosfato en ARN
protegido con caperuza se puede utilizar para proporcionar un ARN protegido con caperuza para cualquiera de las
realizaciones de la presente invencion. En algunos ejemplos, el sistema enzimatico de protecciéon con caperuza es
un sistema enzimatico de proteccion con caperuza de poxvirus. En algunos ejemplos preferidos, el sistema
enzimatico de proteccion con caperuza es una enzima de proteccidon con caperuza de virus vaccinia. En algunos
ejemplos, el sistema enzimatico de proteccién con caperuza es una enzima de proteccion con caperuza de
Saccharomyces cerevisiae. También, en vista del hecho de que los genes que codifican ARN trifosfatasa, ARN
guaniltransferasa y guanina-7-metiltransferasa a partir de una fuente pueden complementar deleciones en uno o
todos estos genes de otra fuente, el sistema enzimatico de proteccion con caperuza puede originarse a partir de una
fuente, o una o mas de las actividades de ARN trifosfatasa, ARN guaniltransferasa y/o guanina-7-metiltransferasa
pueden comprender un polipéptido de una fuente diferente.

Un "nucledtido de caperuza modificado” de la presente descripcion significa un nucleétido de caperuza en el que el
azucar, la base de acido nucleico o el enlace internucledsido esta quimicamente modificado en comparacion con el
correspondiente nucledtido de caperuza canoénico 7-metilguanosina. Los ejemplos de un nucleétido de caperuza
modificado incluyen nucleétidos de caperuza que comprenden: (i) un 2'- o 3'-desoxiguanosina-5'-trifosfato modificado
(o guanina 2'- o 3'-desoxirribonucleico add-5'-trifosfato) en el que la posicion 2'- o 3'-desoxi del resto de azucar
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desoxirribosa se sustituye por un grupo que comprende un grupo amino, un grupo azido, un grupo fldor, un grupo
metoxi, un grupo tiol (0 mercapto) o un grupo metiltio (o metilmercapto); o (ii) un guanosina-5'-trifosfato modificado,
en el que el oxigeno Of de la base guanina esta metilado; o (iii) 3'-desoxiguanosina. Por razones de claridad, se
entendera en el presente documento que un “desoxiguanosina-5'-trifosfato sustituido por alcoxi” también se puede
denominar "guanosina-5'-trifosfato sustituido con O-alquilo"; a modo de ejemplo, pero sin limitaciéon, 2'-metoxi-2'-
desoxiguanosina-5'-trifosfato (2'-metoxi-2'-dGTP) y 3'-metoxi-3'-desoxiguanosina-5'-trifosfato (3'-metoxi-3'-dGTP) se
pueden denominar en el presente documento 2'-O-metilguanosina-5'-trifosfato (2'-OMe-GTP) y 3'-O-metilguanosina-
5'-trifosfato (3'-OMe-GTP), respectivamente. Después de unir el nucleétido de caperuza modificado al extremo 5' del
ARN no protegido con caperuza que comprende transcritos de ARN primario (0 ARN que tiene un 5'-difosfato), la
porcién de dicho nucledtido de caperuza que se une al ARN no protegido con caperuza que comprende transcritos
de ARN primario (o ARN que tiene un 5'-difosfato) se puede denominar en el presente documento un “nucledsido de
caperuza modificado” (es decir, sin hacer referencia a los grupos fosfatos a los que esta unido), pero, a veces, se
denomina “nucledtido de caperuza modificado”.

Un "ARN protegido con caperuza de nucleétido modificado” es una molécula de ARN protegido con caperuza que se
sintetiza utilizando un sistema enzimatico de proteccion con caperuza y un nucleétido de caperuza modificado, en el
que el nucledtido de caperuza en su extremo 5 comprende el nucleétido de caperuza modificado o un ARN
protegido con caperuza que se sintetiza cotranscripcionalmente en una reaccién de transcripcidon in vitro que
contiene un dinucledtido analogo de caperuza modificado en el que el dinucledétido analogo de caperuza contiene la
modificacion quimica en el nucledtido de caperuza. En algunos ejemplos, el dinucleétido analogo de caperuza
modificado es un analogo de caperuza antiinverso o ARCA (Grudzien y col. 2004, Jemielity y col. 2003, Grudzien-
Nogalska y col. 2007, Peng y col. 2002, Stepinski y col. 2001).

Un “ARN primario” o “transcrito de ARN primario” significa una molécula de ARN que se sintetiza por una ARN
polimerasa in vivo o in vitro y cuya molécula de ARN tiene un trifosfato en el carbono 5’ del nucleétido en posicion
mas 5.

Una "reaccion de amplificacion de ARN" o un "procedimiento de amplificacion de ARN" significa un procedimiento
para aumentar la cantidad de ARN correspondiente a una o multiples secuencias de ARN deseadas en una muestra.
Por ejemplo, el procedimiento de amplificaciéon de ARN puede comprender: (a) sintetizar ADNc de primera cadena
complementario a una o mas moléculas de ARN deseadas por la extensién de ADN polimerasa dependiente de ARN
de uno o mas cebadores que se hibridan con las moléculas de ARN deseadas; (b) sintetizar ADNc bicatenario a
partir del ADNc de primera cadena utilizando un proceso en el que un promotor de ARN polimerasa funcional se une
a la misma; y (c) poner en contacto el ADNc bicatenario con una ARN polimerasa que se une a dicho promotor en
condiciones de transcripcion por lo cual se obtiene el ARN correspondiente a una o mas moléculas de ARN
deseadas. A menos que se indique lo contrario, en relacion con un ejemplo especifico de la descripcion, una
amplificacion de ARN de acuerdo con la presente descripcion significa una reaccion de amplificacion de ARN
codificante, que significa una reaccion de amplificacion de ARN que sintetiza ARN codificante (por ejemplo, ARN que
tiene la misma secuencia que un ARNm u otro transcrito de ARN primario, en lugar del complemento de esa
secuencia). Las reacciones de amplificacion de ARN codificante conocidas en la materia, que estan abarcadas
dentro de esta definicion incluyen, aunque sin limitacion, los procedimientos que sintetizan el ARN codificante
descrito en Ozawa y col. (Ozawa y col. 2006) y en las solicitudes de patente de Estados Unidos N.° 20090053775;
20050153333; 20030186237; 20040197802; y 20040171041. El procedimiento de amplificacion de ARN descrito en
la solicitud de patente de Estados Unidos N.° 20090053775 es un procedimiento preferido para obtener ARN
amplificado derivado de una o mas células, cuyo ARN amplificado se usa a continuacion para producir ARNm para
su uso en los procedimientos de la presente invencion.

Una "poli-A polimerasa" ("PAP") significa una ARN polimerasa independiente de molde que se encuentra en la
mayoria de eucariotas, procariotas y virus eucarioticos que utilizan selectivamente ATP para incorporar restos de
AMP en los extremos 3’-hidroxilados de ARN. Dado que las enzimas PAP que se han estudiado a partir de plantas,
animales, bacterias y virus catalizan, todas ellas, la misma reacciéon global (Edmonds 1990), estan altamente
conservadas estructuralmente (Gershon 2000) y carecen de especificidad intrinseca para secuencias particulares o
tamafos de moléculas de ARN si la PAP se separa de proteinas que reconocen sefiales de poliadenilacion de
AAUAAA (Wilusz y Shenk 1988), pueden usarse para la presente invencion enzimas PAP de tipo silvestre y
recombinantes purificadas de cualquier variedad de fuentes. En algunos ejemplos, una enzima PAP de
Saccharomyces (por ejemplo, de S. cerevisiae) se usa para poliadenilacion para producir preparaciones de ARN
purificado que comprenden o consisten en uno o mas ARNm modificados, cada uno de los cuales codifica un factor
de reprogramacion (por ejemplo, un factor de induccioén de células iPS). En algunos ejemplos, una enzima PAP de E.
coli se usa para poliadenilacion para hacer preparaciones de ARN purificado que comprenden o consisten en uno o
mas ARNm modificados, cada uno de los cuales codifica un factor de reprogramacion (por ejemplo, un factor de
induccion de células iPS).

Un "factor de reprogramacion” significa una proteina, polipéptido u otra biomolécula que, cuando se usa solo o en
combinacion con otros factores o condiciones, produce un cambio en el estado de diferenciacion de una célula en la
que se introduce o expresa el factor de reprogramacion. En algunos ejemplos preferidos de los procedimientos de la
presente descripcion, el factor de reprogramacion es una proteina o un polipéptido que se codifica por un ARNm que
se introduce en la célula, generando de este modo una célula que muestra un estado cambiado de diferenciacion en
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comparacion con la célula en la que se introdujo el ARNm. En algunos ejemplos preferidos de los procedimientos de
la presente descripcion, el factor de reprogramacion es un factor de transcripcion. Un ejemplo de factor de
reprogramacion utilizado en un procedimiento de la presente descripcion es un "factor de induccion de células iPS."

Un "factor de induccion de células iPS" o "factor de induccion de iPSC” es una proteina, polipéptido u otra
biomolécula que, cuando se usa solo o en combinacién con otros factores de reprogramacion, produce la generacion
de células iPS a partir de células somaticas. Ejemplos de factores de induccion de células iPS incluyen OCT4,
SOX2, c-MYC, KLF4, NANOG y LIN28. Los factores de induccion de células iPS incluyen secuencias de polipéptidos
de longitud completa o fragmentos biolégicamente activos de los mismos. Del mismo modo, un ARNm que codifica
un factor de induccion de células iPS puede codificar un polipéptido de longitud completa o fragmentos
biolégicamente activos del mismo. La secuencia codificante de ARNm para factores de induccion de iPS ejemplares
se muestran en las Figuras 25 (KLF4 y LIN28), 26 (cMYC y NANOG) y 27 (OCT4 y SOX2). En ciertos ejemplos, se
emplean las secuencias o secuencias similares que se muestran en estas figuras, incluidas las moléculas de ARNm
que comprenden adicionalmente, unidos a estas secuencias de ARNm, oligorribonucledtidos que presentan
cualquiera de las secuencias UTR 5 o 3, secuencias de Kozak, secuencias IRES, nucleétidos de caperuza y/o
secuencias de poli(A) usadas en los experimentos descritos en el presente documento o que son comunmente
conocidos en la técnica y que se pueden utilizar en lugar de los usados en el presente documento uniéndolos con
estas secuencias de ARNm que codifican proteinas con el fin de optimizar la traduccion de las respectivas moléculas
de ARNm en las células y mejorar su estabilidad en la célula para lograr los procedimientos descritos en el presente
documento.

"Diferenciacion” o "diferenciacion celular" significa el proceso biolégico que ocurre de forma natural por el que una
célula que presenta un estado de diferenciacion o un tipo celular menos especializado (por ejemplo, un 6évulo
fertilizado, una célula de un embrién o una célula en un organismo eucariota) da lugar a una célula que presenta un
estado de diferenciacion o tipo celular mas especializado. Los cientificos, incluidos bidlogos, bidlogos celulares,
inmunologos y embridlogos, utilizan una variedad de procedimientos y criterios para definir, describir o caracterizar
diferentes células segun su “tipo celular”, “estado diferenciado” o “estado de diferenciacion.” En general, una célula
se define, describe o categoriza respecto a su “tipo celular”, “estado diferenciado” o “estado de diferenciacion” en
funcién de uno o mas fenotipos presentados por esa célula, pudiendo incluir dichos fenotipos la forma, una actividad
o funcién bioquimica o metabdlica, la presencia de ciertas biomoléculas en la célula (por ejemplo, basandose en
manchas que reaccionan con biomoléculas especificas), o en la célula (por ejemplo, basandose en la unién de uno o
mas anticuerpos que reaccionan con biomoléculas especificas en la superficie celular). Por ejemplo, diferentes tipos
de células se pueden identificar y clasificar utilizando un clasificador de células o un instrumento clasificador de
células activadas por fluorescencia (FACS). La "diferenciacion” o "diferenciacion celular” se puede producir también
en células en cultivo.

El término "reprogramacion” como se usa en el presente documento, significa diferenciacion o diferenciacion celular
que se produce como respuesta al suministro de uno o mas factores de reprogramacion en la célula, directamente
(por ejemplo, por suministro de factores de reprogramacion de proteinas o polipéptidos en la célula) o indirectamente
(por ejemplo, por suministro de la preparacion de ARN purificado de la presente invencion que comprende una o
mas moléculas de ARNm, cada una de las cuales codifica un factor de reprogramacién) y manteniendo las células
en condiciones (por ejemplo, medio, temperatura, niveles de oxigeno y CO2, matriz y otras condiciones ambientales)
que sean propicias para la diferenciacion. El término "reprogramacion” como se usa en el presente documento, no
pretende significar o referirse a una direccién especifica o ruta de diferenciacion (por ejemplo, de un tipo celular
menos especializado a un tipo celular mas especializado) y no excluye procesos que proceden en una direcciéon o
ruta de diferenciacion de lo que normalmente se observa en la naturaleza. Por lo tanto, en diferentes ejemplos de la
presente descripcion, "reprogramacion” significa e incluye todos y cada uno de los siguientes:

(1) "Desdiferenciacion", que significa un proceso de una célula o tipo celular que presenta un estado de
diferenciacion mas especializado (por ejemplo, un fibroblasto de mamifero, un queratinocito, una célula muscular
0 una célula neuronal) que va a una célula que presenta un estado de diferenciacién o tipo celular menos
especializado (por ejemplo, una célula iPS);

(2) "Transdiferenciacion”, que significa un proceso de una célula o tipo celular que presenta un estado de
diferenciacion mas especializado (por ejemplo, un fibroblasto de mamifero, un queratinocito o una célula
neuronal) que va a otro estado de diferenciacién o a otro tipo celular mas especializado (por ejemplo, de un
fibroblasto o queratinocito a una célula muscular); y

(3) "Rediferenciaciéon” o "Diferenciacion Esperada” o “Diferenciacion Natural”, que significa un proceso de una
célula que presenta cualquier estado de diferenciacion o tipo celular particular que va a otro estado de
diferenciacion u otro tipo celular como se esperaria en la naturaleza si la célula estuviera presente en su lugar o
entorno natural (por ejemplo, en un embridon o un organismo), donde dicho proceso se produce in vivo en el
organismo o en cultivo (por ejemplo, en respuesta a uno o mas factores de reprogramacion).

Descripcidn de la invencion

La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones de la descripcion que no entran dentro
del ambito de dichas reivindicaciones se proporcionan solo con fines ilustrativos y no forman parte de la presente
invencion.
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La presente descripcion proporciona composiciones y procedimientos para reprogramar el estado de diferenciacion
de células eucariotas, incluidas células humanas u otras células animales, poniendo en contacto las células con
preparaciones de ARN purificado que comprenden o consisten en una o mas moléculas de ARNm monocatenario
diferentes que codifican cada una un factor de reprogramacion (por ejemplo, un factor de induccion de células iPS).
Las moléculas de ARNm monocatenario purificadas comprenden, preferentemente, al menos, un nucledsido
modificado seleccionado del grupo que consiste en una pseudouridina (¥), 5-metilcitosina (m°C), 5-metiluridina
(m5U), 2'-O-metiluridina (Um o m?-OU), 2-tiouridina (sU) y N®-metiladenosina (mfA)) en lugar de, al menos, una
porcion de (por ejemplo, que incluye sustancialmente todos) los nucledsidos canodnicos no modificados
correspondiente de los nucledsidos canédnicos A, C, G o T no modificados correspondientes. Ademas, las moléculas
de ARNmM monocatenario se purifican preferentemente para estar sustancialmente libres de moléculas
contaminantes de ARN que activarian una respuesta involuntaria, disminuirian la expresion del ARNm
monocatenario y/o activarian los sensores de ARN en las células. En ciertos ejemplos, las preparaciones de ARN
purificado estan sustancialmente libres de moléculas contaminantes de ARN que son: mas cortas o mas largas que
las moléculas de ARN monocatenario de longitud completa, ARN bicatenario y/o no protegido. En algunos ejemplos
preferidos, la descripcion proporciona composiciones y procedimientos para reprogramar células eucariotas
diferenciadas, incluidas células somaticas humanas u otras células animales, poniendo en contacto las células con
preparaciones de ARN purificado que comprenden o consisten en una o mas moléculas de ARNm monocatenario
diferentes que codifican cada una un factor de induccién de células iPS.

En ciertos ejemplos, el ARNm utilizado en las preparaciones de ARN se purifica para eliminar sustancialmente,
esencialmente o virtualmente todos los contaminantes, incluyendo sustancialmente, esencialmente o virtualmente
todos los contaminantes de ARN. La presente descripcidon no esta limitada con respecto a los procedimientos de
purificacion utilizados para purificar el ARNm y la descripcion incluye el uso de cualquier procedimiento conocido en
la técnica o desarrollado en el futuro para purificar el ARNm y eliminar contaminantes, incluidos contaminantes de
ARN, que interfieren con el uso previsto del ARNm. Por ejemplo, en ejemplos preferidos, la purificacion del ARNm
elimina contaminantes que son toxicos para las células (por ejemplo, induciendo una respuesta inmunitaria innata en
las células, o, en el caso de los contaminantes de ARN que comprenden ARN bicatenario, induciendo ARN de
interferencia (ARNi), por ejemplo, a través de ARNip o moléculas largas de ARNi) y contaminantes que disminuyen,
directa o indirectamente, la traduccion del ARNm en las células). En algunos ejemplos, el ARNm se purifica por
HPLC utilizando un procedimiento descrito en el presente documento, incluido en los Ejemplos. En ciertos ejemplos,
el ARNm se purifica utilizando un sustrato de resina polimérica que comprende copolimero de estireno-
divinilbenceno derivatizado C18 y se usa un agente de emparejamiento de iones acetato de trietilamina (TEAA) en el
tampon de columna junto con el uso de un gradiente de acetonitrilo para eluir el ARNm y separarlo de los
contaminantes de ARN de una manera dependiente del tamafio; en algunos ejemplos, la purificacion de ARNm se
lleva a cabo utilizando HPLC, pero en otros ejemplos se utiliza una columna de flujo por gravedad para la
purificacion. En algunos ejemplos, el ARNm se purifica utilizando procedimientos descritos en el libro titulado "RNA
Purification and Analysis" por Douglas T. Gjerde, Lee Hoang y David Hornby, publicado por Wiley-VCH, 2009. En
algunos ejemplos, la purificacion de ARNm se lleva a cabo en un modo no desnaturalizante (por ejemplo, a una
temperatura inferior a aproximadamente 50 grados centigrados, por ejemplo, a temperatura ambiente). En algunos
ejemplos, la purificacion de ARNm se lleva a cabo en un modo parcialmente desnaturalizante (por ejemplo, a una
temperatura inferior a aproximadamente 50 grados centigrados y 72 grados centigrados). En algunos ejemplos, la
purificacion de ARNm se lleva a cabo en un modo desnaturalizante (por ejemplo, a una temperatura superior a
aproximadamente 72 grados centigrados). Por supuesto, aquellos con conocimiento en la materia sabran que la
temperatura de desnaturalizacion depende de la temperatura de fusién (Tm) del ARNm que se esta purificando, asi
como de las temperaturas de fusién de los hibridos de ARN, ADN o ARN/ADN que contaminan el ARNm. En otros
ejemplos, el ARNm se purifica como se describe por Mellits KH y col. (Removal of double-stranded contaminants
from RNA transcripts: synthesis of adenovirus VA RNA1 from a T7 vector. Nucleic Acids Research 18: 5401-5406,
1990). Estos autores utilizaron una purificacion en tres etapas para eliminar los contaminantes que puede utilizarse
en ejemplos de la presente descripcion. La etapa 1 fue electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% en urea 7 M
(condiciones desnaturalizantes). La banda principal de ARN se escindié de la lamina de gel y se sometié a
electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% en condiciones no desnaturalizantes (sin urea) y la banda principal se
recupero de la lamina de gel. Se realizé una purificacion adicional en una columna de celulosa CF-11 utilizando una
fase movil de tampon sal de etanol que separa ARN bicatenario de ARN monocatenario (Franklin RM. 1966. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 55: 1504-1511; Barber R. 1966. Biochem. Biophys. Acta 114:422; y Zelcer A y col. 1982. J.
Gen. Virol. 59: 139-148) y la etapa de purificacion final fue cromatografia de celulosa. En otros ejemplos, el ARNm
se purificd utilizando una columna de hidroxilapatita (HAP) en condiciones no desnaturalizantes o a temperaturas
mas altas (por ejemplo, como se describe por Pays E. 1977. Biochem. J. 165: 237-245; Lewandowski LJ y col. 1971.
J. Virol. 8: 809-812; Clawson GA y Smuckler EA. 1982. Cancer Research 42: 3228-3231; y/o Andrews-Pfannkoch C
y col. 2010. Applied and Environmental Microbiology 76: 5039-5045). En otros ejemplos, el ARNm se purificé por
cromatografia liquida de intercambio aniénico débil en condiciones no desnaturalizantes (por ejemplo, como se
describe por Easton LE y col. 2010. RNA 16: 647-653 to clean up in vitro transcription reactions). En algunos
ejemplos, el ARNm se purifica utilizando una combinacion de cualquiera de los procedimientos anteriores u otro
procedimiento conocido en la técnica o desarrollado en el futuro. En otro ejemplo mas, el ARNm utilizado en las
composiciones y procedimientos de la presente descripcion se purifica utilizando un proceso que comprende tratar el
ARNmM con una enzima que actda especificamente (por ejemplo, digiere) uno o mas ARN contaminantes o acidos
nucleicos contaminantes (por ejemplo, incluyendo ADN), pero que no actia sobre (por ejemplo, no digiere) el ARNm
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deseado. Por ejemplo, el ARNm utilizado en las composiciones y procedimientos de la presente descripcion puede
purificarse utilizando un proceso que comprende tratar el ARNm con una enzima ribonucleasa Il (RNasa Ill) (por
ejemplo, RNasa |l de E. coli) y el ARNm se purifica a continuacion de los productos de digestion de la RNasa ll.
Una enzima ribonucleasa Ill (RNasa IIl) en el presente documento significa una enzima que digiere ARN bicatenario
mayor que aproximadamente doce pares de bases para reforzar fragmentos de ARN bicatenario. En algunos
ejemplos, el ARNm utilizado en las composiciones y procedimientos de la presente descripcion se purifica utilizando
un proceso que comprende tratar el ARNm con una o mas enzimas que digieren especificamente uno o mas ARN
contaminantes o acidos nucleicos contaminantes (por ejemplo, incluyendo ADN).

Esta descripcion proporciona moléculas de ARN, oligorribonucledtidos y polirribonucledtidos que comprenden
pseudouridina o un nucledsido modificado, vectores de terapia génica que comprenden los mismos, procedimientos
de terapia génica y procedimientos de silenciamiento de la transcripcion génica que comprenden los mismos,
procedimientos para reducir la inmunogenicidad de los mismos y procedimientos para sintetizarlos. Estas secuencias
modificadas estan presentes preferentemente en las preparaciones de ARN purificadas descritas en el presente
documento.

En un ejemplo, la presente descripcion proporciona un ARN mensajero que comprende un resto de pseudouridina.
En otro ejemplo, el ARN mensajero codifica una proteina de interés. Cada posibilidad representa un ejemplo por
separado de la presente descripcion. En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona una molécula de ARN
que codifica una proteina de interés, comprendiendo dicha molécula de ARN un resto de pseudouridina. En otro
ejemplo, la presente descripcion proporciona una molécula de ARN transcrita in vitro, que comprende una
pseudouridina. En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona una molécula de ARN transcrita in vitro, que
comprende un nucledsido modificado.

Como se proporciona en el presente documento, la presente descripcion proporciona procedimientos para sintetizar
moléculas de ARN transcrito in vitro, que comprenden pseudouridina y/o nucledsidos modificados. En otro ejemplo,
la presente descripcion proporciona un ARN mensajero que comprende un resto de pseudouridina.

En otro ejemplo, una molécula de ARN transcrita in vitro de los procedimientos y composiciones de la presente
descripcion se sintetiza por ARN polimerasa del fago T7. En otro ejemplo, la molécula se sintetiza por ARN
polimerasa del fago SP6. En otro ejemplo, la molécula se sintetiza por ARN polimerasa del fago T3. En otro ejemplo,
la molécula se sintetiza por una polimerasa seleccionada entre las polimerasas anteriores. En otro ejemplo, la
molécula de ARN transcrita in vitro es un oligorribonucleétido. En otro ejemplo, la molécula de ARN transcrita in vitro
es un polirribonucledtido. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion. En otro
ejemplo, la presente descripcion proporciona un oligorribonucleétido sintetizado in vitro, que comprende una
pseudouridina o un nucledsido modificado, en el que el nucledsido modificado es m°C, m°U, m®A, s2U, W, o 2'-O-
metil-U. En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un polirribonucledtido sintetizado in vitro, que
comprende una pseudouridina o un nucledsido modificado, en el que el nucledsido modificado es m®C, m®U, m°®A,
s2U, W, o 2'-O-metil-U.

En otro ejemplo, el oligorribonucleétido o polirribonucledtido sintetizado in vitro es un ARN de horquilla corta (hc). En
otro ejemplo, el oligorribonucleétido sintetizado in vitro es un ARN de interferencia pequefio (ARNip). En otro
ejemplo, el oligorribonucleétido sintetizado in vitro es cualquier otro tipo de oligorribonucledtido conocido en la
técnica. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, una molécula de ARN, oligorribonucledtido o polirribonucledtido de los procedimientos y
composiciones de la presente descripcién comprende adicionalmente un marco de lectura abierto que codifica una
proteina funcional. En otro ejemplo, la molécula de ARN o molécula de oligorribonucleétido funciona sin codificar una
proteina funcional (por ejemplo, en silenciamiento transcripcional), como una ARNzima, etc. Cada posibilidad
representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la molécula de ARN, oligorribonucleétido o polirribonucleétido comprende adicionalmente una cola
de poliA. En otro ejemplo, la molécula de ARN, oligorribonucleétido o polirribonucleétido no comprende una cola de
poliA. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la molécula de ARN, oligorribonucleétido o polirribonucledtido comprende adicionalmente una
caperuza m7GpppG. En otro ejemplo, la molécula de ARN, oligorribonucleétido o polirribonucleétido no comprende
una caperuza m7GpppG. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la molécula de ARN, oligorribonucledtido o polirribonucleétido comprende adicionalmente un
potenciador de la traduccién independiente de caperuza. En otro ejemplo, la molécula de ARN, oligorribonucleétido o
polirribonucledtido no comprende un potenciador de la traduccion independiente de caperuza. En otro ejemplo, el
potenciador de la traduccion independiente de caperuza es un potenciador de la traduccion independiente de
caperuza del virus del grabado de tabaco (TEV). En otro ejemplo, el potenciador de la traduccion independiente de
caperuza es cualquier otro potenciador de la traduccion independiente de caperuza conocido en la técnica. Cada
posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un vector de terapia génica, que comprende una molécula de
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polirribonucleétido sintetizado in vitro, en el que la molécula de polirribonucleétido comprende una pseudouridina o
un nucledsido modificado.

En otro ejemplo, una molécula de ARN, oligorribonucledtido o polirribonucledtido de los procedimientos y
composiciones de la presente descripcion comprende una pseudouridina. En otro ejemplo, la molécula de ARN o
molécula de oligorribonucleétido comprende un nucledsido modificado. En otro ejemplo, la molécula de ARN o
molécula de oligorribonucledtido es una molécula de ARN u oligorribonucleétido sintetizado in vitro. Cada posibilidad
representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

"Pseudouridina" se refiere, en otro ejemplo, a m'acp®W (1-metil-3-(3-amino-3-carboxipropil)pseudouridina. En otro
ejemplo, el término se refiere a m'Y (1-metilpseudouridina). En otro ejemplo, el término se refiere a Wm (2'-O-
metilpseudouridina. En otro ejemplo, el término se refiere a m°D (5-metildihidrouridina). En otro ejemplo, el término
se refiere a m3Y (3-metilpseudouridina). En otro ejemplo, el término se refiere a un resto de pseudouridina que no
esta modificado adicionalmente. En otro ejemplo, el término se refiere a un monofosfato, difosfato o trifosfato de
cualquiera de las pseudouridinas anteriores. En otro ejemplo, el término se refiere a cualquier otra pseudouridina
conocida en la técnica. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, una molécula de ARN, oligorribonucledtido o polirribonucledtido de los procedimientos y
composiciones de la presente descripcion es un oligorribonucleétido terapéutico.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para administrar una proteina recombinante a
un sujeto, comprendiendo el procedimiento la etapa de poner en contacto el sujeto con una molécula de ARN,
oligorribonucleoétido, polirribonucleétido o vector de terapia génica de la presente invencion, proporcionando de este
modo una proteina recombinante a un sujeto.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona una molécula de ARN bicatenario que comprende una
pseudouridina o un nucleésido modificado y que comprende adicionalmente un ARNip o ARN de horquilla corta
(ARNhc). En otro ejemplo, la molécula de ARNbc es mayor de 50 nucledtidos de longitud. Cada posibilidad
representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la pseudouridina o un nucleésido modificado esta dentro de la secuencia del ARNip. En otro
ejemplo, la pseudouridina o un nucledsido modificado esta fuera de la secuencia del ARNip. En otro ejemplo, 1 o
mas restos de pseudouridina y/o nucledsido modificado estan presentes tanto dentro como fuera de la secuencia de
ARNip. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, el ARNip o ARNhc esta contenido internamente en la molécula del ARNbc. En otro ejemplo, el
ARNip o ARNhc esta contenido en un extremo de la molécula del ARNbc. En otro ejemplo, uno o mas ARNip o
ARNhc estan contenidos en un extremo de la molécula del ARNbc, mientras que uno o mas estan contenidos
internamente. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la longitud de una molécula de ARN, oligorribonucleétido o polirribonucleétido (por ejemplo, una
molécula de ARN monocatenario (ARNmc) o una molécula de ARNbc) de los procedimientos y composiciones de la
presente descripcion es mayor de 30 nucledtidos de longitud. En otro ejemplo, la molécula de ARN u
oligorribonucledtido es mayor de 35 nucledtidos de longitud. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 40
nucleétidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 45 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al
menos, 55 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 60 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es
de, al menos, 60 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 80 nucledtidos. En otro ejemplo, la
longitud es de, al menos, 90 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 100 nucledtidos. En otro
ejemplo, la longitud es de, al menos, 120 nucleétidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 140 nucledtidos.
En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 160 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 180
nucleétidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 200 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al
menos, 250 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 300 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud
es de, al menos, 350 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 400 nucledtidos. En otro ejemplo, la
longitud es de, al menos, 450 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 500 nucleétidos. En otro
ejemplo, la longitud es de, al menos, 600 nucleodtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 700 nucledtidos.
En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 800 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 900
nucleétidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 1000 nucleétidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al
menos, 1100 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 1200 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud
es de, al menos, 1300 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 1400 nucleétidos. En otro ejemplo,
la longitud es de, al menos, 1500 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 1600 nucledtidos. En otro
ejemplo, la longitud es de, al menos, 1800 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 2000
nucleétidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 2500 nucleétidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al
menos, 3000 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud es de, al menos, 4000 nucledtidos. En otro ejemplo, la longitud
es de, al menos, 5000 nucledtidos. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, una molécula de ARNbc de los procedimientos y composiciones de la presente descripcion se
fabrica por transcripcion in vitro. En otro ejemplo, la etapa de transcripcion in vitro utiliza ARN polimerasa del fago

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2769 129 T3

T7. En otro ejemplo, la transcripcion in vitro utiliza ARN polimerasa del fago SP6. En otro ejemplo, la transcripcion in
vitro utiliza ARN polimerasa del fago T3. En otro ejemplo, la transcripcion in vitro utiliza una ARN polimerasa
seleccionada entre las polimerasas anteriores. En otro ejemplo, la transcripcion in vitro utiliza cualquier otra ARN
polimerasa conocida en la técnica. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la molécula de ARNbc puede procesarse por una enzima celular para producir el ARNip o ARNhc.
En otro ejemplo, la enzima celular es una endonucleasa. En otro ejemplo, la enzima celular es Dicer. Dicer es una
nucleasa de la familia RNasa Ill que comienza la interferencia de ARN (ARNi) y fendmenos relacionados por
generacion de los ARN pequefios que determinan la especificidad de estas vias de silenciamiento de genes
(Bernstein E, Caudy AA y col., Role for a bidentate ribonuclease in the initiation step of RNA interference. Nature
2001; 409(6818): 363-6). En otro ejemplo, la enzima celular es cualquier otra enzima celular conocida en la técnica
que es capaz de escindir una molécula de ARNbc. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la
presente descripcion.

En otro ejemplo, la molécula de ARNbc contiene dos ARNip o ARNhc. En otro ejemplo, la molécula de ARNbc
contiene tres ARNip o ARNhc. En otro ejemplo, la molécula de ARNbc contiene mas de tres ARNip o ARNhc. En otro
ejemplo, El ARNip y/o el ARNhc se liberan de la molécula de ARNbc por una enzima celular. Cada posibilidad
representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para administrar un ARNip o ARNhc a una
célula, que comprende administrar una molécula de ARNbc de la presente descripcion, en el que la célula procesa la
molécula de ARNbc para producir el ARNip o ARNhc, administrando de este modo un ARNip o ARNhc a la célula.

En otro ejemplo, el nucledsido que esta modificado en una molécula de ARN, oligorribonucledtido o
polirribonucleoétido de los procedimientos y composiciones de la presente descripcion es uridina (U). En otro ejemplo,
el nucledsido modificado es citidina (C). En otro ejemplo, el nucleésido modificado es adenosina (A). En otro
ejemplo, el nucledsido modificado es guanosina (G). Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la
presente descripcion.

En otro ejemplo, el nucledsido modificado de los procedimientos y composiciones de la presente descripcion es m°C
(5-metilcitidina). En otro ejemplo, el nucledsido modificado es m°U (5-metiluridina). En otro ejemplo, el nucledsido
modificado es mPA (N®-metiladenosina). En otro ejemplo, el nucledsido modificado es S?U (2-tiouridina). En otro
ejemplo, el nucledsido modificado es W (pseudouridina). En otro ejemplo, el nucledsido modificado es Um (2'-O-
metiluridina).

En otros ejemplos, el nucledsido modificado es m'A 1-metiladenosina); m?A (2-metiladenosina); Am(2-O-
metiladenosina); ms?m®A  (2-metiltio-N®-metiladenosina);  i®A(~isopenteniladenosina); msZ6A  (2-metiltio-

Néisopenteniladenosina); io%A (N8-(cis-hidroxiisopentenil)adenosina); ms?io®A (2-metiltio-N®-(cis-
hidroxiisopentenil)adenosina); géA (N°®-glicinilcarbamoiladenosina); t°A (N°®-treonilcarbamoiladenosina); ms2tfA (2-
metiltio-N8-treonilcarbamoiladenosina); mB#A (N8-metil-N8-treonilcarbamoiladenosina);

hn®A(N®hidroxinorvalilcarbamoiladenosina); ms?hn®A (2-metiltio-N8-hidroxinorvalilcarbamoiladenosina); Ar(p) (2'-O-
ribosiladenosina (fosfato)); | (inosina); m'l (1-metiltiosina); m'Im (1,2'-O-dimetilinosina); m3C (3-metilcitidina); Cm (2'-
O-metilcitidina); S?C (2tiocitidina); ac*C (N*-acetilcitidina); f°C (5-formilcitidina); m®Cm (5,2'-O-dimetilcitidina); ac*Cm
(N*-acetil-2'-O-metilcitidina); k>C (lisidina); m'G (1-metilguanosina); m2G (N?-metilguanosina); m’G (7-
metilguanosina); Gm(2'-O-metilguanosina); m?%G (N2 N2-dimetilguanosina); m2Gm (N2,2'-O-dimetilguanosina);
m2%Gm  (N?,N2,2-O-trimetilguanosina);  Gr(p) (2'-O-ribosilguanosina  (fosfato)); yW  (wibutosina); oyW
(peroxiwibutosina); OHyW (hidroxiwibutosina); OHyW* (hidroxiwibutosina no modificada); imG (wiosina); mimG
(metilwiosina); Q (queuosina); 0Q (epoxiqueuosina); galQ (galactosil-queuosina); manQ (manosilqueuosina); preQo
(7-ciano-7-desazaguanosina); PreQq (7-ammometil-7-desazaguanosina); G* (archaeosina); D (dihidrouridina); m3Um
(5,2-O-dimetiluridina); S*U (4-tiouridina); m®s2U (5-metil-2-tiouridina); S2Um (2-tio-2'-O-metiluridina); acp3U (3-(3-
amino-3-carboxipropil)uridina); ho%U (5-hidroxiuridina); mo®U (5-metoxiuridina); cmo®U (acido uridina 5-oxiacético);
mcmo®U  (éster metilico de acido uridina 5-oxiacético); chm®U (5-(carboxihidroximetil)uridina)); mchmS5U
(5(carboxihidroximetil)uridina metil éster); mecm®U (5-metoxicarbonilmetiluridina); memSUm (5-metoxicarbonilmetil-2'-
O-metiluridina); mcm®s2U  (5-metoxiarbonilmetil-2-tiouridina); nm%s?U  (5-aminometil-2-tiouridina); mnm®U  (5-
metilaminometiluridina); mnm®%s?U (5-metilaminometil-2-tiouridina); mnmse?U (5-metilaminometil-2-selenouridina);
ncm®U (5-carbamoilmetiluridina); ncm®Um (5-carbamoilmetil-2'-O-metiluridina); Cmnm5U (5-
carboximetilaminometiluridina); cmnm®Um (5-carboximetilaminometil-2'-metiluridina); cmnm®S2U (5-
carboximetilaminometil-2-tiouridina); m®%A (N8 NSé-dimetiladenosina); Im (2'-O-metilinosina); m*C (N*metilcitidina);
m*Cm (N“2'-O-dimetilcitidina); hm°C (5-hidroximetilcitidina); m3U (3-metiluridina); cm®U (5-carboximetiluridina); méAm
(N8,2'-O-dimetiladenosina); mfAm (N8 N® 2'-O-trimetiladenosina); m?’G(N?,7-dimetilguanosina); m>2’G (N?,N2,7-
trimetilguanosina); m3Um (3,2'-O-dimetiluridina); m®D (5-metildihidrouridina); f°Cm (5-formil-2'-O-metilcitidina); m'Gm
(1,2-O-dimetilguanosina); m'Am (1,2'-O-dimetiladenosina); Tm3U (5-taurinometiluridina); Tm5s2U (5-taurinometil-2-
tiouridina)); imG-14 (4-dimetilwiosina); imG2 (isowiosina); o ac®A (N®-acetiladenosina). Cada posibilidad representa
un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, una molécula de ARN, oligorribonucledtido o polirribonucledtido de los procedimientos y
composiciones de la presente descripcidon comprende una combinacién de 2 o mas de las modificaciones anteriores.
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En otro ejemplo, la molécula de ARN o molécula de oligorribonucleétido comprende una combinacion de 3 o mas de
las modificaciones anteriores. En otro ejemplo, la molécula de ARN o molécula de oligorribonucleétido comprende
una combinacion de mas de 3 de las modificaciones anteriores. Cada posibilidad representa un ejemplo por
separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, entre el 0,1% y el 100% de los restos en la molécula de ARN, oligorribonucledtido o
polirribonucleétido de los procedimientos y composiciones de la presente descripcion esta modificado (por ejemplo,
ya sea por la presencia de pseudouridina o una base de nucledsido modificada). En otro ejemplo, el 0,1% de los
restos estan modificados. En otro ejemplo, el 0,2%. En otro ejemplo, la fracciéon es el 0,3%. En otro ejemplo, la
fraccion es el 0,4%. En otro ejemplo, la fraccion es el 0,5%. En otro ejemplo, la fraccion es el 0,6%. En otro ejemplo,
la fraccion es el 0,8%. En otro ejemplo, la fraccion es el 1 %. En otro ejemplo, la fraccion es el 1,5%. En otro
ejemplo, la fraccion es el 2%. En otro ejemplo, la fraccién es el 2,5%. En otro ejemplo, la fraccion es el 3%. En otro
ejemplo, la fraccion es el 4%. En otro ejemplo, la fraccion es el 5%. En otro ejemplo, la fraccion es el 6%. En otro
ejemplo, la fraccién es el 8%. En otro ejemplo, la fraccion es el 10%. En otro ejemplo, la fraccion es el 12%. En otro
ejemplo, la fraccion es el 14%. En otro ejemplo, la fraccion es el 16%. En otro ejemplo, la fraccion es el 18%. En otro
ejemplo, la fraccion es el 20%. En otro ejemplo, la fraccion es el 25%. En otro ejemplo, la fraccion es el 30%. En otro
ejemplo, la fraccion es el 35%. En otro ejemplo, la fraccion es el 40%. En otro ejemplo, la fraccion es el 45%. En otro
ejemplo, la fraccion es el 50%. En otro ejemplo, la fraccion es el 60%. En otro ejemplo, la fraccion es el 70%. En otro
ejemplo, la fraccion es el 80%. En otro ejemplo, la fraccion es el 90%. En otro ejemplo, la fraccion es el 100%.

En otro ejemplo, la fraccion es menos del 5%. En otro ejemplo, la fraccion es menos del 3%. En otro ejemplo, la
fraccion es menos del 1 %. En otro ejemplo, la fraccién es menos del 2%. En otro ejemplo, la fraccion es menos del
4%. En otro ejemplo, la fraccion es menos del 6%. En otro ejemplo, la fraccién es menos del 8%. En otro ejemplo, la
fraccion es menos del 10%. En otro ejemplo, la fraccién es menos del 12%. En otro ejemplo, la fracciéon es menos
del 15%. En otro ejemplo, la fraccion es menos del 20%. En otro ejemplo, la fraccion es menos del 30%. En otro
ejemplo, la fracciéon es menos del 40%. En otro ejemplo, la fraccion es menos del 50%. En otro ejemplo, la fraccion
es menos del 60%. En otro ejemplo, la fraccion es menos del 70%.

En otro ejemplo, el 0,1% de los restos de un nucledtido dado (uridina, citidina, guanosina o adenina) estan
modificados. En otro ejemplo, la fraccion del nucleétido es el 0,2%. En otro ejemplo, la fraccion es el 0,3%. En otro
ejemplo, la fraccion es el 0,4%. En otro ejemplo, la fraccion es el 0,5%. En otro ejemplo, la fraccion es el 0,6%. En
otro ejemplo, la fraccién es el 0,8%. En otro ejemplo, la fraccién es el 1 %. En otro ejemplo, la fraccion es el 1,5%.
En otro ejemplo, la fraccion es el 2%. En otro ejemplo, la fraccion es el 2,5%. En otro ejemplo, la fraccién es el 3%.
En otro ejemplo, la fraccion es el 4%. En otro ejemplo, la fraccion es el 5%. En otro ejemplo, la fraccion es el 6%. En
otro ejemplo, la fraccion es el 8%. En otro ejemplo, la fraccién es el 10%. En otro ejemplo, la fraccién es el 12%. En
otro ejemplo, la fraccion es el 14%. En otro ejemplo, la fraccion es el 16%. En otro ejemplo, la fraccion es el 18%. En
otro ejemplo, la fraccion es el 20%. En otro ejemplo, la fraccion es el 25%. En otro ejemplo, la fraccion es el 30%. En
otro ejemplo, la fraccion es el 35%. En otro ejemplo, la fraccion es el 40%. En otro ejemplo, la fraccién es el 45%. En
otro ejemplo, la fraccion es el 50%. En otro ejemplo, la fraccion es el 60%. En otro ejemplo, la fraccion es el 70%. En
otro ejemplo, la fraccion es el 80%. En otro ejemplo, la fraccion es el 90%. En otro ejemplo, la fraccién es el 100%.

En otro ejemplo, la fraccién del nucleétido dado es menos del 8%. En otro ejemplo, la fraccion es menos del 10%. En
otro ejemplo, la fraccion es menos del 5%. En otro ejemplo, la fraccion es menos del 3%. En otro ejemplo, la fraccion
es menos del 1 %. En otro ejemplo, la fraccion es menos del 2%. En otro ejemplo, la fraccion es menos del 4%. En
otro ejemplo, la fraccion es menos del 6%. En otro ejemplo, la fraccion es menos del 12%. En otro ejemplo, la
fraccion es menos del 15%. En otro ejemplo, la fraccién es menos del 20%. En otro ejemplo, la fraccion es menos
del 30%. En otro ejemplo, la fraccion es menos del 40%. En otro ejemplo, la fraccion es menos del 50%. En otro
ejemplo, la fraccion es menos del 60%. En otro ejemplo, la fraccién es menos del 70%.

En otro ejemplo, Los términos "ribonucleétido”, "oligorribonucleotido” y "polirribonucleétido” se refieren a una cadena
de, al menos, 2 combinaciones de base-azUcar-fosfato. El término incluye, en otro ejemplo, compuestos que
comprenden nucledtidos en los que el resto de azucar es ribosa. En otro ejemplo, el término incluye tanto ARN como
derivados de ARN en los que la cadena principal estd modificada. "Nucleétidos se refiere, en otro ejemplo, a las
unidades monomeéricas de polimeros de acido nucleico. EI ARN puede estar, en otro ejemplo, en forma de un ARNt
(ARN transferente), ARNnp (ARN nuclear pequefio), ARNr (ARN ribosomico), ARNm (ARN mensajero), ARN no
codificante, ARN de interferencia pequefio (ARNip), micro ARN (ARNmi) y ribozimas. Se ha descrito el uso de ARNip
y ARNmi ((Caudy AA y col., Genes & Devel 16: 2491-96) y las referencias se citan este documento. Ademas, estas
formas de ARN pueden ser de cadena sencilla, doble, triple o cuadruple. El término también incluye, en otra
realizacion, acidos nucleicos artificiales que pueden contener otros tipos de cadena principal pero las mismas bases.
En otro ejemplo, el acido nucleico artificial es ANP (acido nucleico peptidico). EI ANP contiene cadenas principales
peptidicas y bases de nucledtidos y son capaces de unirse, en otro ejemplo, tanto a moléculas de ADN como de
ARN. En otro ejemplo, el nucleétido esta modificado con oxetano. En otro ejemplo, el nucledtido se modifica por
reemplazo de uno o mas enlaces fosfodiéster con un enlace fosforotioato. En otro ejemplo, el acido nucleico artificial
contiene cualquier otra variante de la cadena principal de fosfato de acidos nucleicos nativos conocidos en la
técnica. El uso de acidos nucleicos de fosfotiorato y ANP es conocido por los expertos en la materia y se describe
en, por ejemplo, Neilsen PE, Curr Opin Struct Biol 9:353-57 y Raz NK y col Biochem Biophys Res Commun.
297:1075-84. La produccion y uso de acidos nucleicos son conocidos por los expertos en la materia y se describen,
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por ejemplo, en Molecular Cloning, (2001), Sambrook and Russell, eds. y Methods in Enzymology: Methods for
molecular cloning in eukaryotic cells (2003) Purchio y G. C. Fareed. Cada derivado de acido nucleico representa un
ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, El término "oligorribonucleotido” se refiere a una cadena que comprende menos de 25 nucledtidos
(nt). En otro ejemplo, "oligorribonucledtido” se refiere a una cadena de menos de 24 nucleétidos. En otro ejemplo,
"oligorribonucledtido” se refiere a una cadena de menos de 23 nucleétidos. En otro ejemplo, "oligorribonucleétido” se
refiere a una cadena de menos de 22 nucledtidos. En otro ejemplo, "oligorribonucleétido” se refiere a una cadena de
menos de 21 nucledtidos. En otro ejemplo, "oligorribonucleétido” se refiere a una cadena de menos de 20
nucledtidos. En otro ejemplo, "oligorribonucleétido” se refiere a una cadena de menos de 19 nucleétidos. En otro
ejemplo, "oligorribonucledétido” se refiere a una cadena de menos de 18 nucledtidos. En otro ejemplo,
"oligorribonucleotido” se refiere a una cadena de menos de 17 nucleétidos. En otro ejemplo, "oligorribonucleétido” se
refiere a una cadena de menos de 16 nucledtidos. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la
presente descripcion.

En otro ejemplo, El término "polirribonucledétido” se refiere a una cadena que comprende mas de 25 nucleétidos (nt).
En otro ejemplo, "polirribonucledtido” se refiere a una cadena de mas de 26 nucledtidos. En otro ejemplo,
"polirribonucledtido” se refiere a una cadena de mas de 28 nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de
mas de 30 nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas de 32 nucledtidos. En otro ejemplo, se
refiere a una cadena de mas de 35 nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas de 40 nucledtidos.
En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas de 50 nucleétidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas
de 60 nucleoétidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas de 80 nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere a
una cadena de mas de 100 nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas de 120 nucleétidos. En
otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas de 150 nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas
de 200 nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas de 300 nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere
a una cadena de mas de 400 nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas de 500 nucledtidos. En
otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas de 600 nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas
de 800 nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas de 1000 nucledtidos. En otro ejemplo, se
refiere a una cadena de mas de 1200 nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas de 1400
nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas de 1600 nucleodtidos. En otro ejemplo, se refiere a una
cadena de mas de 1800 nucledtidos. En otro ejemplo, se refiere a una cadena de mas de 2000 nucleétidos. Cada
posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcidon proporciona un procedimiento para inducir a una célula de mamifero para
producir una proteina de interés, que comprende poner en contacto la célula de mamifero con una molécula de ARN
sintetizada in vitro que codifica la proteina recombinante, comprendiendo la molécula de ARN sintetizada in vitro una
pseudouridina o un nucleésido modificado, induciendo, de este modo, a la célula de mamifero para producir una
proteina de interés. En otro ejemplo, la proteina de interés es una proteina recombinante. Cada posibilidad
representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

"Codificante" se refiere, en otro ejemplo, a una molécula de ARN que codifica la proteina de interés. En otro ejemplo,
la molécula de ARN comprende un marco de lectura abierto que codifica la proteina de interés. En otro ejemplo,
también se codifican una o mas proteinas distintas. En otro ejemplo, la proteina de interés es la Unica proteina
codificada. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento de induccion de una célula de mamifero para
producir una proteina recombinante, que comprende poner en contacto la célula de mamifero con una molécula de
ARN transcrita in vitro que codifica la proteina recombinante, la molécula de ARN transcrita in vitro comprende
ademas una pseudouridina o un nucleésido modificado, induciendo, de este modo, a la célula de mamifero para
producir la proteina recombinante.

En otro ejemplo, una molécula de ARN, oligorribonucledtido o polirribonucledtido de los procedimientos y
composiciones de la presente descripcion se traduce en la célula mas eficazmente que una molécula de ARN no
modificado con la misma secuencia. En otro ejemplo, la molécula de ARN, oligorribonucleétido o polirribonucleétido
presenta una capacidad potenciada para ser traducida por una célula diana. En otro ejemplo, la traduccion se
potencia por un factor de 2 veces en relacion con su homologo no modificado. En otro ejemplo, la traduccion se
potencia por un factor de 3 veces. En otro ejemplo, la traducciéon se potencia por un factor de 5 veces. En otro
ejemplo, la traduccion se potencia por un factor de 7 veces. En otro ejemplo, la traduccién se potencia por un factor
de 10 veces. En otro ejemplo, la traduccion se potencia por un factor de 15 veces. En otro ejemplo, la traduccion se
potencia por un factor de 20 veces. En otro ejemplo, la traduccion se potencia por un factor de 50 veces. En otro
ejemplo, la traduccion se potencia por un factor de 100 veces. En otro ejemplo, la traducciéon se potencia por un
factor de 200 veces. En otro ejemplo, la traduccion se potencia por un factor de 500 veces. En otro ejemplo, la
traduccioén se potencia por un factor de 1000 veces. En otro ejemplo, la traduccién se potencia por un factor de 2000
veces. En otro ejemplo, el factor es de 10-1000 veces. En otro ejemplo, el factor es de 10-100 veces. En otro
ejemplo, el factor es de 10-200 veces. En otro ejemplo, el factor es de 10-300 veces. En otro ejemplo, el factor es de
10-500 veces. En otro ejemplo, el factor es de 20-1000 veces. En otro ejemplo, el factor es de 30-1000 veces. En
otro ejemplo, el factor es de 50-1000 veces. En otro ejemplo, el factor es de 100-1000 veces. En otro ejemplo, el
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factor es de 200-1000 veces. En otro ejemplo, la traduccidon se potencia por cualquier otra cantidad o intervalo de
cantidades significativo. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

Los procedimientos para determinar la eficacia de traduccion son bien conocidos en la técnica, e incluyen, por
ejemplo, medir la actividad de una proteina indicadora codificada (por ejemplo, luciferasa o renilla [Ejemplos en el
presente documento] o proteina fluorescente verde [Wall AA, Phillips AM y col., Effective translation of the second
cistron in two Drosophila dicistronic transcripts is determined by the absence of in-frame AUG codons in the first
cistron. J Biol Chem 2005;280(30): 27670-8]), o medir el marcador radiactivo incorporado en la proteina traducida
(Ngosuwan J, Wang NM y col, Roles of cytosolic Hsp70 and Hsp40 molecular chaperones in post-translational
translocation of presecretory proteins into the endoplasmic reticulum. J Biol Chem 2003;278(9): 7034-42). Cada
procedimiento representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En algunos estudios de expresion proporcionados en el presente documento, la traduccion se midié a partir de un
ARN complejado con Lipofectin® (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA) e inyectado en la vena de la cola de ratones.
En los lisados de bazo, el ARN modificado con pseudouridina se tradujo significativamente de manera mas eficaz
que el ARN no modificado (Figura 17B). En las condiciones utilizadas en el presente documento, la eficacia de los
procedimientos basados en transfeccion de la presente descripcion se correlaciona con la capacidad del reactivo de
transfeccion para penetrar en los tejidos, proporcionando una explicacion del motivo por el que el efecto fue mas
pronunciado en las células de bazo. El flujo sanguineo esplénico es un sistema abierto, con contenidos de sangre
que entran directamente en contacto con elementos de la pulpa roja y blanca incluidas células linfoides.

En otro experimento, se llevaron a cabo ensayos de fosforilacion in vitro utilizando PKR recombinante humana y su
sustrato, elF2a en presencia de ARNm protegido con caperuza que codifica renilla (0,5 y 0,05 ng/ul). EIl ARNm que
contiene pseudouridina (W) no activaba PKR, como se detecté por la falta tanto de autofosforilacion de PKR como de
fosforilacion de elF2a, mientras que el ARN sin modificacion de nucledsidos y el ARNm con modificacion m5C
activaron la PKR. Se sabe que elF2a fosforilado bloquea el comienzo de la traduccién de ARNm, por lo tanto, la falta
de fosforilacion permite, en otro ejemplo, potenciar la traduccién del ARNm que contiene pseudouridina (V).

En otro ejemplo, la traduccion potenciada esta en una célula (en relacion con la traduccién en la misma célula de
una molécula de ARN no modificado con la misma secuencia; Ejemplos 13-14). En otro ejemplo, la traduccion
potenciada esta in vitro (por ejemplo, en una mezcla de traduccion in vitro o un lisado de reticulocitos; Ejemplos 13-
14. En otro ejemplo, la traduccién potenciada esta in vivo (Ejemplo 13). En cada caso, la traduccion potenciada se
relaciona con una molécula de ARN no modificada con la misma secuencia, en las mismas condiciones. Cada
posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la molécula de ARN, oligorribonucledtido o polirribonucledtido de los procedimientos y
composiciones de la presente descripcion es significativamente menos inmunogénica que una molécula de ARN no
modificado sintetizada in vitro con la misma secuencia. En otro ejemplo, la molécula de ARN modificado es 2 veces
menos inmunogénica que su homdloga no modificada. En otro ejemplo, la inmunogenicidad de reduce por un factor
de 3 veces. En otro ejemplo, la inmunogenicidad de reduce por un factor de 5 veces. En otro ejemplo, la
inmunogenicidad de reduce por un factor de 7 veces. En otro ejemplo, la inmunogenicidad de reduce por un factor
de 10 veces. En otro ejemplo, la inmunogenicidad de reduce por un factor de 15 veces. En otro ejemplo, la
inmunogenicidad de reduce por un factor de 20 veces. En otro ejemplo, la inmunogenicidad de reduce por un factor
de 50 veces. En otro ejemplo, la inmunogenicidad de reduce por un factor de 100 veces. En otro ejemplo, la
inmunogenicidad de reduce por un factor de 200 veces. En otro ejemplo, la inmunogenicidad de reduce por un factor
de 500 veces. En otro ejemplo, la inmunogenicidad de reduce por un factor de 1000 veces. En otro ejemplo, la
inmunogenicidad de reduce por un factor de 2000 veces. En otro ejemplo, la inmunogenicidad de reduce por otra
diferencia de veces.

En ofro ejemplo, "significativamente menos inmunogénica" se refiere a una disminucion detectable de la
inmunogenicidad. En otro ejemplo, la expresion se refiere a una disminucion en veces de la inmunogenicidad (por
ejemplo, una de las disminuciones en veces enumeradas anteriormente). En otro ejemplo, la expresion se refiere a
una disminucién tal que puede administrarse una cantidad eficaz de la molécula de ARN, oligorribonucleétido o
polirribonucleétido sin desencadenar una respuesta inmunitaria detectable. En otro ejemplo, la expresion se refiere a
una disminuciéon tal que puede administrarse repetidas veces una molécula de ARN, oligorribonucleétido o
polirribonucledétido sin provocar una respuesta inmunitaria suficiente para reducir de manera detectable la expresion
de la proteina recombinante. En otro ejemplo, la disminucion es tal que puede administrarse repetidas veces una
molécula de ARN, oligorribonucleétido o polirribonucleétido sin provocar una respuesta inmunitaria suficiente para
eliminar la expresién detectable de la proteina recombinante.

"Cantidad eficaz" de la molécula de ARN, oligorribonucledétido o polirribonucleétido se refiere, en otro ejemplo, a una
cantidad suficiente para ejercer un efecto terapéutico. En otro ejemplo, la expresion se refiere a una cantidad
suficiente para provocar la expresion de una cantidad detectable de la proteina recombinante. Cada posibilidad
representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

La inmunogenicidad reducida de la molécula de ARN, oligorribonucleétido y polirribonucleétido como se desvela, se
demuestra en el presente documento (Ejemplos 4-11).

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2769 129 T3

Los procedimientos para determinar la inmunogenicidad son bien conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo,
medir de la secreciéon de citocinas (por ejemplo, 1L-12, IFN-a, TNF-a, RANTES, MIP-1a o B, IL-6, IFN-B o IL-§;
Ejemplos en el presente documento), medir la expresion de los marcadores de activacion de CD (por ejemplo, CD83,
HLA-DR, CD80 y CD86; Ejemplos en el presente documento), o medir la capacidad de actuar como un adyuvante
para una respuesta inmunitaria adaptativa. Cada procedimiento representa un ejemplo por separado de la presente
descripcion.

En otro ejemplo, la inmunogenicidad relativa del nucleétido modificado y su homélogo no modificado se determinan
determinando la cantidad de nucleétido modificado requerido para provocar una de las respuestas anteriores en el
mismo grado que una cantidad dada del nucledtido no modificado. Por ejemplo, si se requiere el doble de
nucleétidos modificados para provocar la misma respuesta, entonces el nucleétido modificado es dos veces menos
inmunogénico que el nucledtido no modificado.

En otro ejemplo, la inmunogenicidad relativa del nucleétido modificado y su homélogo no modificado se determinan
determinando la cantidad de citocinas (por ejemplo, IL-12, IFN-a, TNF-a, RANTES, MIP-1a o 3, IL-6, IFN-3 o IL-8)
secretadas en respuesta a la administracion del nucleétido modificado, en relacién con la misma cantidad del
nucledtido no modificado. Por ejemplo, si se secreta la mitad de las citocinas, entonces el nucledtido modificado es
dos veces menos inmunogénico que el nucledtido no modificado. En otro ejemplo, los niveles de fondo de
estimulacion se restan antes de calcular la inmunogenicidad en los procedimientos anteriores. Cada posibilidad
representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, un procedimiento de la presente descripcion comprende adicionalmente mezclar la molécula del
ARN, oligorribonucleétido o polirribonucledtido con un reactivo de transfeccion antes de la etapa de poner en
contacto. En otro ejemplo, un procedimiento de la presente descripcion comprende adicionalmente administrar la
molécula de ARN, oligorribonucleétido o polirribonucledétido junto con el reactivo de transfeccion. En otro ejemplo, el
reactivo de transfeccion es un reactivo lipido catiénico (Ejemplo 6).

En otro ejemplo, el reactivo de transfeccion es un reactivo de transfeccion basado en lipidos. En otro ejemplo, el
reactivo de transfeccién es un reactivo de transfeccion basado en proteinas. En otro ejemplo, el reactivo de
transfeccion es un reactivo de transfeccion basado en polietilenimina. En otro ejemplo, el reactivo de transfeccion es
fosfato de calcio. En otro ejemplo, el reactivo de transfeccion es Lipofectin® o Lipofectamine®. En otro ejemplo, el
reactivo de transfeccion es cualquier otro reactivo de transfeccién conocido en la técnica.

En otro ejemplo, el reactivo de transfeccién forma un liposoma. Los liposomas, en otro ejemplo, aumentan la
estabilidad intracelular, aumentan la eficacia de captacion y mejoran la actividad biolégica. En otro ejemplo, los
liposomas son vesiculas esféricas huecas compuestas por lipidos dispuestos de manera similar a los lipidos que
forman la membrana celular. Tienen, en otro ejemplo, un espacio interno acuoso para atrapar compuestos solubles
en agua y varian en tamafio de 0,05 a varios micrometros de diametro. En otro ejemplo, los liposomas pueden
suministrar ARN a las células en una forma biolégicamente activa.

Cada tipo de agente de transfeccién representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la célula diana de los procedimientos de la presente descripcion es una célula presentadora de
antigeno. En otro ejemplo, la célula es una célula animal. En otro ejemplo, la célula es una célula dendritica (Ejemplo
14). En otro ejemplo, la célula es una célula neuronal. En otro ejemplo, la célula es una célula cerebral (Ejemplo 16).
En otro ejemplo, la célula es una célula de bazo. En otro ejemplo, la célula es una célula linfoide. En otro ejemplo, la
célula es una célula pulmonar (Ejemplo 16). En otro ejemplo, la célula es una célula de la piel. En otro ejemplo, la
célula es un queratinocito. En otro ejemplo, la célula es una célula endotelial. En otro ejemplo, la célula es un
astrocito, una célula de la microglia o una neurona (Ejemplo 16). En otro ejemplo, la célula es una célula alveolar
(Ejemplo 16). En otro ejemplo, la célula es una célula alveolar de superficie (Ejemplo 16). En otro ejemplo, la célula
es un macrofago alveolar. En otro ejemplo, la célula es un neumocito alveolar. En otro ejemplo, la célula es una
célula endotelial vascular. En otro ejemplo, la célula es una célula mesenquimatica. En otro ejemplo, la célula es una
célula epitelial. En otro ejemplo, la célula es una célula hematopoyética. En otro ejemplo, la célula es una célula del
epitelio colonico. En otro ejemplo, la célula es una célula de epitelio de pulmén. En otro ejemplo, la célula es una
célula de médula 6sea.

En otros ejemplos, la célula diana es una célula de Claudius, célula de Hensen, célula de Merkel, célula de Muller,
célula de Paneth, célula de Purkinje, célula de Schwann, célula de Sertoli, célula acidéfila, célula acinar, adipoblasto,
adipocito, célula alfa marrén o blanca, célula amacrina, célula beta, célula capsular, cementocito, célula principal,
condroblasto, condrocito, célula cromafin, célula cromofébica, corticotropica, célula delta, célula de Langerhans,
célula dendritica folicular, célula enterocromafin, ependimocito, célula epitelial, célula basal, célula escamosa, célula
endotelial, célula transicional, eritroblasto, eritrocito, fibroblasto, fibrocito, célula folicular, célula germinal, gameto,
6vulo, espermatozoide, ovocito, ovocito primario, ovocito secundario, espermatida, espermatocito, espermatocito
primario, espermatocito secundario, epitelio germinal, célula gigante, célula glial, astroblasto, astrocito,
oligodendroblasto, oligodendrocito, glioblasto, célula caliciforme, gonadotropa, célula granulosa, hemocitoblasto,
célula capilar, hepatoblasto, hepatocito, hialocito, célula intersticial,’ célula yuxtaglomerular, queratinocito,
queratocito, célula terminal (lemmal), leucocito, granulocito, basdfilo, eosindfilo, neutrdfilo, linfoblasto, linfoblasto B,
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linfoblasto T, linfocito, linfocito B, linfocito T, linfocito T colaborador inducido, linfocito T Th1, linfocito T Th2, linfocito
citolitico natural, timocito, macréfago, célula de Kupffer, macréfago alveolar, célula espumosa, histiocito, célula luteal,
célula madre linfocitica, célula linfoide, célula madre linfoide, célula macroglial, célula prolactinica, mastocito,
meduloblasto, megacarioblasto, megacariocito, melanoblasto, melanocito, célula mesangial, célula mesotelial,
metamielocito, monoblasto, monocito, célula mucosa del cuello, célula muscular, célula muscular cardiaca, célula
muscular esquelética, célula muscular lisa, mielocito, célula mieloide, célula madre mieloide, mioblasto, célula
mioepitelial, miofibroblasto, neuroblasto, célula neuroepitelial, neurona, odontoblasto, osteoblasto, osteoclasto,
osteocito, célula oxintica, célula parafolicular, célula paraluteal, célula péptica, pericito, célula mononuclear de
sangre periférica, feocromocito, célula falangica, pinealocito, pituicito, célula plasmatica, plaquetas, podocito,
proeritroblasto, promonocito, promieloblasto, promielocito, pronormoblasto, reticulocito, célula epitelial del pigmento
de la retina, retinoblasto, célula pequefia, somatotropo, célula madre, célula sustentacular, célula teloglial o célula
zimogeénica. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

Se pueden tratar una variedad de trastornos empleando procedimientos de la presente descripcién incluidos, entre
otros, trastornos monogénicos, enfermedades infecciosas, trastornos adquiridos, cancer y similares. Los trastornos
monogénicos ejemplares incluyen deficiencia de ADA, fibrosis quistica, hipercolesterolemia familiar, hemofilia,
enfermedad granulomatosa croénica, distrofia muscular de Duchenne, anemia de Fanconi, anemia falciforme,
enfermedad de Gaucher, Sindrome de Hunter, IDSC ligada a X, y similares. En otro ejemplo, el trastorno tratado
implica una de las proteinas enumeradas a continuacion. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la
presente descripcion.

En otro ejemplo, la proteina recombinante codificada por una molécula de ARN, oligorribonucleétido o
polirribonucledtido de los procedimientos y composiciones de la presente descripcion es ectonucledsido trifosfato
difosfohidrolasa.

En otro ejemplo, la proteina recombinante es eritropoyetina (EPO). En otros ejemplos, la proteina recombinante
codificada es ABCA4; ABCD3; ACADM; AGL; AGT; ALDH4AIl; ALPL; AMPD1; APOA2; AVSD1; BRCD2; C1QA;
C1QB; C1QG; C8A; C8B; CACNA1S; CCV; CD3Z; CDC2L1; CHML; CHS1; CIAS1; CLCNKB; CMD1A; CMH2; CMM;
COL11A1; COL8A2; COL9A2; CPT2; CRB1; CSE; CSF3R; CTPA; CTSK; DBT; DIO1; DISC1; DPYD; EKV; ENOI;
ENO1P; EPB41; EPHX1; F13B; F5; FCGR2A; FCGR2B; FCGR3A; FCHL; FH; FM03; FM04; FUCAT1; FY; GALE;
GBA; GFND; GJAS8; GJB3; GLC3B; HF1; HMGCL; HPC1; HRD; HRPT2; HSD3B2; HSPG2; KCNQ4; KCS; KIF1B;
LAMB3; LAMC2; LGMD1B; LMNA; LOR; MCKD1; MCL1; MPZ; MTHFR; MTR; MUTYH; MYOC; NB; NCF2; NEM1;
NPHS2; NPPA; NRAS; NTRK1; OPTA2; PBX1; PCHC; PGD; PH A2A; PHGDH; PKLR; PKP1; PLA2G2A; PLOD;
PPOX; PPT1; PRCC; PRG4; PSEN2; PTOS1; REN; RFX5; RHD; RMD1; RPE65; SCCD; SERPINC1; SJS1;
SLC19A2; SLC2A1; SPG23; SPTA1; TAL1; TNFSF6; TNNT2; TPM3; TSHB; UMPK; UOX; UROD; USH2A;
VMGLOM; VWS; WS2B; ABCB11; ABCG5; ABCGS8; ACADL; ACPI; AGXT; AHHR; ALMS1; ALPP; ALS2; APOB;
BDE; BDMR; BJS; BMPR2; CHRNA1; CMCWTD; CNGAS3; COL3A1; COL4A3; COL4A4; COL6A3; CPSI; CRYGA;
CRYGEP1; CYP1B1; CYP27A1; DBI; DES; DYSF; EDAR; EFEMPI; EIF2AK3; ERCC3; FSHR; GINGF; GLC1B;
GPD2; GYPC; HADHA; HADHB; HOXD13; HPE2; IGKC; IHH; IRSI; ITGA6; KHK; KYNU; LOT; LHCGR; LSFC;
MSH2; MSH6; NEB; NMTC; NPHP1; PAFAH1P1; PAX3; PAX8; PMS1; PNKD; PPH1; PROC; REG1A; SAG; SFTPB;
SLC11A1; SLC3A1; SOS1; SPG4; SRD5A2; TCL4; TGFA; TMD; TPO; UGT1A@; UV24; WSS; XDH; ZAPT70;
ZFHX1B; ACAA1; AGS1; AGTR1; AHSG; AMT; ARMET; BBS3; BCHE; BCPM; BTD; CASR; CCR2; CCRS5; CDL1;
CMT2B; COL7A1; CP; CPO; CRV; CTNNB1; DEM; ETM1; FANCD2; FIH; FOXL2; GBE1; GLB1; GLC1C; GNAI2;
GNATI; GP9; GPX1; HGD; HRG; ITIH1; KNG; LPP; LRS1; MCCCI; MDS1; MHS4; MITF; MLH1; MYL3; MYMY;
OPA1; P2RY12; PBXP1; PCCB; POU1F1; PPARG; PROS1; PTHR1; RCA1; RHO; SCA7; SCLC1; SCN5A; SI;
SLC25A20; SLC2A2; TF; TGFBR2; THPO; THRB; TKT; TM4SF1; TRH; UMPS; UQCRC1; USH3A; VHL; WS2A;
XPC; ZNF35; ADH1B; ADH1C; AFP; AGA; AIH2; ALB; ASMD; BFHD; CNGA1; CRBM; DCK; DSPP; DTDPZ2;
ELONG; ENAM; ETFDH; EVC; F11; FABP2; FGA; FGB; FGFR3; FGG; FSHMD1A; GC; GNPTA; GN- RHR; GYPA,;
HCA; HCL2; HD; HTN3; HVBS6; IDUA; IF; JPD; KIT; KLKB1; LQT4; MANBA; MLLT2; MSX1; MTP; NR3C2; PBT;
PDEG6B; PEE1; PITX2; PKD2; QDPR; SGCB; SLC25A4; SNCA; SODS3; STATH; TAPVR1; TYS; WBS2; WFS1;
WHCR; ADAMTS2; ADRB2; AMCN; AP3BI; APC; ARSB; BAGALT7; BHR1; C6; C7; CCAL2; CKN1; CMDJ; CRHBP;
CSF1R; DHFR; DIAPH1; DTR; EOS; EPD; ERVR; F12; FBN2; GDNF; GHR; GLRA1; GM2A; HEXB; HSD17B4;
ITGA2; KFS; LGMD1A; LOX; LTC4S; MAN2A1; MCC; MCCC2; MSH3; MSX2; NR3C1; PCSK1; PDE6A; PFBI;
RASAI; SCZDI; SDHA; SGCD; SLC22A5; SLC26A2; SLC6A3; SM1; SMA@; SMN1; SMN2; SPINK5; TCOF1;
TELAB1; TGFBI; ALDH5A1; ARG1; AS; ASSP2; BCKDHB; BF; C2; C4A; CDKN1A; COL10A1; COL11A2; CYP21A2;
DYX2; EJM1; ELOVL4; EPM2A; ESR1; EYA4; F13A1; FANCE; GCLC; GJA1; GLYS1; GMPR; GSE; HCR; HFE;
HLA-A; HLA-DPBI; HLA-DRA; HPFH; ICS1; IDDM1; IFNGR1; IGAD1; IGF2R; ISCW; LAMA2; LAP; LCAS5; LPA;
MCDR1; MOCS1; MUT; MYB; NEU1; NKS1; NYS2; OA3; ODDD; OFC1; PARK2; PBCA; PBCRA1; PDB1; PEXS;
PEX6; PEX7; PKHD1; PLA2G7; PLG; POLH; PPAC; PSORS1; PUJO; RCD1; RDS; RHAG; RP14; RUNX2; RWS;
SCA1; SCZD3; SIASD; SOD2; ST8; TAP1; TAP2; TFAP2B; TNDM; TNF; TPBG; TPMT; TULP1; WISP3; AASS;
ABCB1; ABCB4; ACHE; AQP1; ASL; ASNS; AUTS1; BPGM; BRAF; C7orf2; CACNA2D1; CCM1; CD36; CFTR;
CHORDOMA; CLCN1; CMH6; CMT2D; COL1A2; CRS; CYMD; DFNA5; DLD; DYT11; EEC1; ELN; ETV1; FKBPS;
GCK; GHRHR; GHS; GLI3; GPDS1; GUSB; HLXB9; HOXA13; HPFH2; HRX; IAB; IMMP2L; KCNH2; LAMB1; LEP;
MET; NCF1; NM; OGDH; OPN1SW; PEX1; PGAM2; PMS2; PON1; PPP1R3A; PRSS1; PTC; PTPN12; RP10; RP9;
SERPINE1; SGCE; SHFM1; SHH; SLC26A3; SLC26A4; SLOS; SMAD1; TBXAS1; TWIST; ZWS1; ACHM3; ADRBS;
ANK1; CA1; CA2; CCAL1; CLN8; CMT4A; CNGB3; COH1; CPP; CRH; CYP11B1; CYP11B2; DECR1; DPYS;
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DURS1; EBS1; ECA1; EGI; EXT1; EYA1; FGFR1; GNRH1; GSR; GULOP; HR; KCNQ3; KFM; KWE; LGCR; LPL;
MCPH1; MOS; MYC; NAT1; NAT2; NBS1; PLAT; PLEC1; PRKDC; PXMP3; RP1; SCZD6; SFIPC; SGM1; SPG5A;
STAR; TG; TRPS1; TTPA; VMD1; WRN; ABCA1; ABL1; ABO; ADAMTS13; AK1; ALAD; ALDH1A1; ALDOB; AMBP;
AMCD1; ASS; BDMF; BSCL; C5; CDKN2A; CHAC; CLA1; CMD1B; COL5A1; CRAT; DBH; DNAI1; DYS; DYT1;
ENG; FANCC; FBP1; FCMD; FRDA; GALT; GLDC; GNE; GSM1; GSN; HSD17B3; HSN1; IBM2; INVS; JBTS1;
LALL; LCCS1; LCCS; LGMD2H; LMX1B; MLLT3; MROS; MSSE; NOTCH1; ORM1; PAPPA; PIP5K1B; PTCH,;
PTGS1; RLN1; RLN2; RMRP; ROR2; RPD1; SARDH; SPTLC1; STOM; TDFA; TEK; TMC1; TRIM32; TSC1;
TYRP1;XPA; CACNB2; COL17A1; CUBN; CXCL12; CYP17; CYP2C19; CYP2C9; EGR2; EMX2; ERCC6; FGFR2;
HK1; HPS1; IL2RA; LGI1; LIPA; MAT1A; MBL2; MKI67; MXI1; NODAL; OAT; OATL3; PAX2; PCBD; PEO1; PHYH;
PNLIP; PSAP; PTEN; RBP4; RDPA; RET; SFTPA1; SFTPD; SHFM3; SIAL; THC2; TLX1; TNFRSF6; UFS; UROS;
AA; ABCCS8; ACAT1; ALX4; AMPD3; ANC; APOA1; APOA4; APOC3; ATM; BSCL2; BWS; CALCA; CAT; CCND1;
CD3E; CD3G; CD59; CDKN1C; CLN2; CNTF; CPT1A; CTSC; DDB1; DDB2; DHCR7; DLAT; DRD4; ECB2; ED4;
EVR1; EXT2; F2; FSHB; FTH1; G6PT1; G6PT2; GIF; HBB; HBBP1; HBD; HBE1; HBG1; HBG2; HMBS; FIND;
HOMG2; HRAS; HVBS1; IDDM2; IGER; INS; JBS; KCNJ11; KCNJ1; KCNQ1; LDHA; LRP5; MEN1; MLL; MYBPC3;
MYO7A; NNO1; OPPG; OPTB1; PAX6; PC; PDX1; PGL2; PGR; PORC; PTH; PTS; PVRL1; PYGM; RAG1; RAG2;
ROM1; RRAS2; SAA1; SCA5; SCZD2; SDHD; SERPING1; SMPD1; TCIRG1; TCL2; TECTA; TH; TREH; TSG101;
TYR; USH1C; VMD2; VRNI; WT1; WT2; ZNF145; A2M; AAAS; ACADS; ACLS; ACVRL1; ALDH2; AMHR2; AOM;
AQP2; ATD; ATP2A2; BDC; C1R; CD4; CDK4; CNA1; COL2A1; CYP27B1; DRPLA; ENUR2; FEOM1; FGF23; FPF;
GNB3; GNS; HAL; HBP1; HMGA2; HMN2; HPD; IGF1; KCNA1; KERA; KRAS2; KRT1; KRT2A; KRT3; KRT4; KRT5;
KRT6A; KRT6B; KRTHB6; LDHB; LYZ; MGCT; MPE; MVK; MYL2; OAP; PAH; PPKB; PRB3; PTPN11; PXR1; RLS;
RSN; SAS; SAX1; SCA2; SCNN1A; SMAL; SPPM; SPSMA; TBX3; TBX5; TCF1; TPI1; TSC3; ULR; VDR; VWF;
ATP7B; BRCA2; BRCD1; CLN5; CPB2; ED2; EDNRB; ENUR1; ERCC5; F10; F7; GJB2; GJBG6; IPF1; MBS1; MCOR,;
NYS4; PCCA; RB1; RHOK; SCZD7; SGCG; SLC10A2; SLC25A15; STARP1; ZNF198; ACHM1; ARVD1; BCH;
CTAA1; DAD1; DFNB5; EML1; GALC; GCH1; IBGC1; IGH@; grupo IGHC; IGHG1; IGHM; IGHR; IV; LTBP2; MCOP;
MJD; MNG1; MPD1; MPS3C; MYH6; MYH7; NP; NPC2; PABPN1; PSEN1; PYGL; RPGRIP1; SERPINAT;
SERPINA3; SERPINAG; SLC7A7; SPG3A; SPTB; TCL1A; TGMI; TITF1; TMIP; TRA@); TSHR; USH1A; VP; ACCPN;
AHO02; ANCR; B2M; BBS4; BLM; CAPN3; CDAN1; CDAN3; CLN6; CMH3; CYP19; CYP1A1; CYP1A2; DYX1;
EPB42; ETFA; EYCL3; FAH; FBN1; FES; HCVS; HEXA; IVD; LCS1; LIPC; MY05A; OCA2; OTSC1; PWCR; RLBP1;
SLC12A1; SPG6; TPM1; UBE3A; WMS; ABCC6; ALDOA; APRT; ATP2A1; BBS2; CARD15; CATM; CDH1; CETP;
CHST6; CLN3; CREBBP; CTH; CTM; CYBA; CYLD; DHS; DNASE1; DPEP1; ERCC4; FANCA; GALNS; GAN;
HAGH; HBA1; HBA2; HBHR; HBQ1; HBZ; HBZP; HP; HSD11B2; IL4R; LIPB; MC1R; MEFV; MHC2TA; MLYCD;
MMVP1; PHKB; PHKG2; PKD1; PKDTS; PMM2; PXE; SALL1; SCA4; SCNN1B; SCNN1G; SLC12A3; TAT; TSC2;
VDI; WT3; ABR; ACACA; ACADVL; ACE; ALDH3A2; APOH; ASPA; AXIN2; BCL5; BHD; BLMH; BRCA1; CACD;
CCA1; CCZS; CHRNB1; CHRNE; CMT1A; COL1A1; CORDS5; CTNS; EPX; ERBB2; G6PC; GAA; GALK1; GCGR;
GFAP; GH1; GH2; GP1BA; GPSC; GUCY2D; ITGA2B; ITGB3; ITGB4; KRT10; KRT12; KRT13; KRT14; KRT14L1;
KRT14L2; KRT14L3; KRT16; KRT16L1; KRT16L2; KRT17; KRT9; MAPT; MDB; MDCR; MGI; MHS2; MKS1; MPO;
MYO015A; NAGLU; NAPB; NF1; NME1; P4HB; PAFAH1B1; PECAM1; PEX12; PHB; PMP22; PRKAR1A; PRKCA;
PRKWNK4; PRP8; PRPF8; PTLAH; RARA; RCV1; RMSA1; RP17; RSS; SCN4A; SERPINF2; SGCA; SGSH; SHBG;
SLC2A4; SLC4A1; SLC6A4; SMCR; SOST; SOX9; SSTR2; SYM1; SYNSI; TCF2; THRA; TIMP2; TOC; TOP2A;
TP53; TRIM37; VBCH; ATP8B1; BCL2; CNSN; CORD1l; CYB5; DCC; F5F8D; FECH; FEO; LAM A3; LCFS2;
MADH4; MAFD1; MC2R; MCL; MYP2; NPC1; SPPK; TGFBRE; TGIF; TTR; AD2; AMH; APOC2; APOE; ATHS; BAX;
BCKDHA; BCL3; BFIC; C3; CACNA1A; CCO; CEACAM5; COMP; CRX; DBA; DDU; DFNA4; DLL3; DM1; DMWD;
E11S; ELA2; EPOR; ERCC2; ETFB; EXT3; EYCLI; FTL; FUT1; FUT2; FUT6; GAMT; GCDH; GPI; GUSM; HB1;
HCL1; HHC2; HHC3; ICAM3; INSR; JAK3; KLK3; LDLR; LHB; LIG1; LOH19CR1; LYL1; MAN2B1; MCOLN1; MDRYV;
MLLT1; NOTCH3; NPHS1; OFC3; OPA3; PEPD; PRPF31; PRTN3; PRX; PSG1; PVR; RYR1; SLC5A5; SLC7A9;
STK11; TBXA2R; TGFB1; TNNI3; TYROBP; ADA; AHCY; AVP; CDAN2; CDPD1; CHED1; CHED2; CHRNA4; CST3;
EDN3; EEGV1; FTLL1; GDF5; GNAS; GSS; HNF4A; JAG1; KCNQ2; MKKS; NBIA1; PCK1; PI3; PPCD; PPGB;
PRNP; THBD; TOP1; AIRE; APP; CBS; COL6A1; COL6A2; CSTB; DCR; DSCR1; FPDMM; HLCS; HPE1; ITGB2;
KCNE1; KNO; PRSS7; RUNX1; SOD1; TAM; ADSL; ARSA; BCR; CECR; CHEK2; COMT; CRYBB2; CSF2RB;
CTHM; CYP2D6;CYP2D7P1; DGCR; DIA1; EWSR1; GGT1; MGCR; MN1; NAGA; NE2; OGS2; PDGFB; PPARA;
PRODH; SC02; SCZD4; SERPIND1; SLC5AI; SOXIO; TCN2; TIMP3; TST; VCF; ABCD1; ACTL1; ADFN; AGMX2;
AHDS; AIC; AIED; AIH3; ALAS2; AMCD; AMELX; ANOP1; AR; ARAF1; ARSC2; ARSE; ARTS; ARX; ASAT; ASSP5;
ATP7A; ATRX; AVPR2; BFLS; BGN; BTK; BZX; C1HR; CACNA1F; CALB3; CBBM; CCT; CDR1; CFNS; CGF1;
CHM; CHR39C; CIDX; CLA2; CLCN5; CLS; CMTX2; CMTX3; CND; COD1; COD2; COL4A5; COL4A6; CPX; CVD1;
CYBB; DCX; DFN2; DFN4; DFN6; DHOF; DIAPH2; DKC1; DMD; DSS; DYT3; EBM; EBP; ED1; ELK1; EMD; EVRZ2;
F8; F9; FCP1; FDPSL5; FGD1; FGS1; FMR1; FMR2; G6PD; GABRA3; GATA1; GDI1; GDXY; GJB1; GK; GLA;
GPC3; GRPR; GTD; GUST; HMS1; HPRT1; HPT; HTC2; HTR2C; HYR; IDS; IHG1; IL2RG; INDX; IP1; IP2; JMS;
KAL1; KFSD; LICAM; LAMP2; MAA; MAFD2; MAOA; MAOB; MCF2; MCS; MEAX; MECP2; MF4; MGCI; MIC5; MIDI;
MLLT7; MLS; MRSD; MRX14; MRX1; MRX20; MRX2; MRX3; MRX40; MRXA; MSD; MTMI; MYCL2; MYPI; NDP;
NHS; NPHLI; NROBI; NSX; NYSI; NYX; OAIl; OASD; OCRL; ODTI; OFD1; OPA2; OPD1; OPEM; OPN1LW;
OPN1MW; OTC; P3; PDHA1; PDR; PFC; PFKFB1; PGK1; PGK1P1; PGS; PHEX; PHKA1; PHKA2; PHP; PIGA;
PLP1; POF1; POLA; POU3F4; PPMX; PRD; PRPSI; PRPS2; PRS; RCCP2; RENBP; RENS1; RP2; RP6; RPGR;
RPS4X; RPS6KA3; RS1; S11; SDYS; SEDL; SERPINA7; SH2D1A; SHFM2; SLC25A5; SMAX2; SRPX; SRS; STS;
SYN1; SYP; TAF1; TAZ;, TBX22; TDD; TFE3; THAS; THC; TIMMS8A; TIMP1; TKCR; TNFSF5; UBE1; UBE2A; WAS;
WSN; WTS; WWS; XIC; XIST; XK; XM; XS; ZFX; ZIC3; ZNF261 ; ZNF41; ZNF6; AMELY; ASSP6; AZF|; AZF2; DAZ;
GCY; RPS4Y; SMCY; SRY; ZFY; ABAT; AEZ; AFA; AFD1; ASAH1; ASD1; ASMT; CCAT; CECR9; CEPA; CLA3;
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CLN4; CSF2RA; CTSI; DF; DIH1; DWS; DYT2; DYT4; EBRS3; ECT; EEF1A1L14; EYCL2; FANCB; GCSH; GCSL;
GIP; GTS; HHG; HMI; HOAC; HOKPP2; HRPT1; HSD3B3; HTC1; HV1S; ICHQ; ICR1; ICR5; IL3RA; KAL2; KMS;
KRT18; KSS; LCAT; LHON; LIMM; MANBB; MCPH2; MEB; MELAS; MIC2; MPFD; MS; MSS; MTATP6; MTCOI;
MTCO03; MTCYB; MTND1; MTND2; MTND4; MTND5; MTND6; MTRNR1; MTRNR2; MTTE; MTTG; MTTI; MTTK;
MTTL1; MTTL2; MTTN; MTTP; MTTS1; NAMSD; OCD1; OPD2; PCK2; PCLD; PCOS1; PFKM; PKD3; PRCAT1;
PR0O1; PROP1; RBS; RFXAP; RP; SHOX; SLC25A6; SPG5B; STO; SUOX; THM o TTD.. Cada proteina
recombinante representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para tratar anemia en un sujeto, que
comprende poner en contacto una célula del sujeto con una molécula de ARN sintetizada in vitro, la molécula de
ARN sintetizada in vitro que codifica eritropoyetina, tratandose, de este modo, la anemia en un sujeto. En otro
ejemplo, la molécula de ARN sintetizada in vitro comprende adicionalmente una pseudouridina o un nucleésido
modificado. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion. En otro ejemplo, la
célula es una célula de tejido subcutaneo. En otro ejemplo, la célula es una célula de pulmoén. En otro ejemplo, la
célula es un fibroblasto. En otro ejemplo, la célula es un linfocito. En otro ejemplo, la célula es una célula de musculo
liso. En otro ejemplo, la célula es cualquier otro tipo de célula conocida en la técnica. Cada posibilidad representa un
ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para tratar un vasoespasmo en un sujeto,
que comprende poner en contacto una célula del sujeto con una molécula de ARN sintetizada in vitro, la molécula de
ARN sintetizada in vitro que codifica 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), tratdndose, de este modo, un
vasoespasmo en un sujeto.

En otro ejemplo, la presente descripcidon proporciona un procedimiento para incrementar la tasa de supervivencia de
una célula en un sujeto, que comprende poner en contacto la célula con una molécula de ARN sintetizada in vitro, la
molécula de ARN sintetizada in vitro que codifica una proteina de choque térmico, mejorando, de este modo, la tasa
de supervivencia de una célula en un sujeto.

En otro ejemplo, la célula cuya tasa de supervivencia mejora es una célula isquémica. En otro ejemplo, la célula no
es isquémica. En otro ejemplo, la célula se ha expuesto a un ambiente isquémico. En otro ejemplo, la célula se ha
expuesto a un estrés ambiental. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripciéon proporciona un procedimiento para disminuir la incidencia de una
reestenosis de un vaso sanguineo después de un procedimiento que agranda el vaso sanguineo, que comprende
poner en contacto una célula del vaso sanguineo con una molécula de ARN sintetizada in vitro, la molécula de ARN
sintetizada in vitro que codifica una proteina de choque térmico, disminuyendo, de este modo, una incidencia de una
reestenosis en un sujeto.

En otro ejemplo, el procedimiento es una angioplastia. En otro ejemplo, el procedimiento es cualquier otro
procedimiento conocido en la técnica que agranda el vaso sanguineo. Cada posibilidad representa un ejemplo por
separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para aumentar el crecimiento de un cabello a
partir de un foliculo capilar en el cuero cabelludo de un sujeto, que comprende poner en contacto una célula del
cuero cabelludo con una molécula de ARN sintetizada in vitro, codificando la molécula de ARN sintetizada in vitro
una telomerasa o una proteina inmunosupresora, incrementando, de este modo, el crecimiento de cabello a partir de
un foliculo capilar.

En otro ejemplo, la proteina inmunosupresora es la hormona estimulante de melanocitos (a-MSH). En otro ejemplo,
la proteina inmunosupresora es el factor de crecimiento transformante 1 (TGF-31). En otro ejemplo, la proteina
inmunosupresora es el factor de crecimiento similar a la insulina | (IGF-1). En otro ejemplo, a proteina
inmunosupresora es cualquier otra proteina inmunosupresora conocida en la técnica. Cada posibilidad representa un
ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento de induccion de la expresion de una enzima
con actividad antioxidante en una célula, que comprende poner en contacto la célula con una molécula de ARN
sintetizada in vitro, la molécula de ARN sintetizada in vitro que codifica la enzima, induciendo, de este modo, la
expresion de una enzima con actividad antioxidante en una célula.

En un ejemplo, la enzima es catalasa. En otro ejemplo, la enzima es glutatién peroxidasa. En otro ejemplo, la enzima
es fosfolipido hidroperdxido glutation peroxidasa. En otro ejemplo, la enzima es superéxido dismutasa-1. En otro
ejemplo, la enzima es superdxido dismutasa-2. En otro ejemplo, la enzima es cualquier otra enzima con actividad
antioxidante conocida en la técnica. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente
descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para tratar la fibrosis quistica en un sujeto,
que comprende poner en contacto una célula del sujeto con una molécula de ARN sintetizada in vitro, la molécula de
ARN sintetizada in vitro que codifica el Regulador de Conductancia Transmembrana de Fibrosis Quistica (CFTR),
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tratandose, de este modo, la fibrosis quistica en un sujeto.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para tratar la agammaglobulinemia ligada al
cromosoma X en un sujeto, que comprende poner en contacto una célula del sujeto con una molécula de ARN
sintetizada in vitro, la molécula de ARN sintetizada in vitro que codifica una tirosina quinasa de Bruton, tratandose,
de este modo, la agammaglobulinemia ligada al cromosoma X.

En otro ejemplo, la presente descripcidon proporciona un procedimiento para tratar una inmunodeficiencia combinada
grave por déficit de adenosina desaminasa (ADA IDCS) en un sujeto, que comprende poner en contacto una célula
del sujeto con una molécula de ARN sintetizada in vitro, la molécula de ARN sintetizada in vitro que codifica una
ADA, tratandose, de este modo, una ADA IDCS.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para reducir la respuesta inmunitaria de la
piel y mejorar la patologia de la piel, que comprende poner en contacto una célula del sujeto con una molécula de
ARN sintetizada in vitro, la molécula de ARN sintetizada in vitro que codifica una ectonucledsido trifosfato
difosfohidrolasa, reduciendo, de este modo, la respuesta inmunitaria de la piel y mejorando la patologia de la piel.

En otro ejemplo, una molécula de ARN o ribonucleétido de la presente descripcion se encapsula en una
nanoparticula. Los procedimientos para empaquetado de nanoparticulas son bien conocidos en la técnica, y se
describen, por ejemplo, en Bose S, y col (Role of Nucleolin in Human Parainfluenza Virus Type 3 Infection of Human
Lung Epithelial Cells. J. Virol. 78:8146. 2004); Dong Y y col. Poly(d,l-lactide-co-glycolide)/montmorillonite
nanoparticles for oral delivery of anticancer drugs. Biomaterials 26:6068. 2005); Lobenberg R. y col (Improved body
distribution of 14C-labelled AZT bound to nanoparticles in rats determined by radioluminography. J Drug Target
5:171. 1998); Sakuma SR y col (Mucoadhesion of polystyrene nanoparticles having surface hydrophilic polymeric
chains in the gastrointestinal tract. Int J Pharm 177:161. 1999); Virovic L y col. Novel delivery methods for treatment
of viral hepatitis: an update. Expert Opin Drug Deliv 2:707.2005); y Zimmermann E y col., Electrolyte-and pH-
stabilities of aqueous solid lipid nanoparticle (SLN) dispersions in artificial gastrointestinal media. Eur J Pharm
Biopharm 52:203.2001). Cada procedimiento representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

Se pueden utilizar varios ejemplos de intervalos de dosificacion de compuestos de la presente descripcion en
procedimientos de la presente descripcion. En un ejemplo, la dosificacion esta en el intervalo de 1-10 pg/dia. En otro
ejemplo, la dosificacion es 2-10 ug/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 3-10 pg/dia. En otro ejemplo, la
dosificacion es 5-10 ug/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 2-20 pg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 3-20
pg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 5-20 pg/dia. En otro ejemplo, la dosificacién es 10-20 ug/dia. En otro
ejemplo, la dosificacion es 3-40 ug/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 5-40 ug/dia. En otro ejemplo, la
dosificacion es 10-40 pg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 20-40 pg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 5-
50 pg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 10-50 ug/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 20-50 pg/dia. En un
ejemplo, la dosificacién es 1-100 pg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 2-100 ug/dia. En otro ejemplo, la
dosificacion es 3-100 pg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 5-100 pg/dia. en otro ejemplo la dosificacion es 10-
100 pg/dia. en otro ejemplo la dosificacion es 20-100 pg/dia. en otro ejemplo la dosificacion es 40-100 pg/dia. en
otro ejemplo la dosificacion es 60-100 pg/dia.

En otro ejemplo, la dosificacion es 0,1 uyg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 0,2 ug/dia. En otro ejemplo, la
dosificacion es 0,3 ug/dia. En otro ejemplo, la dosificacién es 0,5 pg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 1 pg/dia.
En otro ejemplo, la dosificacion es 2 pg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 3 pg/dia. En otro ejemplo, la
dosificacion es 5 yg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 10 ug/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 15 ug/dia.
En otro ejemplo, la dosificacion es 20 pg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 30 pg/dia. En otro ejemplo, la
dosificacion es 40 pg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 60 pg/dia. En otro ejemplo, la dosificacion es 80 ug/dia.
En otro ejemplo, la dosificacion es 100 pg/dia.

En otro ejemplo, la dosificacion es 10 pg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 20 pg/dosis. En otro ejemplo, la
dosificacion es 30 pg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 40 ug/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 60
pg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 80 pg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 100 pg/dosis. En otro
ejemplo, la dosificacion es 150 ug/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 200 pg/dosis. En otro ejemplo, la
dosificacion es 300 pg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 400 pg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 600
pg/dosis. En otro ejemplo, la dosificaciéon es 800 pg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 1000 pg/dosis. En otro
ejemplo, la dosificacién es 1,5 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificaciéon es 2 mg/dosis. En otro ejemplo, la
dosificacién es 3 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 5 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 10
mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 15 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 20 mg/dosis. En otro
ejemplo, la dosificacion es 30 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 50 mg/dosis. En otro ejemplo, la
dosificacion es 80 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 100 mg/dosis.

En otro ejemplo, la dosificacion es 10-20 pg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 20-30 pg/dosis. En otro
ejemplo, la dosificacion es 20-40 pg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 30-60 ug/dosis. En otro ejemplo, la
dosificacion es 40-80 ug/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 50-100 ug/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion
es 50-150 ug/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 100-200 ug/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 200-300
pg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 300-400 ug/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 400-600 ug/dosis.
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En otro ejemplo, la dosificacion es 500-800 pg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 800-1000 pg/dosis. En otro
ejemplo, la dosificacion es 1000-1500 pg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 1500-2000 ug/dosis. En otro
ejemplo, la dosificacion es 2-3 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 2-5 mg/dosis. En otro ejemplo, la
dosificacion es 2-10 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 2-20 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacién es
2-30 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 2-50 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacién es 2-80 mg/dosis.
En otro ejemplo, la dosificacion es 2-100 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 3-10 mg/dosis. En otro
ejemplo, la dosificacion es 3-20 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 3-30 mg/dosis. En otro ejemplo, la
dosificacion es 3-50 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 3-80 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacién es
3-100 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 5-10 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacién es 5-20 mg/dosis.
En otro ejemplo, la dosificacion es 5-30 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 5-50 mg/dosis. En otro ejemplo,
la dosificacion es 5-80 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificaciéon es 5-100 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion
es 10-20 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 10-30 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 10-50
mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 10-80 mg/dosis. En otro ejemplo, la dosificacion es 10-100 mg/dosis.

En otro ejemplo, la dosificacion es una dosis diaria. En otro ejemplo, la dosificaciéon es una dosis semanal. En otro
ejemplo, la dosificacion es una dosis mensual. En otro ejemplo, la dosificacion es una dosis anual. En otro ejemplo,
la dosis es una en una serie de un numero definido de dosis. En otro ejemplo, la dosis es una dosis unica. Como se
describe a continuacion, en otro ejemplo, la ventaja de las moléculas de ARN, oligorribonucleétidos o
polirribonucledtidos de la presente descripcion es su mayor potencia, que permite el uso de dosis mas pequenfias.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para producir una proteina recombinante, que
comprende poner en contacto un aparato de traduccién in vitro con un polirribonucleétido sintetizado in vitro,
comprendiendo el oligorribonucledtido sintetizado in vitro una pseudouridina o un nucledsido modificado,
produciéndose, de este modo, una proteina recombinante.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para producir una proteina recombinante, que
comprende poner en contacto un aparato de traduccion in vitro con una molécula de ARN transcrita in vitro de la
presente descripcion, la molécula de ARN transcrita in vitro comprende una pseudouridina o un nucledsido
modificado, produciéndose, de este modo, una proteina recombinante.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un aparato de transcripcion in vitro, que comprende: un
nucledtido no modificado, un nucleétido que contiene una pseudouridina o un nucledsido modificado y una
polimerasa. En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un kit de transcripcion in vitro, que comprende: un
nucledtido no modificado, un nucleétido que contiene una pseudouridina o un nucledsido modificado y una
polimerasa. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, el aparato de traduccion in vitro comprende un lisado de reticulocitos. En otro ejemplo, el lisado de
reticulocitos es un lisado de reticulocitos de conejo.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para reducir una inmunogenicidad de una
molécula de oligorribonucleétido o una molécula de ARN, comprendiendo el procedimiento la etapa de reemplazar
un nucledtido de la molécula de oligorribonucleétido o molécula de ARN con un nucleétido modificado que contiene
un nucleodsido modificado o una pseudouridina, reduciendo, de este modo, una inmunogenicidad de una molécula de
oligorribonucledtido o molécula de ARN.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para reducir una inmunogenicidad de un
vector de terapia génica que comprende una molécula de polirribonucleétido o una molécula de ARN,
comprendiendo el procedimiento la etapa de reemplazar un nucleétido de la molécula de polirribonucleétido o
molécula de ARN con un nucleétido modificado que contiene un nucleésido modificado o una pseudouridina,
reduciendo, de este modo, una inmunogenicidad de un vector de terapia génica.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para potenciar la traduccion in vitro a partir de
una molécula de oligorribonucleétido o molécula de ARN, comprendiendo el procedimiento la etapa de reemplazar
un nucledtido de la molécula de oligorribonucleétido o molécula de ARN con un nucleétido modificado que contiene
un nucleésido modificado o una pseudouridina, potenciando, de este modo, la traduccién in vitro a partir de una
molécula de oligorribonucleétido o molécula de ARN.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para potenciar la traduccion in vitro a partir de
un vector de terapia génica que comprende una molécula de polirribonucleétido o molécula de ARN, comprendiendo
el procedimiento la etapa de reemplazar un nucleétido de la molécula de polirribonucleétido o molécula de ARN con
un nucledétido modificado que contiene un nucleésido modificado o una pseudouridina, potenciando, de este modo, la
traduccion in vivo a partir de un vector de terapia génica.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para aumentar la eficacia de la
administracion de una proteina recombinante mediante un vector de terapia génica que comprende una molécula de
polirribonucleétido o una molécula de ARN, comprendiendo el procedimiento la etapa de reemplazar un nucleétido
de la molécula de polirribonucledtido o molécula de ARN con un nucleétido modificado que contiene un nucledsido
modificado o una pseudouridina, aumentando, de este modo, la eficacia de la administracion de una proteina
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recombinante por un vector de terapia génica.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para aumentar la estabilidad in vivo del vector
de terapia génica que comprende una molécula de polirribonucleétido o molécula de ARN, comprendiendo el
procedimiento la etapa de reemplazar un nucleétido de la molécula de polirribonucleétido o molécula de ARN con un
nucledétido modificado que contiene un nucledsido modificado o una pseudouridina, aumentando, de este modo, la
estabilidad in vivo del vector de terapia génica.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para sintetizar una molécula de ARN
transcrita in vitro que comprende un nucledsido pseudouridina, que comprende poner en contacto una polimerasa
aislada con una mezcla de nucleétidos no modificados y el nucleétido modificado (Ejemplos 5y 10).

En otro ejemplo, los procedimientos de transcripcion in vitro de la presente descripcion utilizan un extracto de una
célula animal. En otro ejemplo, el extracto es de un reticulocito o célula con una eficacia similar de transcripcion in
vitro. En otro ejemplo, el extracto es de cualquier otro tipo de célula conocida en la técnica. Cada posibilidad
representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

Cualquiera de las moléculas de ARN o moléculas de oligorribonucleétidos de la presente descripcion pueden usarse,
en otro ejemplo, en cualquiera de los procedimientos de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente invencién proporciona un procedimiento para potenciar una respuesta inmunitaria a un
antigeno, que comprende administrar el antigeno en combinaciéon con ARN mitocondrial (mt) (Ejemplos 4 y 8).

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para reducir la capacidad de una molécula de
ARN para estimular una célula dendritica (CD), que comprende modificar un nucledsido de la molécula de ARN por
un procedimiento de la presente descripcion (por ejemplo, véase EJEMPLOS).

En otro ejemplo, la CD es una célula CD1. En otro ejemplo, la CD es una célula CD2. En otro ejemplo, la CD es un
subtipo de una célula CD1 o de una célula CD2. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la
presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para reducir la capacidad de una molécula de
ARN para estimular la sefializacion por TLR3, que comprende modificar un nucledsido de la molécula de ARN por un
procedimiento de la presente descripcion. En otro ejemplo, la presente descripcidon proporciona un procedimiento
para reducir la capacidad de una molécula de ARN para estimular la sefializacion por TLR7, que comprende
modificar un nucledsido de la molécula de ARN por un procedimiento de la presente descripcion. En otro ejemplo, la
presente descripcidon proporciona un procedimiento para reducir la capacidad de una molécula de ARN para
estimular la sefializacion por TLR8, que comprende modificar un nucleésido de la molécula de ARN por un
procedimiento de la presente descripcion. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente
descripcion.

En otro ejemplo, todos los enlaces internucledsido o internucledtido en la molécula de ARN, oligorribonucleétido o
polirribonucledtido son fosfodiéster. En otro ejemplo, los enlaces internucledtido son predominantemente
fosfodiéster. En otro ejemplo, la mayoria de los enlaces internucleétido son fosforotioato. En otro ejemplo, la mayoria
de los enlaces internucleétido son fosfodiéster. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente
descripcion.

En ofro ejemplo, el porcentaje de los enlaces internucledtido en la molécula de ARN, oligorribonucledtido o
polirribonucleétido que son fosfodiéster esta por encima del 50%. En otro ejemplo, el porcentaje esta por encima del

10%. En otro ejemplo, el porcentaje esta por encima del 15%. En otro ejemplo, el porcentaje esta por encima del

20%.
30%.
40%.
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En otro ejemplo, un procedimiento de la presente descripcion comprende aumentar el ndmero, porcentaje o
frecuencia de nucledsidos modificados en la molécula de ARN para disminuir la inmunogenicidad o aumentar la
eficacia de la traduccion. Como se proporciona en el presente documento (por ejemplo, véase EJEMPLOS), el
numero de restos modificados en una molécula de ARN, oligorribonucleétido o polirribonucleétido determina, en otro
ejemplo, la magnitud de los efectos observados en la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para introducir una proteina recombinante en
una célula de un sujeto, que comprende poner en contacto el sujeto con una molécula de ARN transcrita in vitro que
codifica la proteina recombinante, comprendiendo la molécula de ARN transcrita in vitro adicionalmente una
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pseudouridina u otro nucledsido modificado, introduciendo, de este modo, una proteina recombinante en una célula
de un sujeto.

En otro ejemplo, la presente descripcién proporciona un procedimiento para disminuir la produccién de TNF-a en
respuesta a un vector de terapia génica en un sujeto, que comprende la etapa de disefiar el vector que contiene una
pseudouridina o una base de nucledsido modificada, disminuyendo, de este modo, la produccién de TNF-a en
respuesta a un vector de terapia génica en un sujeto.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para disminuir la produccién de IL-12 en
respuesta a un vector de terapia génica en un sujeto, que comprende la etapa de disefiar el vector que contiene una
pseudouridina o una base de nucledsido modificada, disminuyendo, de este modo, la producciéon de IL-12 en
respuesta a un vector de terapia génica en un sujeto.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para reducir una inmunogenicidad de un
vector de terapia génica, que comprende introducir un nucledsido modificado en dicho vector de terapia génica,
reduciendo, de este modo, una inmunogenicidad de un vector de terapia génica.

Como se proporciona en el presente documento, los hallazgos de la presente descripcion muestran que la CD
primaria tiene una entidad de sefalizaciéon de ARN adicional que reconoce el ARN modificado con m5C y m6A y
cuya sefalizacion se inhibe por la modificacion de los restos de U.

En otro ejemplo, la ventaja de unas moléculas de ARN, oligorribonucleétido, polirribonucleétido de la presente
descripcion es que el ARN no se incorpora al genoma (a diferencia de los vectores basados en ADN). En otro
ejemplo, una ventaja es que la traduccion del ARN vy, por lo tanto, la aparicion del producto codificado, es
instantanea. En otro ejemplo, una ventaja es que la cantidad de proteina generada a partir del ARNm se puede
regular administrando mas o menos ARN. En otro ejemplo, una ventaja es que la administracion repetida de
pseudouridina purificada u otras moléculas de ARN, oligorribonucleétido o polirribonucledtido no induce una
respuesta inmunitaria, mientras que la administracién repetida de ARN no modificado podria inducir vias de
sefalizacion por sensores de ARN.

En otro ejemplo, una ventaja es carecer de inmunogenicidad, permitiendo la administracién repetida sin generacion
de citocinas inflamatorias. En otro ejemplo, la estabilidad de ARN se incrementa por circularizacién, disminuyendo la
degradacion por exonucleasas.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para tratar a un sujeto con una enfermedad
que comprende una respuesta inmunitaria contra una molécula de ARN propio, que comprende administrar al sujeto
un antagonista de una molécula de TLR-3, tratandose, de este modo, un sujeto con una enfermedad que comprende
una respuesta inmunitaria contra una molécula de ARN propio.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para tratar a un sujeto con una enfermedad
que comprende una respuesta inmunitaria contra una molécula de ARN propio, que comprende administrar al sujeto
un antagonista de una molécula de TLR-7, tratandose, de este modo, un sujeto con una enfermedad que comprende
una respuesta inmunitaria contra una molécula de ARN propio.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un procedimiento para tratar a un sujeto con una enfermedad
que comprende una respuesta inmunitaria contra una molécula de ARN propio, que comprende administrar al sujeto
un antagonista de una molécula de TLR-8, tratandose, de este modo, un sujeto con una enfermedad que comprende
una respuesta inmunitaria contra una molécula de ARN propio.

En otro ejemplo, la enfermedad que comprende una respuesta inmunitaria contra una molécula de ARN propio es
una enfermedad autoinmunitaria. En otro ejemplo, la enfermedad es lupus eritematoso sistémico (LES). En otro
ejemplo, la enfermedad es otra enfermedad conocida en la técnica que comprende una respuesta inmunitaria contra
una molécula de ARN propio. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un kit que comprende un reactivo utilizado en la realizacién de
un procedimiento de la presente descripcion. En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un kit que
comprende una composicion, herramienta o instrumento de la presente descripcion.

En otro ejemplo, la presente descripcion proporciona un kit para medir o estudiar la sefalizacion por un receptor
TLR-3, TLR-7 y TLR-8, tal como se ejemplifica en Ejemplo 7.

En otro ejemplo, un protocolo de tratamiento de la presente descripcion es terapéutico. En otro ejemplo, el protocolo
es profilactico. Cada posibilidad representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

En un ejemplo, la frase "poner en contacto una célula" o "poner en contacto una poblacion" se refiere a un
procedimiento de exposicion, que puede ser directa o indirecta. En un procedimiento, dicho contacto comprende la
inyeccion directa de la célula por cualquier medio bien conocido en la técnica, tal como microinyeccion. En otro
ejemplo, el suministro a la célula es indirecto, tal como a través de la provision en un medio de cultivo que rodea a la
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célula, o la administracion a un sujeto, o a través de cualquier ruta conocida en la técnica. En otro ejemplo, el
término "poner en contacto” significa que la molécula de la presente descripcion se introduce en un sujeto que recibe
un tratamiento y se permite que la molécula entre en contacto con la célula in vivo. Cada posibilidad representa un
ejemplo por separado de la presente descripcion.

Los procedimientos para la cuantificacion de la frecuencia de reticulocitos y para medir la actividad biolégica de EPO
son bien conocidos en la técnica, y se describen, por ejemplo, en Ramos, AS y col (Biological evaluation of
recombinant human erythropoietin in pharmaceutical products. Braz J Med Biol Res 36:1561). Cada procedimiento
representa un ejemplo por separado de la presente descripcion.

Las composiciones de la presente descripcion se pueden administrar, en otro ejemplo, a un sujeto por cualquier
procedimiento conocido por un experto en la materia, tal como via parenteral, paracancerosa, intramucosa,
transdérmica, intramuscular, intravenosa, intradérmica, subcutanea, intraperitoneal, intraventricular, intracraneal,
intravaginal o intratumoral.

En otro ejemplo de procedimientos y composiciones de la presente descripcion, las composiciones se administran
por via oral y se formulan, por lo tanto, en una forma adecuada para administracion oral, es decir, como una
preparacion solida o liquida. Las formulaciones solidas adecuadas incluyen comprimidos, capsulas, pildoras,
granulos, pellets y similares. Las formulaciones liquidas adecuadas incluyen soluciones, suspensiones, dispersiones,
emulsiones, aceites y similares. En otro ejemplo de la presente descripcion, el principio activo se formula en una
capsula. De acuerdo con este ejemplo, las composiciones de la presente descripcién comprenden, ademas del
compuesto activo y el portador o diluyente inerte, una capsula de gelatina dura.

En otros ejemplos, las composiciones farmacéuticas se administran por inyeccién intravenosa, intraarterial o
intramuscular de una preparacion liquida. Las formulaciones liquidas adecuadas incluyen soluciones, suspensiones,
dispersiones, emulsiones, aceites y similares. En otro ejemplo, las composiciones farmacéuticas se administran por
via intravenosa y se formulan, por lo tanto, en una forma adecuada para administracion intravenosa. En otro
ejemplo, las composiciones farmacéuticas se administran por via intraarterial y se formulan, por lo tanto, en una
forma adecuada para administracion intraarterial. En otro ejemplo, las composiciones farmacéuticas se administran
por via intramuscular y se formulan, por lo tanto, en una forma adecuada para administracion intramuscular.

En otro ejemplo, las composiciones farmacéuticas se administran por via tdpica a las superficies del cuerpo y se
formulan, por lo tanto, en una forma adecuada para administracién tépica. Las formulaciones topicas adecuadas
incluyen soluciones, pomadas, cremas, lociones, gotas y similares. Para administracion topica, las composiciones o
sus derivados fisioldgicamente tolerados se preparan y se aplican como soluciones, suspensiones o emulsiones en
un diluyente fisiolégicamente aceptable con o sin un portador farmacéutico.

En otro ejemplo, la composicion se administra como un supositorio, por ejemplo, un supositorio rectal o un
supositorio uretral. En otro ejemplo, la composicién farmacéutica se administra por implantacion subcutanea de un
pellet. En otro ejemplo, el pellet proporciona una liberacion controlada del agente durante un periodo de tiempo.

En otro ejemplo, el compuesto activo se suministra en una vesicula, por ejemplo, un liposoma (véase Langer,
Science 249: 1527-1533 (1990); Treat y col., en Liposomes in the Therapy of infectious Disease and Cancer, Lopez-
Berestein y Fidler (eds.), Liss, Nueva York, pags. 353-365 (1989); Lopez-Berestein, ibid., pags. 317-327; véase en
general ibid).

Como se usa en el presente documento, los “diluyentes o portadores farmacéuticamente aceptables” son bien
conocidos para aquellos expertos en la materia. El portador o diluyente puede ser, en diversas realizaciones, un
portador o diluyente sdlido para formulaciones solidas, un portador o diluyente liquido para formulaciones liquidas, o
mezclas de los mismos.

En otro ejemplo, los portadores/diluyentes sodlidos incluyen, aunque sin limitacién, una goma, un almidén (por
ejemplo, almidén de maiz, almidoén gelatinizado), un azuicar (por ejemplo, lactosa, manitol, sacarosa o dextrosa), un
material celuldsico (por ejemplo, celulosa microcristalina), un acrilato (por ejemplo, polimetilacrilato), carbonato
calcico, 6xido de magnesio, talco o mezclas de los mismos.

En otros ejemplos, los portadores farmacéuticamente aceptables para formulaciones liquidas pueden ser soluciones
acuosas O no acuosas, suspensiones, emulsiones o aceites. Los ejemplos de solventes no acuosos son
propilenglicol, polietilenglicol y ésteres organicos inyectables tales como etiloleato. Los portadores acuosos incluyen
agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo medios salinos y tamponados. Son
ejemplos de aceites los procedentes del petroleo, de origen animal, vegetal o sintético, por ejemplo, aceite de
cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de oliva, aceite de girasol y aceite de higado de pescado.

Los vehiculos parenterales (para inyecciéon subcutanea, intravenosa, intraarterial o intramuscular) incluyen solucion
de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, lactato de Ringer y aceites fijos. Los vehiculos
intravenosos incluyen reabastecedores de liquidos y nutrientes, reabastecedores de electrolitos tales como los
basados en dextrosa de Ringer y similares. Son ejemplos liquidos estériles tales como agua y aceites, con o sin
adicién de un tensioactivo y otros adyuvantes farmacéuticamente aceptables. En general, son portadores liquidos
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preferidos agua, solucidon salina, soluciones acuosas de dextrosa y azUcares relacionados y glicoles tal como
propilenglicol o polietilenglicol, particularmente para soluciones inyectables. Son ejemplos de aceites los procedentes
del petrdleo, de origen animal, vegetal o sintético, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral,
aceite de oliva, aceite de girasol y aceite de higado de pescado.

En otro ejemplo, las composiciones ademas comprenden aglutinantes (por ejemplo, goma arabiga, almidén de maiz,
gelatina, carbomero, etilcelulosa, goma guar, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetil celulosa, povidona), agentes
disgregantes (por ejemplo, almidéon de maiz, almidén de patata, acido alginico, diéxido de silicio, croscarmelosa
sddica, crospovidona, goma guar, almidon glicolato de sodio ), tampones (por ejemplo, Tris-HCI., acetato, fosfato) de
varios pH y fuerza idnica, aditivos tales como albimina o gelatina para prevenir la absorciéon por superficies,
detergentes (por ejemplo, Tween 20, Tween 80, Pluronic F68, sales de acidos biliares), inhibidores de proteasa,
tensioactivos (por ejemplo, laurilsulfato soédico), potenciadores de permeabilidad, agentes solubilizantes (por
ejemplo, glicerol, polietilenglicerol), antioxidantes (por ejemplo, acido ascoérbico, metabisulfito sddico, hidroxianisol
butilado), estabilizantes (por ejemplo, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa), agentes que aumentan la
viscosidad (por ejemplo, carbdmero, didxido de silicio coloidal, etilcelulosa, goma guar), edulcorantes (por ejemplo,
aspartamo, acido citrico), conservantes (por ejemplo, Timerosal, alcohol bencilico, parabenos), lubricantes (por
ejemplo, acido estearico, estearato de magnesio, polietilenglicol, laurilsulfato sédico), coadyuvantes de fluidez (por
ejemplo, diéxido de silicio coloidal), plastificantes (por ejemplo, dietil fatalato, trietil citrato), emulsionantes (por
ejemplo, carbomero, hidroxipropilcelulosa, laurilsulfato sédico), revestimientos de polimeros (por ejemplo,
poloxameros o poloxaminas), agentes de formacion de revestimiento y pelicula (por ejemplo, etilcelulosa, acrilatos,
polimetacrilatos) y/o adyuvantes. Cada uno de los excipientes anteriores representa un ejemplo por separado de la
presente descripcion.

En otro ejemplo, las composiciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento son composiciones de
liberacién controlada, es decir, composiciones en las que el compuesto se libera durante un periodo de tiempo
después de la administracion 15. Las composiciones de liberacion controlada o sostenida incluyen formulacion en
depdsitos lipofilos (por ejemplo, acidos grasos, ceras, aceites). En otro ejemplo, la composicidon es una composicion
de liberacién inmediata, es decir, una composicién en la que el compuesto entero se libera inmediatamente después
de la administracion.

En otro ejemplo, las moléculas de la presente invenciéon se modifican por unidon covalente de polimeros solubles en
agua tales como polietilenglicol, copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano,
alcohol de polivinilo, polivinilpirrolidona o poliprolina. Se sabe que los compuestos modificados presentan semividas
sustancialmente mas largas en la sangre después de la inyeccion intravenosa que los compuestos no modificados
correspondientes (Abuchowski y col., 1981; Newmark y col., 1982; y Katre y col., 1987). Tales modificaciones
también incrementan, en otra realizacion, la solubilidad de los compuestos en disoluciéon acuosa, eliminan la
agregacion, potencian la estabilidad fisica y quimica del compuesto y reducen en gran medida la inmunogenicidad y
reactividad del compuesto. Como resultado, la actividad bioldgica in vivo deseada se puede conseguir por la
administracion de tales abducciones de compuestos poliméricos con menos frecuencia o en dosis mas bajas que
con el compuesto no modificado.

Un principio activo, en otro ejemplo, se formula en la composicion como formas de sal farmacéuticamente
aceptables neutralizadas. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de adicién de acido (por ejemplo,
formadas con los grupos amino libres de una molécula de polipéptido o anticuerpo), que se forman con acidos
inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acético, oxalico,
tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también pueden derivar de bases
inorganicas tales como, por ejemplo, sodio, potasio, amonio, calcio, hidroxidos de hierro y bases organicas tales
como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaina y similares.

Cada uno de los aditivos anteriores, excipientes, formulaciones y procedimientos representan un ejemplo por
separado de la presente descripcion.

Ejemplos

En los Ejemplos proporcionados a continuacién se emplearon los siguientes protocolos experimentales, salvo que se
indique lo contrario.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS PARA LOS EJEMPLOS 1-3

Cultivo celular. Se cultivaron células de fibroblastos 1079 humanos de prepucio de recién nacido (n.° de Cat CRL-
2097, ATCC, Manassas, VA) y células IMR90 humanas (n.° de Cat CCL-186, ATCC) en un Medio MEM Avanzado
(Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (FBS, Hyclone
Laboratories, Logan, LIT), Glutamax 2 mM (Invitrogen), B-mercaptoetanol 0,1 mM (Sigma, St. Louis, MO), y
Penicilina/Estreptomicina (Invitrogen). Todas las células se cultivaron a 37°C y CO, al 5%. En algunos experimentos,
las células iPS humanas que se indujeron utilizando los procedimientos descritos en el presente documento se
mantuvieron en fibroblastos embrionarios de raton irradiados (MEF) (R&D Systems, Minneapolis, MN) en placas de
10 cm pre-recubiertas con gelatina al 0,1% (Millipore, Phillipsburg, NJ) en un medio DMEM/F12 suplementado con
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sustituto de suero KnockOut 20%, L-glutamina 0,1 mM (todo de Invitrogen), B-mercaptoetanol 0,1 mM (Sigma) y 100
ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos basico (Invitrogen). En algunos experimentos, las células iPS humanas
que se indujeron utilizando los procedimientos descritos en el presente documento se mantuvieron en medio
condicionado por MEF que se habia recolectado como se describe previamente (Xu y col. 2001).

Construcciones de Vectores. Los ADNc para los marcos de lectura abiertos (ORF) o KLF4, LIN28, NANOG y OCT4
se amplificaron por PCR a partir de clones de ADNc (Open Biosystems, Huntsville, AL), se clonaron en un vector
plasmidico cadena abajo de un promotor de ARN polimerasa de T7 (Mackie 1988, Studier y Moffatt 1986) (por
ejemplo, diversos pBluescript™, Agilent, La Jolla, CA o pGEM™, Promega, Madison, WI, vectores) y se
secuenciaron. EI ORF de SOX2 se amplificé por PCR a partir de un clon de ADNc (Invitrogen) y el ORF de c-MYC se
aislé por RT-PCR a partir del ARN total de células HelLa. Los ORF tanto de SOX2 como de c-MYC también se
clonaron en un vector plasmidico cadena abajo de un promotor de ARN polimerasa de T7 y se secuenciaron.

Otros vectores plasmidicos alternativos que contienen marcos de lectura abiertos humanos de (KLF4, LIN28, c-MYC,
NANOG, OCT4 y SOX2) se clonaron en pBluescriptll. Estos vectores pBluescriptll se construyeron ligando los
marcos de lectura abiertos anteriores en los sitios ECoORV (cMyc) o EcoRV/Spel (KLF4, LIN28, NANOG, OCT4 y
SOX2) entre las regiones no traducidas de beta globina de Xenopus laevis 5'y 3’ (Krieg y Melton 1984).

Produccién de ARNm. Las construcciones de plasmidos que contienen el promotor de la ARN polimerasa de T7
(pT7-KLF4, pT7-LIN28, pT7-c-MYC, PT7-OCT4, pT7-SOX2, o pT7-XBg-KLF4, pT7-XBg-LIN28, pT7-XBg-c-MYC,
pT7-XBg-OCT4, y T7-XBg-SOX2) se linealizaron con BamHI y pT7-NANOG y pT7-XBg-NANOG se linealizaron con
Xba I. El sistema de produccion de ARNm mSCRIPT™ (EPICENTRE o CellScript, Madison, WI, USA) se utilizo para
producir ARNm con estructura 5 Cap1 y una cola de poli(A) 3' (por ejemplo, con aproximadamente 150 restos A),
con la excepcion de que se utilizd pseudouridina-5'-trifosfato (TRILINK, San Diego, CA) en lugar de uridina-5'-
trifosfato en las reacciones de transcripcion in vitro de la ARN polimerasa de T7.

Purificacion y Andlisis de ARNm. En algunas realizaciones experimentales, el ARNm se purifico por HPLC, las
fracciones de columna se recolectaron y las fracciones de ARNm se analizaron con respecto a su pureza e
inmunogenicidad como se describe en “Materiales y Procedimientos para los Ejemplos 35-38” y/o como se describe
y se muestra en las figuras 22-24. En algunas realizaciones experimentales, se usaron preparaciones de ARN
purificado que comprenden o consisten en ARNm que codifican uno o mas factores de reprogramacion que
presentaron poca o ninguna inmunogenicidad para los experimentos de reprogramacion de células somaticas en
células iPS.

Reprogramacion _de Células Somaticas Humanas _en MEF. Se sembraron fibroblastos 1079 con 1 x 10°
células/pocillo en una placa de 6 pocillos pre-recubierta con gelatina 0,1% (Millipore) y se cultivaron durante la
noche. Los fibroblastos 1079 se transfectaron con cantidades equivalentes de ARNm de cada factor de
reprogramacion (KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2) utilizando reactivos de transfeccion de ARNm
TransIT (MirusBio, Madison, WI). Se llevaron a cabo un total de tres transfecciones, llevandose a cabo una
transfeccion cada dos dias, con cambios de medios el dia después de la primera y segunda transfeccion. El dia
después de la tercera transfeccion, se tripsinizaron las células y se sembraron 3,3 x 10° células en medio 1079 sobre
una placa de 10 cm prerrecubierta con gelatina 0,1% sembrada con 7,5 x 10 MEF el dia anterior. El dia después de
sembrar los fibroblastos 1079 transfectados en MEF, el medio se cambié a medio de células iPS. El medio de
células iPS se cambié cada dia. Ocho dias después de sembrar las células transfectadas en MEF, se utilizé un
medio condicionado por MEF. El medio condicionado por MEF se recolecté como se describe previamente (Xu y col.
2001). Las placas se cribaron todos los dias para determinar la presencia de colonias con una morfologia iPS
usando un microscopio invertido.

Se utilizaron también protocolos alternativos de reprogramacion de fibroblastos 1079 e IMR90 en MEF. Los MEF se
sembraron con 1,25 x 10° células/pocillo en una placa de 6 pocillos pre-recubierta con gelatina al 0,1% (Millipore) y
se incubaron durante la noche en medios de fibroblastos completos. Los fibroblastos 1079 o IMR90 se sembraron
con 3 x 10* células/pocillo en una placa de siembra de 6 pocillos con MEF el dia anterior y se cultivaron durante la
noche a 37 °C/5%CO,. A continuacion, se utilizé el Kit mScript para generar un ARNm Cap1/poliadenilado de los
siguientes vectores (pT7-XPg-KLF4, pT7-XBg-LIN28, pT7-XBg-c-MYC, pT7-XBg-NANOG, pT7-XBg-OCT4 y pT7-
XBg-SOX2) para su uso en estas transfecciones diarias. Se diluyeron los seis ARNm de reprogramacion en 100
ng/ul de cada ARNm. Se agregd igual molaridad de cada ARNm conjuntamente usando los siguientes factores de
conversion (OCT4 se establece en 1y todos los demas ARNm se multiplican por estos factores de conversion para
obtener la misma molaridad en cada mezcla de ARNm). KLF=1,32, LIN28=0,58, c-MYC=1,26, NANOG=0,85,
OCT4=1 y SOX2=0,88. Para obtener la misma molaridad de cada factor se agregarian conjuntamente 132 ul de
ARNmM de KLF4, 58 pl de LIN28, 126 pl de c-MYC, 85 pl de NANOG, 100 pl de OCT4 y 88 pl de SOX2 (cada uno a
100 ng/ul). Una dosis total de 600 pg para transfecciones significaria que se usaron 100 ng (utilizando las
conversiones de molaridad anteriores) de cada uno de los seis ARNm de reprogramacion. El reactivo de transfeccion
de ARNm TransIT se utilizd para transfectar estas dosis de ARNm. Para todas las transfecciones, Se anadieron
grupos de ARNm a 250 pl de medios DMEM/F12 sin aditivos o medios MEM Avanzado sin aditivos. Se afiadieron 5
pl de reactivo de refuerzo de ARNm y 5 pl de reactivo de transfeccion TransIT a cada tubo y se incubaron a
temperatura ambiente durante dos minutos antes de afiadir la mezcla de transfeccién a 2,5 ml de medios MEM
Avanzado con FBS al 10% + 100 ng/ml de hFGFb o medios iPS que contienen 100 ng/ml de hFGFb. Se repitieron
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las transfecciones cada dia durante 10-16 dias. Los medios se cambiaron 4 horas después de cada transfeccion. En
algunos experimentos, se tripsinizaron y resembraron las células en una nueva placa MEF entre 5-8 dias después
de la transfeccion inicial. Se dividieron las células 1079 a 1/6 o 1/12 en nuevas placas MEF mientras que las células
IMRO0 se dividieron a 1/3 o 1/6 en nuevas placas MEF.

Reprogramacion de Células Somaticas Humanas en Medio Condicionado por MEF. Los fibroblastos 1079 o IMR90
se sembraron con 3 x 10° células por placa de 10 cm pre-recubierta con gelatina 0,1% (Millipore) y se cultivaron
durante la noche. Los fibroblastos 1079 o IMR90 se transfectaron con cantidades equivalentes de ARNm de factor
de reprogramacion (KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2) utilizando reactivos de transfeccion de ARNm
TransIT (MirusBio, Madison, WI). Para cada transfeccion, se utilizaron 6 ug, 18 ug o 36 pug de cada ARNm de
reprogramacion (KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2) por placa de 10 cm. Se llevaron a cabo un total de
tres transfecciones, realizandose una transfeccién cada dos dias cambiando el medio el dia después de cada una de
las primeras y segundas transfecciones. Todas las transfecciones se llevaron a cabo en un medio condicionado por
MEF. El dia después de la tercera transfeccion, se tripsinizaron las células y se sembraron con 3 x 10° células en
nuevas placas de 10 cm pre-recubiertas con gelatina al 0,1% (Millipore). Las células se cultivaron en un medio
condicionado por MEF durante la duracién del experimento.

Se llevaron a cabo también transfecciones diarias de ARNm similares a las descritas en la seccién anterior, con la
Unica diferencia de que los MEF no se usaron como capas alimentadoras, solo se usé medio condicionado por MEF.

Inmunofluorescencia. Las placas de células 1079 o de células iPS derivadas de 1079 se lavaron con PBS vy se fijaron
en paraformaldehido al 4% en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las células iPS se lavaron, a
continuacioén, 3 veces durante 5 minutos cada lavado con PBS seguido de tres lavados en PBS + Tritén X-100 al
0,1%. Las células iPS se bloquearon a continuacién en tampoén de bloqueo (PBS + Tritén al 0,1%, FBS 2% y BSA
1%) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las células se incubaron a continuacién durante 2 horas a temperatura
ambiente con el anticuerpo primario (de ratéon anti-OCT4 humano n.° de Cat sc-5279, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), (de conejo anti-NANOG humano n.° de Cat 3580, de conejo anti-KLF4 humano n.° de Cat 4038, de
raton anti-LIN28 humano n.° de Cat 5930, de conejo anti-c-MYC humano n.° de Cat 5605, de conejo anti-SOX2
humano n.° de Cat 3579 y de ratén anti-TRA-1-60, todos de Cell Signaling Technology, Beverly, MA) a una dilucion
1:500 en tampdn de bloqueo. Después de lavar 5 veces en PBS + Triton X-100 al 0,1%, las células iPS se incubaron
durante 2 horas con el anticuerpo Alexa Fluor 488 anti-conejo (n.° de Cat 4412, Cell Signaling Technology),
secundario anti-raton FITC (n.° de Cat F5262, Sigma) o un anti-ratéon Alexa Fluor 555 (n.° de Cat 4409, Cell Signaling
Technology) a diluciones 1:1000 en tampén de bloqueo. Las imagenes se tomaron con un microscopio invertido
Nikon TS100F (Nikon, Tokio, Japdn) con una camara digital monocromatica de 2 megapixeles (Nikon) que utiliza
software de elementos NIS (Nikon).

Ejemplo 1

Este ejemplo describe pruebas para determinar si las transfecciones con ARNm que codifica KLF4, LIN28, c-MYC,
NANOG, OCT4 y SOX2) dieron como resultado la expresion y la localizacién subcelular adecuada de cada producto
proteico respectivo en fibroblastos 1079 de prepucio fetal de recién nacido. Los ARNm utilizados en los
experimentos se realizaron con pseudouridina-5'-trifosfato en sustitucion de uridina-5'-trifosfato (Kariko y col., 2008).
Los fibroblastos 1079 se transfectaron con 4 ug de cada ARNm por pocillo de una placa de 6 pocillos y el analisis de
inmunofluorescencia se realizd 24 horas después de la transfeccion. Los niveles enddgenos de proteina KLF4,
LIN28, NANOG, OCT4 y SOX2 fueron indetectables por inmunofluorescencia en células 1079 no transfectadas (Fig.
1: B, F, N, R, V). Los niveles endégenos de c-MYC fueron relativamente altos en células 1079 no transfectadas (Fig.
1J). Las transfecciones con ARNm que codifica los factores de transcripcion, KLF4, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2
dieron como resultado la localizaciéon principalmente nuclear de cada proteina 24 horas después de las
transfecciones de ARNm (Figura 1: D, L, P, T, X). La proteina de unién a ARNm citoplasmatica, LIN28, se localiz6 en
el citoplasma (Fig. 1: H).

Ejemplo 2

Habiendo demostrado la transfeccion eficaz del ARNm vy la localizacion subcelular apropiada de las proteinas de
reprogramacion, este ejemplo describe el desarrollo de un protocolo para la generacion de células iPS a partir de
fibroblastos somaticos. Se transfectaron cantidades iguales (en peso) de ARNm de KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG,
OCT4 y SOX2 en fibroblastos 1079 tres veces (una vez cada dos dias). El dia después de la tercera transfeccion, se
sembraron las células en células alimentadoras MEF irradiadas y se incubaron en medio de células iPS. Seis dias
después de sembrar los fibroblastos 1079 sobre los MEF irradiados, se hicieron aparentes dos colonias de células
iPS putativas en la placa de 10 cm transfectada con 3 uyg de ARNm de cada factor de reprogramacion (KLF4, LIN28,
c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2). Las colonias se dejaron crecer hasta 12 dias después de la ultima transfeccion
antes de que se fijaran para el analisis de inmunofluorescencia. El marcador NANOG especifico de la masa celular
interna se usa a menudo para analizar si las colonias de células iPS son realmente colonias de iPS (Gonzalez y col.,
2009, Huangfu y col., 2008). La expresion de NANOG que surge de los ARNm que se transfectaron 12 dias antes
seria despreciable basandose en los informes previos sobre la duracion de la estabilidad y expresion del ARNm
(Kariko y col., 2008). La tincion para NANOG mostro que las dos colonias de células iPS eran NANOG positivas (Fig.
2 B, D, y no se muestran). Los fibroblastos circundantes que no formaban parte de la colonia de células iPS eran
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NANOG negativos, lo que sugiere que no se reprogramaron en células iPS.

En un experimento posterior usando el mismo protocolo, tanto fibroblastos 1079 como fibroblastos humanos IMR90
se transfectaron con los mismos ARNm de reprogramacion. Se detectaron colonias multiples tan pronto como 4 dias
después de sembrar las células transfectadas en MEF irradiados. Cuando se usaron 6 ug de cada ARNm (KLF4,
LIN28, C-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2) en transfecciones en placas de 6 pocillos, se detectaron mas tarde 3
colonias de células iPS putativas en ambas lineas celulares después de la siembra en MEF en placas de 10 cm
(Figura 3). Ademas de analizar estas colonias para la expresion de NANOG, también se usé TRA-1-60, un marcador
mas riguroso de células iPS completamente reprogramadas (Chan y col.,, 2009) para el analisis de
inmunofluorescencia. Las colonias de iPS generadas a partir de fibroblastos 1079 (Fig. 3 A-F) y de fibroblastos
IMR90 (Fig. 3 G-I) fueron positivas tanto para NANOG como para TRA-1-60, indicando que estas colonias son
colonias de células iPS tipo Il totalmente reprogramadas. Este protocolo que comprende tres transfecciones de
ARNmM que codifica los seis factores de reprogramacion y su siembra a continuacion en células alimentadoras MEF
dio como resultado una eficacia de reprogramacion similar (3-6 colonias de iPS por 1 x 10° células de entrada) como
se informo previamente por protocolos que comprenden la administracion de los mismos factores de reprogramacion
por transfeccion de un plasmido de expresion (Aoi y col., 2008).

Ejemplo 3

Este ejemplo describe intentos para mejorar la eficacia de la reprogramacion de células diferenciadas usando
ARNm. En un enfoque, se utilizé un protocolo que comprendia la transfeccién de fibroblastos 1079 o IMR90 tres
veces (una vez cada dos dias) con los ARNm que codifican los seis factores de reprogramacion en medio
condicionado por MEF en lugar de medio fibroblastico y a continuacion el cultivo de los fibroblastos 1079 tratados en
medio condicionado por MEF en lugar de su siembra en una capa alimentadora MEF después de los tratamientos.
En la dosis de transfeccion mas alta utilizada (36 pg de cada factor de reprogramacién por placa de 10 cm), Se
detectaron 208 colonias de células iPS tres dias después de la transfeccion final (Figura A-F). Curiosamente, no se
detectaron colonias de células iPS en las placas transfectadas con 6 o 18 pug de cada uno de los factores de
reprogramacion a los 3 dias, sugiriendo que era importante una dosis superior a 18 ug, en estas condiciones, para
que se produjera la formacién de colonias de células iPS al cabo de 3 dias en medio condicionado por MEF. Las
células IMR90 mostraron un ndmero aun mayor de colonias de células iPS, con alrededor de 200 colonias 8 dias
después de la ultima transfeccion en la placa transfectada con tres dosis de 6 pug de cada uno de los seis ARNm del
factor de reprogramacion y mas de 1000 colonias en células IMR90 transfectadas tres veces con dosis de 18 ug o
36 pg de cada uno de los seis ARNm de reprogramacion (Figura 4 G-l). Las colonias fueron visibles 3 dias después
de la transfeccion final en células 1079, mientras que las colonias solo se hicieron visibles 6-7 dias después de la
transfeccion final en las células IMR90. Por lo tanto, las colonias mas maduras derivadas de las células 1079 eran
mas grandes y mas densas y mas oscuras en las imagenes de campo brillante en comparacion con las colonias
IMR90 (Figura 4). Todas las colonias en la placa 1079 transfectadas tres veces con 36 ug de cada ARNm de
reprogramacion fueron positivas tanto para NANOG como para TRA-1-60 8 dias después de la transfeccion final del
ARNm (Figura 5 A-l). Todas las colonias de iPS de las IMP90 mas inmaduras también fueron positivas tanto para
NANOG como para TRA-1-60 (Figura 5 J-O), pero mostraron una tinciéon menos fuerte para ambos marcadores
debido a su naturaleza celular menos densa en comparacion con las colonias 1079 mas maduras (Figura 5 A-l). El
presente protocolo que comprende la administracion de los ARNm en células 1079 o IMR90 en medio condicionado
por MEF tenia una eficacia de reprogramacion de 200 a mas de 1000 colonias por 3 x 10° células de entrada. Este
protocolo para inducir células iPS fue mas rapido y casi 2-3 6rdenes de magnitud mas eficaz que los protocolos
publicados que comprenden la transfeccion de fibroblastos con plasmidos de ADN que codifican estos mismos seis
factores de reprogramacion en medio fibroblastico (Aoi y col., 2008). Aun mas, este protocolo fue mas de 7-40 veces
mas eficaz que el protocolo publicado que comprende la administracion de factores de reprogramacion con
lentivirus, basandose en los datos publicados sobre el suministro lentiviral de factores de reprogramacion en
fibroblastos 1079 de recién nacido, lo que dio como resultado aproximadamente 57 colonias de células iPS por 6 x
105 células de entrada (Aoi y col. 2008). Este protocolo también es mucho mas rapido que los procedimientos
publicados.

Ejemplo 4

LAS MOLECULAS DE ARN QUE SE PRODUCEN NATURALMENTE MUESTRAN HABILIDADES
DIFERENCIALES PARA ACTIVAR CELULAS DENDRITICAS MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS
EXPERIMENTALES

Plasmidos y Reactivos

Los plasmidos pT7T3D-MART-1 y pUNO-hTLR3 se obtuvieron a partir de ATCC (Manassas, VA) e InvivoGen (San
Diego, CA), respectivamente. El pTEVIuc se obtuvo a partir de Dr Daniel Gallie (UC Riverside), contiene pT7-TEV (la
secuencia lider del ARN genémico del virus del grabado del tabaco)-luciferasa-A50, y se describe en Gallie, DR y
col, 1995. El lider 5 del virus del grabado del tabaco y la cola de poli(A) son reguladores de la traduccion
funcionalmente sinérgicos. Gene 165:233) pSVren se genero a partir de p2luc (Grentzmann G, Ingram JA, y col., A
dual-luciferase reporter system for studying recoding signals. RNA 1998;4(4): 479-86) mediante eliminacién de la
secuencia codificante para luciferasa de luciérnaga con digestiones BamHI y Notl, relleno terminal y religacion.
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El ARNip especifico de TLR3 humano, pTLR3-sh se construy6d por insercion de ODN sintético que codifica ARNhc
de 20 nucleodtidos de longitud con homologia con TLR3 humano (nt 703-722, registro: NM_003265) en el plasmido
pSilencer 4.1-CMV-neo (Ambion, Austin, TX). pCMV-hTLR3 se obtuvo clonando primero el producto de PCR
especifico de hTLR3 (nt 80-2887; Registro NM_003265) en pCRII-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA), a continuacion,
se liberd con corte por Nhe I-Hind 11l y subclonacion en los sitios correspondientes de pcDNA3.1 (Invitrogen). LPS se
obtuvo (E. coli 055:B5) de Sigma Chemical Co, St. Louis, MO. CpG ODN2006 y R-848 se obtuvieron de InvivoGen.

Células y cultivo celular

Se propagaron células embrionarias de rifidn humano 293 (ATCC) en DMEM suplementado con glutamina
(Invitrogen) y FCS al 10% (Hyclone, Ogden, UT) (medio completo). En todos los casos en el presente documento,
"células 293" se refiere a células embrionarias de rifion humano 293 (HEK). La linea celular 293-hTLR3 se genero
por transformacion de células 293 con pUNO-hTLR3. Las lineas celulares 293-hTLR7, 293-hTLR8 y 293-hTLR9
(InvivoGen) se cultivaron en medio completo suplementado con blasticidina (10 pg/ml) (Invivogen). Las lineas
celulares 293-ELAM-luc y TLR7-293 (M. Lamphier, Eisai Research Institute, Andover MA) y las células TLR3-293 se
cultivaron como se describe (Kariko y col., 2004, mRNA is an endogenous ligand for Toll-like receptor 3. J Biol Chem
279: 12542-12550). Las lineas celulares 293, 293-hTLR7 y 293-hTLR8 se transfectaron de manera estable con
pTLR3-sh y se seleccionaron con G-418 (400 ug/ml) (Invitrogen). Se cribaron las colonias neorresistentes y solo
aquellas que no expresaban TLR3, determinadas como colonias con ausencia de respuesta de inicio de secrecion
de IL-8 a poli(l): ( C), se usaron en estudios adicionales. Se obtuvieron muestras por leucoféresis de voluntarios no
infectados por VIH a través de un protocolo aprobado por IRB.

Generacion de CD murinas

Se generaron CD murinas por recoleccion de células de médula ésea de la tibia y fémures de ratones C57BL/6 de 6-
8 semanas de edad y lisis de los globulos rojos de la sangre. Se sembraron las células en placas de 6 pocillos a 108
células/pocillo en 2 ml de DMEM + FCS al 10% y 20 ng/ml de muGM-CSF (R & D Systems). El dia 3, se afiadieron 2
ml de medio fresco con muGM-CSF. El dia 6 se recolectaron 2 ml de medio/pocillo y las células se sedimentaron y
resuspendieron en medio fresco con muGM-CSF. El dia 7 del cultivo, se recogieron y lavaron las CDmu.

ARN Natural

Se aislaron mitocondrias de plaquetas obtenidas del Banco de Sangre de la Universidad de Pensilvania utilizando un
procedimiento de lisis con fraccionamiento. (Mitochondria isolation kit; Pierce, Rockford, IL). Se aislé6 ARN de las
mitocondrias purificadas y de las fracciones citoplasmaticas y nucleares de células 293, células 293 no fraccionadas,
higado de rata, linea de células de raton TUBO y cadena DH5alfa de E. coli de Master Blaster® (BioRad, Hercules,
CA). Se compraron ARNt bovino, ARNt de trigo, ARNt de levadura, ARNt de E. coli, poli(A) + ARNm de corazén de
raton y poli(1):(C) de Sigma, todo el ARN de bazo humano y ARN de E. coli se compraron en Ambion. Los
oligorribonucleoétidos-5-monofosfato se sintetizaron quimicamente (Dharmacon, Lafayette, CO).

Se incubaron muestras de alicuotas de ARN en presencia de nucleasa Benzonase (1 U por 5 pyl de ARN a 1
microgramo por microlitro (ug/ul) durante 1 h) (Novagen, Madison, WI). Se digirieron alicuotas de ARN-730 con
fosfatasa alcalina (New England Biolabs). Las muestras de ARN se analizaron por agarosa desnaturalizante o
electroforesis en gel de poliacrilamida para garantizar la calidad. Los ensayos para LPS en preparaciones de ARN
que utilizan el analisis de Lisado de Amebocitos de Limulus de coagulo de gel fueron negativos con una sensibilidad
de 3 picogramos por mililitro (pg/ml) (University of Pennsylvania, Core Facility).

Anadlisis de HPLC

Se separaron y visualizaron nucledsidos monofosfato a través de HPLC. Para liberar nucledsidos 3' monofosfato
libres, se digirieron 5 pug de alicuotas de ARN con 0,1 U de RNasa T2 (Invitrogen) en 10 pyl de NaOAc 50 mM y
tampon EDTA 2 mM (pH 4,5) durante la noche, a continuacion, las muestras se inyectaron en una HPLC Agilent
1100 utilizando a una columna Waters Symmetry C 18 (Waters, Milford, MA). A una velocidad de flujo de 1 ml/min,
se realiz6 un gradiente desde tampon A al 100% (KH2PO4 30 mM vy fosfato de tetraetilamonio 10 mM [PicA reagent,
Waters], pH 6,0) hasta tampon B al 30% (acetonitrilo) durante 60 minutos. Los nucleétidos se detectaron utilizando
una matriz de fotodiodos a 254 nm. Las identidades se verificaron por tiempos de retencion y espectros.

Ensayos de célula dendritica

Se trataron células dendriticas en placas de 96 pocillos (aproximadamente 1,1 X 10° células/pocillo) con R-848,
Lipofectin® o Lipofectin®-ARN durante 1 h, a continuacion, se cambioé el medio. Al cabo de 8 h (salvo que se indique
lo contrario), las células se recogieron para aislamiento de ARN o para citometria de flujo, mientras que el medio del
cultivo recolectado se sometié a ELISA para citocinas. Los niveles de IL-12 (p70) (BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, CA), IFN-a, TNF-a, y IL-8 (Biosource International, Camarillo, CA) se midieron en sobrenadantes por ELISA
tipo sandwich. Los cultivos se llevaron a cabo por triplicado o cuadruplicado y se midieron por duplicado.

41



10

15

20

25

30

35

ES 2769 129 T3

Analisis por transferencia Northern

El ARN se aislé a partir de MDDC después de una incubaciéon de 8 h después del tratamiento como se describe
anteriormente. Cuando se indicd, las células se trataron con 2,5 ug/ml de cicloheximida (Sigma) 30 minutos antes de
la estimulacion y a lo largo de toda la duracion de la incubacion. Las muestras de ARN se procesaron y analizaron
en transferencias Northern como se describe (Kariko y col, 2004, ibid) usando sondas de TNF-a y GAPDH humanas
derivadas de plasmidos (pE4 y pHcGAP, respectivamente) obtenidos de ATCC.

RESULTADOS

Para determinar el potencial inmunoestimulador de diferentes subtipos de ARN celular, se aisl6 ARN de diferentes
compartimentos subcelulares - es decir, citoplasma, nucleo y mitocondria. Estas fracciones de ARN, asi como el
ARN total, ARNt y ARNm seleccionado por cola de poliA, todos procedentes de mamifero, se complejaron con
Lipofectin® y se afiadieron a MDDC. Mientras que el ARN de mamifero total, nuclear y citoplasmatico estimularon
MDDC, como se evidencia por la secrecion detectable de TNF-a, los niveles de TNF-a fueron mucho menores que
los inducidos por ARNm sintetizado in vitro (Figura 6). Ademas, el ARNt de mamifero no indujo ningin nivel
detectable de TNF-a, mientras que el ARN mitocondrial (mt) indujo mucho mas TNF-a que los otros subtipos de ARN
de mamifero. EI ARN bacteriano total fue ademas un potente activador de MDDC; por el contrario, el ARNt
bacteriano indujo Unicamente un bajo nivel de TNF-a. Los ARNt de otras fuentes (levadura, germen de trigo, bovino)
fueron no estimuladores. Se observaron resultados similares cuando de analizaron ARN de ofras fuentes de
mamifero. Cuando se digirieron muestras de ARN con Benzonase, que escinde ARNmc y ARNbc, la sefializacion de
ARN se elimind en MDDC, verificando que la secreciéon de TNF-a se debia al ARN en las preparaciones. Los
potenciales de activacion de los tipos de ARN analizados presentaban una correlacion inversa con el grado de
modificacion de nucledsidos. Se obtuvieron resultados similares en los experimentos descritos en este Ejemplo para
ambos tipos de citocinas generadas por CD.

Estos hallazgos demuestran que la inmunogenicidad del ARN se ve afectada por el grado de modificacion de
nucledsidos, tendiendo a disminuir la inmunogenicidad un mayor grado de modificacion.

Ejemplo 5

SINTESIS IN VITRO DE MOLECULAS DE ARN CON NUCLEOSIDOS MODIFICADOS MATERIALES Y
PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

ARN transcrito in vitro

Utilizando ensayo de transcripcion in vitro (kits MessageMachine y MegaScript; Ambion,) se generaron los siguientes
ARN largos por ARN polimerasa de T7 (RNAP) como se describe, (Kariko y col, 1998, Phosphate-enhanced
transfection of cationic lipid-complexed mRNA and plasmid DNA. Biochim Biophys Acta 1369, 320-334) (Nota: los
nombres de los moldes se indican entre paréntesis; el nimero en el nombre del ARN especifica la longitud): RNA-
1866 (pTEVIuc linealizado con Nde 1) codifica luciferasa de luciérnaga y una cola de poli(A) de 50 nucleétidos de
longitud. RNA-1571 (pSVren linealizado con Ssp |) codifica luciferasa de Renilla. RNA-730 (pT7T3D-MART-1
linealizado con Hind Ill) codifica el antigeno de melanoma humano MART-I. RNA-713 (pTIT3D-MART-1 linealizado
con EcoR 1) corresponde a la secuencia no codificante de MART-1, RNA497 (pCMV-hTLR3 linealizado con Bgl Il)
codifica un fragmento 5’ parcial de hTLR3. Las secuencias de las moléculas de ARN son como sigue:

RNA-1866:
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ggaauucucaacacaacauauacaaaacaaacgaaucucaageaaucaageauucuacuucuauugeageaauuuaaaucauuu
cuuuuaaagcaaaagcaauuuucugaaaauuuucaccauuuacgaacgauagecauggaagacgccaaaaacauaaagaaagg
cccggegecauucuauccucuagaggauggaaccgeuggagagceaacugceauaaggeuaugaagagauacgeccugguuccu
ggaacaauugcuuuuacagaugcacauaucgaggugaacaucacguacgeggaauacuucgaaauguccguucgguuggeag
aagcuaugaaacgauaugggcugaauacaaaucacagaaucgucguaugceagugaaaacucucuucaauucuuyaugeeggu
guugggcgeguuauuuaucggaguugeaguugegeccgegaacgacauuuauaaugaacgugaauugeucaacaguaugaac
auuucgcagecuaccguaguguuuguuuccaaaaagggguugcaaaaaauuuugaacgugeaaaaaaaauuaccaauaaucca
gaaaauuauuaucauggauucuaaaacggauuaccagggauuucagucgauguacacguucgucacaucucaucuaccucce
gguuuuaaugaauacgauuuuguaccagaguccuuugaucgugacaaaacaauugeacugauaaugaauuccucuggaucua
cuggguuaccuaaggguguggcccuuccgeauagaacugecugegucagauucucgeaugecagagauccuauuuuuggeaa

ucaaaucauuccggauacugcgauuuuaaguguuguuccauuccaucacgguuuuggaauguuuacuacacucggauauuu

gauauguggauuucgagucgucuuaauguavagauuugaagaagagcuguuuuuacgaucccuucaggauuacaaaauucaa
agugcguugeuaguaccaacccuauuuucauucuucgecaaaageacucugauugacaaauacgauuuaucuaauuuacacga
aauugcuucugggggcgeaccucuuucgaaagaagucggggaagegguugeaaaacgeuuccaucuuccagggauacgacaa
ggauaugggcucacugagacuacaucageuauucugauuacacccgagggggaugauaaaccgggcgeggucgguaaaguug
uuccauuuuuugaagcgaagguuguggaucuggauaccgggaaaacgeugggeguuaaucagagaggegaauuauguguca
gaggaccuaugauuauguccgguuauguaaacaauccggaagegaccaacgecuugauugacaaggauggauggeuacauuc
uggagacauageuuacugggacgaagacgaacacuucuucauaguugaccgeuugaagucuuuaauuaaauacaaaggauau
cagguggcccccgeugaauuggaaucgauauuguuacaacaccecaacaucuucgacgegggeguggeaggueuuccegacg
augacgcecggugaacuucccgecgeeguuguuguuuuggageacggaaagacgaugacggaaaaagagaucguggauuacgu
ggccagucaaguaacaaccgcgaaaaaguugegeggaggaguuguguuuguggacgaaguaccgaaaggucuuaccggaaaa
cucgacgcaagaaaaaucagagagauccucauaaaggecaagaagggcggaaaguccaaauuguaaaauguaacucuagagga

uccccaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaca (SEQ ID No: 1).

RNA-1571:
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ggcuagccaccaugacuucgaaaguuuaugauccagaacaaaggaaacggaugauaacugguccgeaguggugggecagaug
uaaacaaaugaauguucuugauucauuuauuaauuauuaugauucagaaaaacaugcagaaaaugeuguuauuuuuuuacau
gguaacgeggecucuucuuauuuauggegacauguugugecacauauugagecaguagegegguguauuauaccagaccuua
uugguaugggeaaaucaggcaaaucugguaaugguucuuauagguuacuugaucauuacaaauaucuuacugeaugguuug
aacuucuuaauuuaccaaagaagaucauuuuugucggecaugauuggggugeuuguuuggcauuucauuanageuaugage
aucaagauaagaucaaagcaauaguucacgceugaaaguguaguagaugugauugaaucaugggaugaauggecugauauuga
agaagauauugcguugaucaaaucugaagaaggagaaaaaaugguuuuggagaauaacuucuucguggaaaccauguugeea
Ucaaaaaucaugagaaaguuagaaccagaagaauuugcagcauaucuugaaccauucaaagagaaaggugaaguucgucguce
aacauuaucauggccucgugaaaucccguuaguaaaaggugguaaaccugacguuguacaaauuguuaggaauuauaaugeu
uaucuacgugcaagugaugauuuaccaaaaauguuuaunugaaucggacccaggauucuuuuccaaugeuauuguugaaggug
ccaagaaguuuccuaauacugaauuugucaaaguaaaaggucuucauuuuucgcaagaagaugeaccugaugaaaugggaaa
auauaucaaaucguucguugagcgaguucucaaaaaugaacaaaugucgacgggggecccuaggaauuuuuuagggaagauc
uggecuuccuacaagggaaggccagggaauuuucuucagageagaccagagecaacagecccaccagaagagageuucaggue
ugggguagagacaacaacucccccucagaageaggagecgavagacaaggaacuguauccuuuaacuucccucagaucacucu
uuggcaacgaccccucgucacaauaaagauaggggggcaacuaaagggaucggecgeuucgageagacaugauaagauacauu
gaugaguuuggacaaaccacaacuagaaugcagugaaaaaaaugcuuuauuugugaaauuugugaugeuauugeuuuauuug

uaaccallauaagcugcaaliaaacaaguuaacaacaacaauugcauucauuuuauguuucagguucagggggaggugugeea

gguuuuuuaaagceaaguaaaaccucuacaaaugugguaaaaucgauaaguuuaaacagauccagguggacacuuuucggaoaa
augugcgcggaaccccuauuuguuuauuuuucuaaauacauucaaauauguauccgeucaugagacaauaacccugauaaau

gcuucaauaau (SEQ ID No: 2).

RNA-730:

gggaauuuggeccucgaggecaagaauucggeacgaggeacgeggecagecageagacagaggacucucauuaaggaaggug
uccugugeccugacccuacaagaugecaagagaagaugeucacuucaucuaugguuaccccaagaaggggcacggecacucuu
acaccacggcugaagaggecgougggaucggeauccugacagugauccugggagucuuacugeucaucggeuguugguauug
uagaagacgaaauggauacagagccuugauggauaaaagucuucauguuggeacucaaugugecuuaacaagaagaugeecac
aagaaggguuugaucaucgggacagcaaagugucucuucaagagaaaaacugugaaccugugguucccaaugeuccaccuge
uuaugagaaacucucugceagaacaguceaccaccaccuuauucaccuuaagagecagegagacaccugagacaugcugaaauua
uuucucucacacuuuugeuugaauuuaauacagacaucuaauguucucculuggaaugguguaggaaaaaugeaagecaucu
cuaauaauaagucaguguuaaaauuuuaguagguccgeuageaguacuaaucaugugaggaaaugaugagaaauauuaaauu

gggaaaacuccaucaauaaauguugeaaugcaugauaaaaaaaaaaaaaaaaaaaacugeggecgea (SEQ ID No: 3).

RNA-713

44



10

15

20

25

30

ES 2769 129 T3

gggaauaageuugeggecgeaguuuuuuuuuuuuuIuuuuaucaugecauugeaacauuuauugauggaguuuucccaay
uuaauauuucucaucauuuccucacaugauuaguacugeuageggaccuacuaaaauuuuaacacugacuuauuauuagaga
uggeuugcauuuuuccuacaccauuccaaaggagaacauuagaugucuguauaaauucaagcaaaagugugagagaaauaau
uucagcaugucucaggugucucgeuggeucuuaaggugaauaaggugguggugacuguucugeagagaguuucucauaage
agguggagcauugggaaccacagguucacaguuuuucucuugaagagacacuuugeugucccgaugaucaaacccuucuugu
gggcaucuucuuguuaaggeacauugagugecaacaugaagacuuuuauccaucaaggeucuguauccauuucgucuucuac
aauaccaacagccgaugageaguaagacucccaggaucacugucaggaugecgaucccageggecucuucageegugguguaa
gaguggecgugecccuucuugggguaaccauagaugaagugageaucuucucuuggeaucuuguagggucagggeacagga

caccuuccuuaaugagaguccucugucugeuggeuggecgegugecucgugecgaauu (SEQ ID No: 4).
RNA-497:

gggagacccaageuggeuageagucauccaacagaaucaugagacagacuuugecuuguaucuacuuuugggggggecuuuu
geeccuuugggaugeugugugeauccuccaccaccaagugeacuguuagecaugaaguugeugacugeagecaccugaaguug
acucagguacccegaugaucuacccacaaacataacaguguugaaccuuacccauaaucaacucagaagauyaccagecgecaac
uucacaagguanagecageuaacuageuuggauguaggauuuaacaccaucucaaaacuggagecagaauugugecagaaacu

ucccauguuaaaaguuuugaaccuccagceacaaugagcecuaucucaacuuucugauvaaaaccuuugecuucugeacgaauyuga

cugaacuccaucucauguccaacucaauccagaaaayuaaaaayaaucccuyugucaageagaagaauuuaaucacauua

(SEQ ID No: 5).

Para obtener ARN modificado, la reaccion de transcripcion se ensamblé con la sustitucion de uno (o dos) de los NTP
basicos con elllos correspondiente(s) derivado(s) de ftrifosfato del nucledtido modificado 5-metilcitidina, 5-
metiluridina, 2-tiouridina, N8-metiladenosina o pseudouridina (TriLink, San Diego, CA). En cada reaccion de
transcripcion, los 4 nucledtidos o sus derivados estaban presentes a una concentracion 7,5 milimolar (mM). En
experimentos seleccionados, como se indica, se incluyé también analogo de caperuza m7GpppG 6 mM (New
England BiolLabs, Beverly, MA) para obtener ARN protegido con caperuza. Se generaron ORN5 y ORNG6 utilizando
moldes de oligodesoxinuclettidos de ADN y T7 RNAP (kit de construccion de ARNip Silencer®, Ambion).

RESULTADOS

Para analizar adicionalmente el efecto de las modificaciones de nucledsidos en la inmunogenicidad, se desarroll6 un
sistema in vitro para producir moléculas de ARN con pseudouridina o nucledsidos modificados. Se llevaron a cabo
reacciones de transcripcion in vitro en las que 1 o 2 de los 4 nucledtidos trifosfato (NTP) se sustituyeron con un NPT
con nucledsido modificado correspondiente. Se transcribieron varios conjuntos de ARN con diferentes secuencias
primarias que varian en longitud entre 0,7-1,9 kb y que contienen ninguno, 1 o 2 tipos de nucledsidos modificados.
Los ARN modificados eran indistinguibles de sus homdélogos no modificados en su movilidad en electroforesis en gel
desnaturalizante, mostrando que estaban intactos y no modificados de otra manera (Figura 7A). Este procedimiento
funciono eficazmente con cualquiera de las polimerasas de fago T7, SP6 y T3y, por lo tanto, es generalizable a una
amplia variedad de ARN polimerasas.

Estos hallazgos proporcionan un nuevo sistema in vitro para la produccion de moléculas de ARN con nucleosidos
modificados.

Ejemplo 6

EL ARN TRANSCRITO IN VITRO ESTIMULA TLR3 HUMANA, Y LAS MODIFICACIONES DE NUCLEOSIDOS
REDUCEN LA INMUNOGENICIDAD DE ARN MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Se sembraron células 293 parenterales, 293-hTLR7 y 293-hTLRS8, que expresan ARNip especifico de TLR3 y 293
hTLR9, TLR3-293 en placas de 96 pocillos (5 x 10* células/pocillo) y se cultivaron sin antibidticos. Al dia siguiente,
se expusieron las células a R-848 o ARN complejado con Upofectin® (Invitrogen) como se describe (Kariko y col.,
1998, ibid). Se elimind el ARN después de una hora (h) y las células se incubaron adicionalmente en medio completo
durante 7 h. Se recolectaron los sobrenadantes para la medicién de IL-8.
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RESULTADOS

Para determinar si la modificacion de nucledsidos influye en la activacion de TLR mediada por ARN, se
transformaron de manera estable células embrionarias de rindn humano 293 para expresar TLR3 humano. Las
lineas celulares se trataron con ARN complejado con Lipofectin® y la activacion de TLR se monitorizé como se
indica 10 por la liberacion de interleucina (IL)-8. Se analizaron varias moléculas de ARN diferentes. El ARN transcrito
in vitro no modificado provocé un alto nivel de secrecion de IL-8. El ARN que contiene modificaciones de nucledsidos
m6A o s2U, por el contrario, no indujo secreciéon detectable de IL-8 (Figura 7B). Las otras modificaciones de
nucledsidos analizadas (es decir m5C, m5U, W y m5C/W) tuvieron un efecto supresor menor en la estimulacion de
TLR3 (Figura 7B). "W" se refiera a pseudouridina.

Por lo tanto, modificaciones de nucledsido tales como m®A, S?U, m®C, m®U, W, reducen la inmunogenicidad de ARN
mediado por la sefializacion de TLR3.

Ejemplo 7

EL ARN TRANSCRITO IN VITRO ESTIMULA TLR7 y TLR8 HUMANAS, Y LAS MODIFICACIONES DE
NUCLEOSIDOS REDUCEN LA INMUNOGENICIDAD DE ARN

Para analizar la posibilidad de que 293 exprese TLR3 enddgeno que interfiere con la evaluacion de los efectos del
ARN en receptores TLR especificos, se elimind la expresion de TLR3 endégeno de la linea celular 293-TLR8 por
transfeccion estable de las células con un plasmido que expresa ARN de horquilla corta (hc) especifico de TLR3
(también conocido como ARNip). Esta linea celular se usé para un estudio adicional, ya que no respondié a
poli():(C), a LPS ni a oligodesoxinucledtidos (ODN) que contienen CpG, lo que indica la ausencia de TLR3, TLR4 y
TLRO, pero si respondié a R-848, el ligando afin de TLR8 humano (Figura 7B). Cuando las células 293-hTLR8 que
expresan ARNhc dirigido a TLR3 (células 293-hTLR8 shRNA-TLR3) se transfectaron con ARN transcrito in vitro,
secretaron grandes cantidades de IL-8. Por el contrario, EI ARN que contiene la mayoria de las modificaciones de
nucledsidos (M°C, m°U, ¥ y m®C/¥, S2U) elimind la estimulacién (no mas produccion de IL-8 que el control negativo,
es decir, vector vacio). La modificacion m6A tuvo un efecto variable, en algunos casos eliminando y en otros casos
reduciendo la liberacion de IL-8 (Figura 7B).

Los resultados de este Ejemplo y del Ejemplo anterior muestran que (a) el ARN con enlaces internucleétido
fosfodiéster naturales (por ejemplo, ARN transcrito in vitro) estimula TLR3, TLR7 y TLR8 humanos; y (b)
modificaciones de nucledsidos tales como m6A, m5C, m5U, s2U y W, solas o en combinacion, reducen la
inmunogenicidad de ARN mediado por la sefalizacion de TLR3, TLR7 y TLR8. Ademas, estos resultados
proporcionan un nuevo sistema para estudiar la sefializacion por receptores TLR especificos.

Ejemplo 8

LAS MODIFICACIONES DE NUCLEOSIDO REDUCEN LA INMUNOGENICIDAD DE ARN MEDIADO POR LA
SENALIZACION POR TLR7 y TLR8

El siguiente conjunto de experimentos analizé la capacidad del ARN aislado de fuentes naturales para estimular
TLR3, TLR7 y TLR8. ElI ARN de diferentes especies de mamiferos se transfectaron en las lineas celulares 293 que
expresan TLR3, TLR7 y TLR8 descritas en el Ejemplo anterior. Ninguna de las muestras de ARN de mamifero indujo
la secrecion de IL-8 por encima del nivel del control negativo. Por el contrario, el ARN total bacteriano obtenido de
dos fuentes diferentes de E. coli indujo la secrecion fuerte de IL-8 en células transfectadas con TLR3, TLR7 y TLRS,
pero no con TLR9 (Figura 7C). Ni el LPS ni el ADN no metilado (CpG ODN) (los posibles contaminantes en ARN
bacteriano aislado) activaron los TLR3, TLR7 o TLR8 analizados. EI ARN mitocondrial aislado de plaquetas
humanas estimulé TLR8, pero no TLR3 o TLR7.

Estos resultados demuestran que el ARN transcrito in vitro y bacteriano no modificados son activadores de TLR3,
TLR7 y TLR8, y el ARN mitocondrial estimula TLR8. Ademas, estos resultados confirman el hallazgo de que la
modificacion de nucledsidos del ARN disminuye su capacidad de estimular TLR3, TLR7 y TLRS.

Ejemplo 9

LAS MODIFICACIONES DE NUpLEOSIDOS REDUCEN LA CAPACIDAD DE ARN PARA INDUCIR SECRECION
DE CITOCINAS Y LA EXPRESION DEL MARCADOR DE ACTIVACION POR CD

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Ensayos de estimulacion de CD

Después de 20 h de incubacion con ARN, se tifieron CD con mAb CD83-ficoeritrina (Research Diagnostics Inc,
Flanders, NJ), HLA-DR-Cy5PE, y mAb CD80 o CD86-isotiocianato de fluoresceina y se analizaron en un citdmetro
de flujo FACScalibur® usando el software CellQuest ® (BD Biosciences). Los sobrenadantes del cultivo celular se
recogieron al final de una incubacion de 20 h y se sometieron a ELISA para citocinas. Los niveles de IL-12 (p70) (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, CA), El IFN-a y TNF-a (Biosource International, Camarillo, CA) se midieron en
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los sobrenadantes por ELISA. Los cultivos se llevaron a cabo por triplicado o cuadruplicado y se midié6 cada muestra
por duplicado.

RESULTADOS

Los siguientes experimentos probaron la capacidad del ARN que contiene nucledsidos modificados o no modificados
para estimular citocinas generadas por MDDC. Las modificaciones de nucledsidos disminuyeron de forma
reproducible la capacidad del ARN 5 para inducir la secrecién de TNF-a e IL-12 tanto por GM-CSF/IL-4 generado por
MDDC como por IFN-a generado por (MDCMG)/MDDC, en la mayoria de los casos, a niveles no mayores que el
control negativo (Figuras 8A y B). Los resultados fueron similares cuando se analizaron otros conjuntos de ARN con
las mismas modificaciones de base, pero diferentes secuencias primarias y longitudes, o cuando el ARN se modificé
adicionalmente afiadiendo una estructura de caperuza 5’ y/o una cola de poliA en el extremo 3’ o eliminando el resto
5'-trifosfato. Los ARN de diferente longitud y secuencia indujeron cantidades variables de TNF-a de CD, tipicamente
menos de una diferencia de dos veces (Figura 8C).

A continuacion, el ensayo se llevd a cabo en CD1 y CD2 primarias. EI monocitoide primario (CDI, BDCA1 +) y
plasmacitoide (CD2, BDCA4 +) CD se purificaron a partir de sangre periférica. Ambos tipos de células produjeron
TNF-a cuando se expusieron a R-848, pero solo CD1 respondio a poli (I):(C), en un nivel muy bajo, lo que indica una
ausencia de actividad de TLR3 en CD2. La transfeccion de transcritos in vitro indujo la secrecion de TNF-a tanto en
CD1 como en CD2, mientras que los transcritos modificados con m5U, W o s2U no fueron estimuladores (Figura 8D).
A diferencia de las citocinas generadas por CD, la modificacion m5C y la m6A del ARN no disminuyeron su
capacidad estimulante en las CD1 y CD2 primarias. Los transcritos con doble modificacion m6A/WY fueron no
estimulantes, mientras que una mezcla de moléculas de ARN con un solo tipo de modificacion (m6A + W) fue un
potente inductor de citocinas. Por lo tanto, la modificacion de uridina ejercio un efecto supresor dominante sobre una
molécula de ARN in cis en CD primaria. Estos resultados fueron consistentes entre todos los donantes analizados.

Estos hallazgos muestran que ARN transcrito in vitro estimula la produccion de citocinas por CD. Ademas, dado que
CD2 no expresa TLR3 o TLRS, y la modificacion m5C y m6A del ARN disminuy6 su capacidad estimulante de TLR7,
estos hallazgos muestran que la CD primaria tiene una entidad de sefalizacion de ARN adicional que reconoce el
ARN modificado m5C y m6A y cuya sefalizacion se inhibe por la modificacion de los restos de U.

Como indicadores de inmunogenicidad adicionales, se midi6 la expresion en la superficie celular de las moléculas
CD80, CD83, CD86 y MHC de clase Il, y la secrecion de TNF-a por analisis FACS de MDDC tratado con ARN-1571
y sus versiones modificadas. La modificacion de ARN con pseudouridina y nucledsidos modificados m5c, m6A, s2U
y m6A/¥) disminuyeron estos marcadores (Figura 9), confirmando los anteriores hallazgos.

En resumen, La capacidad del ARN para inducir a las CD a madurar y secretar citocinas depende del subtipo de CD,
asi como de las caracteristicas de la modificacién de nucledsido presente en el ARN. Una cantidad creciente de
modificacion disminuye la inmunogenicidad del ARN.

Ejemplo 10

LA SlJPRESIC')N DE LA ESTIMULACION INMUNITARIA MEDIADA POR ARN ES PROPORCIONAL AL NUMERO
DE NUCLEOSIDOS MODIFICADOS PRESENTES EN ARN

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
CD humana

Para citocinas generadas por CD, se purificaron monocitos a partir de PBMC por centrifugaciéon discontinua en
gradiente de Percoll. La fraccion de baja densidad (enriquecida en monocitos) se redujo en las células B, T y NK
usando perlas magnéticas (Dynal, Lake Success, NY) especificas para CD2, CD16, CD 19 y CD56, produciendo
monocitos altamente purificados como se determina por citometria de flujo usando mAb anti-CD14 (> 95%) o
antiCD1 1c (> 98%).

Para generar CD inmaduras, se cultivaron monocitos purificados en medio AIM V libre de suero (Life Technologies),
suplementado con GM-CSF (50 ng/ml) + IL-4 (100 ng/ml) (R & D Systems, Minneapolis, MN) en medio AIM V
(Invitrogen) para la generacion de DC derivadas de monocitos (MDDC) como describe (Weissman, D y col, 2000. J
Biol Chem 165: 4710-4717). También se generaron CD por tratamiento con GM-CSF (50 ng/ml) + IFN-a (1.000 V/ml)
(R & D Systems) para obtener IFN-a MDDC (Santini y col., 2000. Type | interferon as a powerful adjuvant for
monocyte-derived dendritic cell development and activity in vitro and in Hu-PBL-SCID mice. J Exp Med 191: 1777-
178).

Las CD mieloides y plasmacitoides primarias (CD1 y CD2) se obtuvieron a partir de sangre periférica utilizando kits
de aislamiento de células BDCA-1 y BDCA-4 (Miltenyi Biotec Auburn, CA), respectivamente.

RESULTADOS

La mayor parte del ARN modificado con nucleosidos utilizado hasta ahora contenia un tipo de modificaciéon que se
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produce en aproximadamente el 25% de los nucledtidos totales en el ARN (por ejemplo, todas las bases de uridina).
Para definir la frecuencia minima de nucledsidos modificados particulares que es suficiente para reducir la
inmunogenicidad en las condiciones utilizadas en el presente documento, se generaron moléculas de ARN con
numeros limitados de nucledsidos modificados. En el primer conjunto de experimentos, el ARN se transcribi6 in vitro
en presencia de proporciones variables de m6A, W (pseudouridina) o m5C a sus NTP correspondientes no
modificados. Se esperaba que la cantidad de incorporacién de nucledsidos fosfato modificados en el ARN fuera
proporcional a la proporcién contenida en la reaccién de transcripcion, dado que las producciones de ARN obtenidas
con T7 RNAP mostraron que la enzima utiliza NTP de m6A, W o m5C casi tan eficientemente como los NTP basicos.
Para confirmar esta expectativa, se digirid el ARN transcrito en presencia de UTP:W en una proporcién de 50:50 y se
encontré que contenia UMP y W en una proporcién de casi 50:50 (Figura 10A).

Se introdujeron moléculas de ARN con un contenido de nucledsido modificado creciente por transfeccion en MDDC,
y se evalué la secrecion de TNF-a. Cada modificacion (m6A, W y m5C) inhibié la secrecion de TNF-a
proporcionalmente a la fraccién de bases modificadas. Incluso las cantidades mas pequefias de bases modificadas
analizadas (0,2-0,4%, que corresponden a 3-6 nucledsidos modificados por molécula de 1571 nt), fueron suficientes
para inhibir de forma cuantificable la secrecion de citocinas (Figura 10B). EI ARN con niveles de nucledsidos
modificados del 1,7-3,2% (14-29 modificaciones por molécula) presenté una reduccion del 50% en la induccion de la
expresion de TNF-a. En las células 293 que expresan TLR, se requirid un mayor porcentaje (2,5%) de contenido de
nucledsido modificado para inhibir los sucesos de sefializacion mediados por ARN.

Por lo tanto, la pseudouridina y nucledsidos modificados reducen la inmunogenicidad de las moléculas de ARN,
incluso cuando estan presentes como una pequefia fraccion de los restos.

En experimentos adicionales, se sintetizaron oligorribonucleétidos (ORN) de 21 unidades con enlaces fosfodiéster
internucledtido en los que los nucledsidos modificados (M5C, W o 2'-O-metil-U [Um]) se sustituyeron en una posicion
particular (Figura 11A). Aunque el ORN no modificado inducia la secrecion de TNF-q, este efecto fue eliminado por
la presencia de una Unica modificacion de nucledsido (Figura 11B). Se obtuvieron resultados similares con células
293 transformadas con TLR-7 y TLR-8 que expresan ARNip dirigido a TLR3.

Los resultados anteriores se confirmaron midiendo niveles de ARNm de TNF-a en MDDC por ensayo de
transferencia Northern, usando tanto el anterior ORN de 21 unidades (ORN1) como transcritos sintetizados in vitro
de 31 unidades (ORN5 y ORNG). Para amplificar la sefial, se afiadié cicloheximida, que bloquea la degradacion de
los ARNm seleccionados, a algunas muestras, como se indica en la Figura. El ODN no modificado aumentd los
niveles de ARNm de TNF-a, mientras que los ORN que contienen un Unico nucleésido modificado fueron
significativamente menos estimulantes; ORN2-Um presento la mayor disminucién en la produccion de TNF-a (Figura
11C). Se observaron resultados similares en células RAW de tipo macréfago de ratén y en CD humana.

En resumen, cada una de las modificaciones analizadas (m6A, m5C, m5U, s2U, W y 2'-O-metil) suprimi6 la
estimulacion inmunitaria mediada por ARN, incluso cuando estan presentes como una pequeia fraccién de los
restos. Se observé una supresién adicional cuando se aumenté la proporcién de nucledsidos modificados.

Ejemplo 11
LA MODIFICACION DE ARN CON PSEDOURIDINA REDUCE SU INMUNOGENICIDAD IN VIVO

Para determinar el efecto de la modificacién con pseudouridina en la inmunogenicidad del ARN in vivo, se formaron
complejos de 0,25 ug de ARN con Lipofectin® y se inyectaron por via intratraqueal en ratones, se extrajo sangre de
los ratones 24 h mas tarde y los niveles circulantes de TNF-a e IFN-a se analizaron en muestras de suero. El ARNm
protegido con caperuza y modificado con pseudouridina, indujo significativamente menos ARNm de TNF-a y de IFN-
a que el que se produjo por ARNm no modificado (Figuras 12A-B).

Estos resultados proporcionan evidencia adicional de que el ARNm modificado con pseudouridina es
significativamente menos inmunogénico in vivo que el ARN no modificado.

Ejemplo 12

EL ARN QUE CONTIENE PSEUDOURIDINA PRESENTA CAPACIDAD DISMINUIDA PARA ACTIVAR LA PRK
MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Ensayos de fosforilacion de PKR

Se incubaron alicuotas de PKR agarosa activa (Upstate) en presencia de céctel de magnesio/ATP (Upstate), mezcla
de tampdn de quinasa y de [gamma®?p] ATP y moléculas de ARN durante 30 minutos a 30 °C. Se analizaron ARN
no modificados y ARN con modificacion de nucleésido (m5C, pseudouridina, m6A, m5U) y ARNbc. Se afadio elF2a
recombinante humana (BioSource), y las muestras se incubaron adicionalmente durante 5 min, 30 °C. Las
reacciones se detuvieron por la adicién de tampon de muestra NuPage LDS con reactivo reductor (Invitrogen), se
desnaturalizaron durante 10 min, 70 °C y se analizaron en PAGE al 10%. Los geles se secaron y se expusieron a la
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pelicula. Se utilizé6 como control positivo Heparina (1 U/pl), un activador de PKR.
RESULTADOS

Para determinar si el ARNm que contiene pseudouridina activa la proteina quinasa dependiente de ARNbc (PKR), se
llevaron a cabo ensayos de fosforilacion in vitro utilizando PKR recombinante humana y su sustrato, elF2a (factor de
iniciacion eucariota 2 alfa) en presencia de ARNm protegido con caperuza que codifica renilla (0,5 y 0,05 ng/pl). El
ARNmM que contiene pseudouridina (W) no activd PKR, como se detect6 por la falta tanto de autofosforilacion de PKR
como de fosforilacion de elF2a, mientras que el ARN sin modificacion de nucledsidos y el ARNm con modificacion
m5C activaron la PKR (Figura 13). Por lo tanto, la modificacion con pseudouridina disminuye la inmunogenicidad de
ARN.

Ejemplo 13

TRADUCCION POTENCIADA DE PROTEINAS A PARTIR DE ARN QUE CONTINENDE PSEUDOURIDINA Y M5C
IN VITRO

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
Traduccioén in vitro de ARNm en lisado de reticulocitos de conejo

La traduccion in vitro se llevo a cabo en lisado de reticulocitos de conejo (Promega, Madison WI). Una alicuota de 9
pl del lisado se suplement6 con 1 ul (1 ug) de ARNm y se incubd durante 60 minutos a 30 °C. Una alicuota de 1 pl
se retird para el andlisis utilizando sistemas de ensayo de luciérnaga y renilla (Promega, Madison WI) y un
luminémetro LUMAT LB 950 (Berthold/EG & G Wallac, Gaithersburg, MD) con un tiempo de medicién de 10
segundos.

RESULTADOS

Para determinar el efecto de la modificacion con pseudouridina en la eficacia de traduccion de ARN in vitro, Se
incubd (0,1 pg/pl) ARNm no protegido con caperuza modificado con pseudouridina que codifica luciferasa de
luciérnaga en lisado de reticulocitos de conejo durante 1 hora a 30 °C y se determind la actividad de la luciferasa. El
ARNmM que contiene pseudouridina se tradujo mas de 2 veces mas eficazmente que el ARN sin pseudouridina en
lisados de reticulocitos de conejo, pero no en extracto de trigo o lisado de E. coli (Figura 14), mostrando que la
modificaciéon con pseudouridina aumenta la eficiencia de traduccion de ARN. Se obtuvieron resultados similares con
ARN modificado con m®C. Cuando se afiadié una cola de poliA a ARNm que contenia pseudouridina, se observé un
aumento adicional de 10 veces en la eficacia de la traduccioén. (Ejemplo 10).

Por lo tanto, la modificacion con pseudouridina y m®C aumenta la eficacia de la traduccion de ARN vy la adicién de
una cola de poli(A) al ARNm que contiene pseudouridina aumenta adicionalmente la traduccion.

Ejemplo 14

TRADUCCION POTENCIADA DE PROTEINAS A PARTIR DE ARN QUE CONTIENE PSEUDOURIDINA EN
CELULAS CULTIVADAS

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
Ensayos de traduccién en células

Se sembraron placas de 96 pocillos con 5 x 10* células por pocillo 1 dia antes de la transfeccion. Se ensamblaron
complejos lipofectin®-ARNm y se afiadieron directamente a las monocapas celulares después de eliminar el medio
de cultivo (0,2 pg de ARNm-0,8 ug de lipofectin en 50 pl por pocillo). Las células se incubaron con la mezcla de
transfeccion durante 1 hora a 37 °C, en una incubadora de CO; al 5%, a continuacién, se reemplazé la mezcla con
medio fresco, precalentado que contenia FCS al 10%, a continuacion, se analizaron las células como se describe en
el Ejemplo anterior.

RESULTADOS

Para determinar el efecto de la modificacion con pseudouridina en la traduccién de ARN en células cultivadas, se
transfectaron células 293 con ARNm protegido con caperuza, transcrito in vitro, modificado con nucledsido que
codifica la proteina indicadora renilla. Las células se lisaron 3 h después del inicio de la transfeccion y los niveles de
renilla se midieron por ensayos enzimaticos. En células 293, los ADN modificados con pseudouridina y m5C se
tradujeron casi 10 veces y 4 veces mas eficazmente, respectivamente, que el ARNm no modificado (Figura 15A).

A continuacion, el experimento se llevé a cabo con CD primaria de ratén derivada de médula ésea, en este caso
lisando las células 3 h y 8 h después de la transfeccion. EI ARN que contiene la modificacion con pseudouridina se
tradujo 15-30 veces mas eficazmente que el ARN no modificado (Figura 15B).
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Se obtuvieron resultados de expresion similares usando CD humanas y otras células primarias y lineas celulares
establecidas, que incluyen COH y células RAW de tipo macréfago de raton. En todos los tipos de células, la
modificaciéon con pseudouridina produjo la mayor potenciacion de las modificaciones probadas.

Por lo tanto, la modificacién con pseudouridina aumenté la eficacia de traduccion de ARN en todos los tipos de
células analizados, incluyendo diferentes tipos de tanto células presentadoras de antigenos profesionales como
células presentadoras de antigenos no profesionales, proporcionando evidencia adicional de que la modificacion con
pseudouridina aumenta la eficacia de la traduccion del ARN.

Ejemplo 15

LOS ELEMENTOS 5' Y 3' POTENCIAN ADICIONALMENTE LA TRADUCCION DEL ARNmy EN CELULAS DE
MAMIFERO

Para probar el efecto de elementos estructurales de ARN adicionales sobre la potenciacion de la traduccién por la
modificacion con pseudouridina, se sintetizd un conjunto de ARNmy que codificaban luciferasa de luciérnaga que
contenian combinaciones de las siguientes modificaciones: 1) una secuencia 5' no traducida unica (TEV, un
potenciador de la traduccion independiente de caperuza), 2) caperuza y 3) cola de poliA. Se evalud la capacidad de
estas modificaciones para potenciar la traduccion de ARNmy o ARNm convencional (Figura 16A). Estos elementos
estructurales potenciaron aditivamente la eficacia de traduccién tanto del ARNm convencional como de ARNmuy,
presentando ARNmy una mayor produccion de proteina de todas las construcciones.

La capacidad de expresion de proteinas a partir de la construccion de ARNmy de luciferasa de luciérnaga mas
eficaz, capTEVIucA50 (que contiene TEV, caperuza y una cola extendida de poli(A)) se examind a continuacion
durante 24 horas en células 293 (Figura 16B). EIl ARNmy produjo mas proteina en todos los puntos de tiempo
analizados y confirid una expresion de luciferasa mas persistente que las construcciones de ARNm convencionales
equivalentes, mostrando que las modificaciones y estabilizan el ARNm.

Para probar si la modificacion @y del ARNm mejoraba la eficacia de traduccion en células de mamifero in situ, se
generaron construcciones de ARNmy caplacZ con o sin colas de poliA prolongadas (A,) y que codifican -
galactosidasa (lacZ) y se usaron para transfectar células 293. 24 h después de la administracion de ARNm, se
detectaron aumentos significativos en los niveles de B-galactosidasa por visualizacién X-gal, tanto en caplacZ como
en caplacZ-A,, en comparacion con los correspondientes transcritos de control (convencionales) (Figura 16C). Esta
tendencia se observé cuando se analizd el nimero de células que expresaban niveles detectables de B-
galactosidasa o la magnitud de la sefal en células individuales.

Ejemplo 13

TRADUCCION PONTENCIADA DE PROTEINAS A PARTIR DE ARN /N VIVO QUE CONTIENE PSEUDOURIDINA
MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Inyecciones intracerebrales de ARN

Todos los procedimientos con animales estuvieron de acuerdo con la Guia NIH para Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio y fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales. Se anestesiaron ratas
macho Wistar (Charles River Laboratories, Wilmington, MA) por inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico (60
mg/kg de peso corporal). Las cabezas se colocaron en un marco estereotaxico, y se realizaron ocho orificios de
trépano de 1,5 mm de diametro espaciados de manera bilateral (coordenadas relativas al bregma: anterior/posterior
+ 3,0, -3, -6 mm; lateral + 2,5 mm) dejando la duramadre intacta. Se realizaron inyecciones intracraneales utilizando
una jeringa de 25 pl (Hamilton, Reno, NV) con una aguja estéril de calibre 30 y 2,54 cm (Beckton 25 Dickinson
Labware, Franklin Lakes, NJ) que se fij6 a un soporte de sonda grande y un brazo estereotactico. Para evitar el
espacio de aire en la jeringa, la base de la aguja se llené con 55 ul de complejo antes de unir la aguja, y el resto de
la muestra se extrajo a través de la aguja. Se determiné la profundidad de inyeccién (2 mm) en relacion con la
superficie de la duramadre, y se administraron 4 pl de complejo (32 ng de ARNm) en una infusidon en embolada
Unica y rapida. 3 horas (h) mas tarde, las ratas se sacrificaron con halotano y los cerebros se eliminaron en solucién
salina tamponada con fosfato enfriada.

Inyeccion de ARN en la vena de cola de ratén

Se inyectaron (en embolada) en venas de la cola de ratones hembra BALB/c, (Charles River Laboratories) 60 pl de
ARN complejado con Lipofectin® (0,26 pg). Se retiraron los 6rganos y se homogeneizaron en tampoén de lisis de
luciferasa o Renilla en tubos de microcentrifuga usando una mano de mortero. Los homogeneizados se
centrifugaron y se analizé la actividad en los sobrenadantes.

Suministro de ARN al pulmoén

Se anestesiaron ratones hembra BALB/c usando ketamina (100 mg/kg) y xilasina (20 mg/kg). Se hicieron pequefias
incisiones en la piel adyacente a la traquea. Cuando la traquea estaba expuesta, se instilaron en la traquea 501-11
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de ARN complejado con Lipofectin® (0,2 ug) hacia el pulmoén. Se cerraron las incisiones y se permitidé que los
animales se recuperaran. 3 horas después del suministro de ARN, los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical
y se retiraron los pulmones, se homogeneizaron con tampdn de lisis de luciferasa o Renilla (250 pl) y se analizé la
actividad. En diferentes conjuntos de animales, se recolectaron, coagularon y centrifugaron muestras de sangre (100
pl/animal) de las venas de la cola. Se usaron fracciones de suero para determinar niveles de TNF e IFNa por ELISA
como se describe en los Ejemplos anteriores, utilizando anticuerpos especificos de ratén.

RESULTADOS

Para determinar el efecto de la modificacidon con pseudouridina en la traduccién de ARN in vivo, cada hemisferio de
cortezas cerebrales de rata se inyectd con ARN modificado con pseudouridina o ARN no modificado que codifica
renilla, cualquiera de los dos protegidos con caperuza, y se midié la traduccion del ARN. EI ARN modificado con
pseudouridina se tradujo significativamente de manera mas eficaz que el ARN no modificado. (Figura 17A).

A continuacion, se llevaron a cabo estudios de expresion en ratones. Se utilizaron ARNm que codifican luciferasa de
luciérnaga porque ninguna enzima de mamifero enddgena interfiere con su deteccidon. Los transcritos (no
modificados y ARNmuy) se construyeron con caperuza, TEV (CapTEV Asp) y colas de poli(A) ampliadas (-200 nt). Se
inyectaron 0,25 yg de ARN complejado con Lipofectin® en ratones (via intravenosa (i.v.) en la vena de la cola). En
una serie de organos se estudié la actividad de luciferasa para determinar el sitio de medicion 6ptimo. La
administracion de 0,3 pyg de ARNmy capTEVIucAn indujo una alta expresiéon de luciferasa en el bazo y una
expresion moderada en la médula ésea, pero poca expresion en pulmon, higado, corazén, rifion o cerebro (Figura
17B). En estudios posteriores, se estudiaron los bazos.

A continuacioén, se compararon las eficacias de traduccion del ARNm convencional y ARNmy (0,015 mg/kg; 0,3
pg/animal administrados por via intravenosa) en experimentos de curso temporal. La actividad luciferasa fue
facilmente detectable en 1 h, alcanz6 su punto maximo a las 4 h y disminuyd a las 24 h tras la administracion de
ARNm convencional o de ARNmuy, pero en todo momento fue sustancialmente mayor en animales a los que se les
dio ARNmy (Figura 17C, panel izquierdo). A las 24 horas, Unicamente los animales inyectados con ARNmy
demostraron actividad de luciferasa esplénica detectable (4 veces mas que los niveles de fondo). Se obtuvo un
patron de expresion relativo similar (entre ARNm modificado y no modificado) cuando se inyectaron en los animales
ARNmM que codifican luciferasa de Renilla (capRen con o sin modificaciones y) en lugar de luciferasa de luciérnaga,
o cuando los esplenocitos de ratén aislados se expusieron a ARNm en cultivo.

En el siguiente experimento, se suministraron 0,25 yg de ARNm-Lipofectin® a los pulmones de ratén por inyeccion
intratraqueal. El ARNm protegido con caperuza modificado con pseudouridina se tradujo de manera mas eficaz que
el ARNm protegido con caperuza sin modificacion con pseudouridina (Figura 17D).

Por lo tanto, la modificacién con pseudouridina aumenta la eficacia de la traduccion de ARN in vitro, en células
cultivadas e in vivo en multiples modelos animales y por multiples vias de administracion, mostrando su aplicacion
generalizada como un medio para aumentar la eficacia de la traduccion de ARN.

Ejemplo 17
LA MODIFICACION CON PSEUDOURIDINA POTENCIA LA ESTABILIDAD DE ARN IN VIVO

Los analisis Northern de ARN esplénico 1 y 4 h después de la inyeccion en los animales del Ejemplo anterior
revelaron que los ARNm administrados, en sus formas intactas y parcialmente degradadas, fueron faciimente
detectables (Figura 17C, panel derecho). Por el contrario, a las 24 horas, el ARNm capTEVIucAn no modificado
estaba por debajo del nivel de deteccién, mientras que el ARNmy capTEVIucAn, aunque parcialmente degradado,
todavia era claramente detectable. Por lo tanto, el ARNmy se conserva de manera mas estable in vivo que el ARNm
control.

Para probar si la produccion de proteina in vivo es cuantitativamente dependiente de la concentracion de ARNm
administrado por via intravenosa, se administraron ARNm a ratones a 0,015-0,150 mg/kg (0,3-3,0 ug de
capTEVIucAn por animal) y se analizaron los bazos 6 horas mas tarde como se describe anteriormente. La
expresion de luciferasa se correlacioné cuantitativamente con la cantidad de ARN inyectado (Figura 18) y a cada
concentracion.

Estos hallazgos confirman los resultados del Ejemplo 15, demostrando que ARNmy es mas estable que el ARN no
modificado. La inmunogenicidad adicional de ARNmy fue menor que la de ARN no modificado, como se describe
anteriormente en el presente documento (Figura 12 y Figura 17C, panel derecho).

Para resumir los Ejemplos 16-17, las 3 ventajas del ARNmy en comparacion con el ARNm convencional (traduccion
potenciada, estabilidad aumentada e inmunogenicidad reducida) observadas in vitro también se observan in vivo.

Ejemplo 18
EL ARNmy SUMINISTRADO A TRAVES DEL TRACTO RESPIRATORIO SE COMPORTA DE MANERA SIMILAR
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AL ARNm ADMINISTRADO POR ViA INTRAVENOSA

Para probar la posibilidad de suministrar ARNmy por inhalacion, se suministraron ARNm complejados con
Lipofectin® o PEI que codifican luciferasa de luciérnaga a ratones por la via intratraqueal, colocandose una aguja en
la traquea y pulverizandose la soluciéon de ARNm en los pulmones. De forma similar al suministro intravenoso, se
observd una expresion de luciferasa significativamente mayor con ARNmy en comparacion con ARNm no
modificado (Figura 19), aunque se produjo significativamente menos proteina con la via intratraqueal en
comparacién con la intravenosa. EI ARNm no modificado administrado por via intratraqueal se asocié con
concentraciones significativamente mas altas de citocinas inflamatorias (IFN-a y TNF-a) en comparacion con los
controles de vehiculo, mientras que el ARNmuy no (Figura 19).

Por lo tanto, el ARNmuy se puede suministrar por inhalacion sin activar la respuesta inmune innata.
Ejemplo 19
SUMINISTRO DE ARNmy-EPO EN CELULAS 293

El ARNmy se generd a partir de un plasmido que contenia el ADNc de EPO humana. Cuando se transfectaron 0,25
ug de ARNmy-EPO en 108 células 293 cultivadas, se produjeron mas de 600 mU/ml de proteina EPO. Por lo tanto,
las moléculas de ARN modificado de la presente invencion son eficaces para suministrar proteinas recombinantes a
las células.

Ejemplo 20
PREPARACION DE CONSTRUCCIONES DE ARNmy QUE CODIFICAN EPO
MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

La secuencia codificante de EPO se clona usando técnicas de enzimas de restriccion para generar 2 nuevos
plasmidos, pTEV-EPO y pT7TS-EPO, que se usan como moldes para la producciéon de ARNmy-EPO. Los ARNmy-
EPO se producen a partir de estos moldes por transcripcion in vitro (kits MessageMachine® y MegaScript®;
Ambion,) utilizando ARN polimerasa de T7 (RNAP), incorporando nucledsidos a concentraciones equimolares (7,5
mM). Para incorporar las modificaciones de nucleosidos, y trifosfato ((TriLink, San Diego, CA) reemplaza a UTP en
la reaccion de transcripcion. Para garantizar la proteccion con caperuza del ARNmuy, se incluye también un analogo
de caperuza no reversible, 3'-O-Mem7GpppG 6 mM (New England BioLabs, Beverly, MA). Los ARNmy tienen una
cola de poli(A) en una reaccion de ~ 1,5 pg/ul de ARN, ATP 5 mM y 60 U/ul de poli(A) polimerasa de levadura (USB,
Cleveland, OH) mezclada a 30 °C durante 3 a 24 h. La calidad de los ARNmuy se evalla por electroforesis en gel de
agarosa desnaturalizante. También se realizan ensayos para LPS en las preparaciones de ARNm que usan el
analisis de Lisado de Amebocitos de Limulus de coagulo de gel con una sensibilidad de 3 pg/ml.

RESULTADOS

La region 3’ proximal no traducida (3' UTR) del ARNmy-EPO conserva un elemento estabilizante rico en pirimidina
de ~ 90 nt de longitud procedente del ARNm de EPO naciente, que estabiliza el ARNm de EPO por asociacion
especifica con una proteina ubicua, proteina de union a ARNm de eritropoyetina (ERBP). Para maximizar la
estabilidad de ARNmy-EPO, se incorporan 2 alteraciones en el plasmido de EPO para mejorar la estabilidad y la
eficacia traduccional del ARNm ftranscrito: 1) La secuencia A5' UTR del virus del grabado del tabaco (TEV) se
incorpora cadena arriba de la secuencia codificante de EPO para generar pTEV-EPO. 2) Se genera un plasmido,
pT7TS-EPO, en el que el ADNc de EPO esta flanqueado por secuencias que corresponden a 5’y 3' UTR de ARNm
de beta globina de Xenopus.

Ademas, se amplia la longitud de la cola de poli(A) durante la produccion del ARNmy a partir de estos moldes de
plasmido, al aumentar el periodo de incubacion de la reaccion de poli(A) polimerasa. La mayor longitud de la cola de
poli(A) disminuye la velocidad a la que el ARNmy se degrada durante la traduccion.

Estas mejoras dan como resultado una eficacia de traduccion in vivo potenciada, minimizando, por lo tanto, la dosis
terapéutica del producto final.

Ejemplo 21

ANALISIS IN VITRO DE PRODUCCION DE PROTEINA A PARTIR DE CONTRUCCIONES DE ARNm DE EPO
MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Preparacion de células de mamifero.

Se propagaron células embrionarias de riidn humano 293 (ATCC) en DMEM suplementado con glutamina
(Invitrogen) y FCS al 10% (Hyclone, Ogden, UT) (medio completo). Se obtuvieron muestras por leucoféresis de
voluntarios no infectados por VIH a través de un protocolo aprobado por IRB. Las CD se producen como se describe
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anteriormente y se cultivaron con GM-CSF (50 ng/ml) + IL-4 (100 ng/ml) (R & D Systems) en AIM V medium®
(Invitrogen).

Las células del bazo murino y CD se obtuvieron por procedimientos publicados. En resumen, los bazos de ratones
BALB/c se retiran asépticamente y se pican con pinzas en medio completo. Los fragmentos de tejido se sedimentan
por gravedad y la suspension de células individuales se lava y se lisa con tampén de lisis AKC (Sigma). Las CD
murinas derivan de células de médula dsea recolectadas de fémures y tibia de ratones BALB/c de 6-9 semanas de
edad. Las células se cultivan en DMEM que contiene FCS al 10% (Invitrogen) y 50 ng/ml de muGM-CSF (R&D) y se
usan el dia 7.

Transfeccion de células y deteccion de EPO y citocinas proinflamatorias

Las transfecciones se llevan a cabo con Lipofectin en presencia de tampén fosfato, un procedimiento de suministro
eficaz para la expresion celular esplénica e in vitro. Se afiade ARNmy-EPO (0,25 ug/pocillo; 100.000 células) a cada
tipo celular por triplicado durante 1 hora y el sobrenadante se reemplaza por medio fresco. 24 horas mas tarde, se
recolecta el sobrenadante para la medicion por ELISA de EPO, IFN-a o By TNF-a.

RESULTADOS

Para evaluar el impacto de UTR Unicas en la potenciaciéon de la eficacia traduccional de ARNmuy, el ARNmy-EPO
que contiene o no contiene, cada mejora (elemento 5' TEV, (B-globina 5"y 3' UTR ) con colas largas de poli(A) se
prueban para la produccién de proteina in vitro y activacion inmunitaria in vitro usando ARNm de EPO que contiene
nucledsidos convencionales como controles. La eficacia de la produccién de proteina de cada ARNm se evallia en
lineas celulares de mamiferos, (HEK293, CHO), CD primarias humanas y murinas y células de bazo para cada
ARNm. Se evalia la medicion de la EPO total producida en todos los tipos celulares y la inmunogenicidad (citocinas
proinflamatorias asociadas al sobrenadante) en las células primarias. La construccion de ARNm que demuestra la
combinacion éptima de alta produccién de EPO (en 1 o mas tipos celulares) y baja induccion de citocinas se usa en
estudios posteriores. Las mejoras en 5' y 3 UTR de ARNmy-EPO vy las colas de poli (A) mas largas dan como
resultado una potenciacion estimada de 2-10 veces en la eficacia de la traduccién, sin aumento en la
inmunogenicidad.

Ejemplo 22

CARACTERIZACION DE LA PRODUCCION DE EPO Y RESPUESTA BIOLOGICA A ARNmy-EPO IN VIVO
MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Administracion de ARNmy-EPO a ratones.

Todos los estudios con animales en el presente documento se llevaron a cabo de acuerdo con la Guia NIH para
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de la Universidad de Pensilvania. Se anestesian ratones hembra BALB/c (n=5 por condicién experimental;
6 semanas, 18 -23 g; Charles River Laboratories) usando halotano al 3,5% en una mezcla de N.O y O, (70:30), a
continuacion, se reduce el halotano al 1% y se mantiene la anestesia usando una mascara nasal. Las temperaturas
corporales de los animales se mantienen durante todo el procedimiento usando una almohadilla térmica calentada a
37 °C. Los complejos de ARNmy-PO-lipofectin (construidos mezclando cantidades variables de acido nucleico con 1
pl de lipofectin en 60 pl de volumen final) se inyectan en la vena lateral de la cola. Las muestras de sangre se
recolectan 3 veces al dia durante 3 dias después de la inyeccion de ARNm durante el estudio de curso temporal, en
1 momento 6ptimo en los estudios de dosis-respuesta y diariamente desde los dias 2-6 en los estudios de
reticulocitosis.

Determinacion de reticulocitos por citometria de flujo.

Las muestras de sangre completas se tifien usando reactivo Retic-COUNT (BD Diagnostics) y los sucesos de datos
se adquieren en un citometro de flujo FACScan. Los globulos rojos (RBC) se seleccionan por las propiedades de
dispersion directa y lateral y se analizan con respecto a la captacion de Naranja de Tiazol. Las células tefiidas con
reactivo Retic-COUNT se detectan por fluorescencia y los reticulocitos se expresan como el porcentaje de RBC total.
Se cuentan, al menos, 50.000 sucesos por muestra.

RESULTADOS

Para optimizar la produccion de proteina EPO humana (EPOh) biolégicamente funcional en respuesta a ARNm que
codifica EPO, se llevaron a cabo los siguientes estudios:

Curso_temporal de produccion de EPO después de una unica inyeccion de ARNmuw-EPO. Después de la
administracion intravenosa de 1 ug de ARNmy-EPO, se mide EPOh en serie desde 1-96 h después de la
administracion de ARNmy-EPO por ELISA, para determinar la semivida de la proteina EPO en el suero. Esta
semivida es el resultado tanto de la semivida de la proteina EPO como de la semivida funcional del ARNmuy-
EPO. El momento 6ptimo resultante para medir la proteina EPO después de la administracion de ARNmy-EPO
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se utiliza en estudios posteriores.

Dosis-respuesta de produccién de EPO después de una unica inyeccion con ARNmw-EPQ. Para determinar la
correlacion entre la cantidad de proteina EPO producida y la cantidad de ARNmy-EPO administrado, se
administran concentraciones crecientes de ARNmy-EPO (0,01 a 1 pg/animal) y se mide EPO en el momento
6ptimo.

Relacion_entre produccién de EPOh vy reticulocitosis. Para medir el efecto de ARNmy-EPO en un correlato
biologico de la actividad de EPO, se usa citometria de flujo para determinar la frecuencia de reticulocitos en
sangre). La citometria de flujo tiene un coeficiente de variacion de <3%. Los ratones reciben una dosis Unica de
ARNmuy-EPO y se extrae sangre de ratones diariamente desde los dias 2-6. La relacion entre la dosis de
ARNmuy-EPO vy la frecuencia de reticulocitos se evalla a continuacion en el momento de maxima reticulocitosis.
La dosis de ARNmy-EPO que conduce a un aumento de, al menos, un 5% en el recuento de reticulocitos se
utiliza en estudios posteriores. Se obtienen concentraciones séricas de EPOh en ratones de aproximadamente
50 mU/ml y/o un aumento en la frecuencia de reticulocitos de aproximadamente 5%.

Ejemplo 23

MEDICION DE RESPUESTAS INMUNITARIAS A ARNmy-EPO IN VIVO
MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Detecciodn de citocinas en el plasma.

En muestras de suero obtenidas de sangre recolectada en diferentes momentos durante y después de 7
administraciones diarias de ARNm complejado con lipofectin se analizan IFN-a de ratén, TNF-a y IL-12 utilizando kits
ELISA.

Analisis por transferencia Northern.

Se separaron alicuotas (2,0 yug) de muestras de ARN aisladas de bazo por electroforesis en gel de agarosa
desnaturalizante al 1,4%, se transfirieron a membranas cargadas (Schleicher y Schuell) y se hibridaron en
MiracleHyb® (Stratagene). Las membranas se tratan con sondas para TNF-a, moléculas de sefializacion de IFN
aguas abajo (por ejemplo, IRF7, IL-12 p35 y p40 y GAPDH) y otros marcadores de activacion inmunitaria. La
especificidad de todas las sondas se confirma por secuenciacion. Para sondar las membranas, se etiquetan 50 ng
de ADN utilizando Redivue [alfa-3?P] dCTP® (Amersham) con un kit de marcaje de cebadores aleatorios (Roche).
Las membranas hibridadas se exponen a la pelicula Kodak BioMax MS utilizando una pantalla de intensificador de
MS a-70 °C.

Histopatologia.

Los bazos de ratones tratados con ARNmy-EPO vy tratados con control positivo y negativo se recogen, se fijan, se
seccionan, se tiien con hematoxilina y eosina y se examinan por un patélogo veterinario en busca de signos de
activacion inmunitaria.

RESULTADOS

Para confirmar la inmunogenicidad reducida de las moléculas de ARN de la presente invencion, los ratones (n = 5)
reciben dosis diarias de ARNmy-EPO durante 7 dias, y a continuaciéon se evaluan los sucesos adversos mediados
por inmunidad, como los indicados por las concentraciones séricas de citocinas, la expresion esplénica de ARNm
que codifican proteinas inflamatorias y el examen patoldgico. Las dosis maximas administradas son de 3 pg o 5
veces la dosis Unica eficaz como se determina anteriormente. EI ARNm no modificado y Lipofectin® solo se usan
como controles positivo y negativo, respectivamente.

Estos estudios confirman la inmunogenicidad reducida de las moléculas de ARN de la presente invencion.
Ejemplo 24

POTENCIACION ADICIONAL DE PROCEDIMIENTOS DE SUMINISTRO DE ARNmy-EPO

Formacion de complejos de nanoparticulas.

Se mezclan soluciones de polimero y ARNmy para formar complejos. Se prueban y optimizan diversas condiciones
de formulacion: (1) los complejos de sub-22 nm polietilenimina (PEI))ARNm se preparan por adicion de 25
voliumenes de ARNm a 1 volumen de PEI en agua sin mezclar durante 15 minutos. (2) La poli-L-lisina-polietilenglicol
tipo varilla (PLL-PEG) con dimensiones promedio de 12x150 nm se sintetiza por adicion lenta de 9 voliumenes de
ARNmM a 1 volumen de CKszo-PEG1ox en tampodn de contraidon acetato mientras se agita con vortice. (3) Para la
sintesis de polimero portador de genes biodegradables, Se sintetiza el anhidrido poliaspartico co-etilenglicol (PAE)
por policondensacion de apertura de anillo de anhidrido N- (benciloxicarbonil)L-aspartico y etilenglicol. A
continuacién, la amina colgante del acido aspartico se desprotege y protona por acidificacion con cloruro de
hidrégeno y se condensa con ARNm. (4) Para la ultima generacion de nanoparticulas, se afiade alicuota Stock
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CK30PEG1ok en forma de acetato de amonio (1,25 ml; 6,4 mg/ml) a tubos Eppendorf siliconados. a continuacion, el
ARNmM se agrega lentamente a CK3PEG1ok (2,5 mg en 11,25 ml de H2O libre de RNasa) durante 1-2 minutos.
Después de 15 minutos, se diluye a 1:2 en H,O libre de RNasa.

Suministro intratraqueal.

Los ratones se anestesiaron con halotano al 3% (70% N2O + 30% O2) en una camara de anestesia y se mantuvieron
con halotano al 1% (70% N2O + 30% O-) durante la operacion con un cono nasal. Se expone la traquea y se
infunden 50 pl de complejo de ARNm con 150 pl de aire en el pulmén a través de la traquea usando jeringa Hamilton
de 250 pl (Hamilton, Reno, NV) con una aguja de 27 G de 1,27 cm.

RESULTADOS

Para mejorar la eficacia del suministro y la expresion de ARNmy administrado por via intratraqueal (i.t.), ARNmy se
encapsula en nanoparticulas. El empaquetado de nanoparticulas implica condensar y encapsular ADN (por ejemplo)
en particulas que son mas pequefias que el poro de la membrana nuclear, utilizando productos quimicos que
incluyen poli-L-lisina y polietilenglicol. EI ARN se empaqueta en 4 formulaciones de nanoparticulas diferentes (PEI,
PLL, PAE y CK3,PEG1ok) y se compara la eficacia del suministro de ARNm para comparar el ARNmy que codifica
luciferasa (Luc-ARNm). La cinética del suministro y la respuesta a la dosis se caracterizan a continuacion utilizando
ARNmy-EPO.

Ejemplo 25

PREVENCION DE REESTENOSIS POR SUMINISTRO EN LA ARTERIA CAROTIDA DE ARNm MODIFICADO
QUE CODIFICA PROTEINA DE CHOQUE TERMICO RECOMBINANTE

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Diseno experimental

El ARN se administra a la arteria cardtida de las ratas por inyeccion intraarterial cerca del momento de la
angioplastia con baldn, después de lo cual se restablece el flujo sanguineo. Las ratas se sacrifican 3 h después de la
inyeccion, se escinden secciones de la arteria carétida, se recogen y se homogeneizan las células endoteliales
vasculares y la actividad de la luciferasa se determina como se describe en los Ejemplos anteriores.

RESULTADOS

El ARN modificado con pseudouridina que codifica luciferasa se administra a las ratas en las arterias carétidas. 3
horas mas tarde, se puede detectar ARN luciferasa en el lugar de suministro, pero no en lugares adyacentes.

A continuacion, este protocolo se usa para prevenir la reestenosis de un vaso sanguineo después de la angioplastia
con balén en un modelo de reestenosis animal, por el suministro de ARN modificado que codifica una proteina de
choque térmico, por ejemplo, HSP70; un factor de crecimiento (por ejemplo, factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), factor de crecimiento endotelial vascular (V-EGF) o factor de crecimiento similar a insulina (IGF);
0 una proteina que regula negativamente o antagoniza la sefializacién del factor de crecimiento. La administracion
de ARN modificado reduce la incidencia de reestenosis.

Ejemplo 26

TRATAMIENTO DE FIBROSIS QUISTICA POR EL SUMINISTRO DE MOLECULAS DE ARNm MODIFICADAS
QUE CODIFICAN CFTR AL EPITELIO RESPIRATORIO

Se suministra ARN modificado con pseudouridina o nucledsido que codifica CFTR, como se describe en el Ejemplo
16, a los pulmones de un modelo animal de fibrosis quistica y se evalia su efecto sobre la enfermedad como se
describe en Scholte BJ, y col (Animal models of cystic fibrosis. J Cyst Fibros 2004; 3 Suppl2: 183-90) o Copreni E, y
col., Lentivirus-mediated gene transfer to the respiratory epithelium: a promising approach to gene therapy of cystic
fibrosis. GeneTher 2004; 11 Suppl 1: S67-75). La administracion de ARN mejora la fibrosis quistica.

En experimentos adicionales, las moléculas de ARN modificado de la presente invencién se usan para suministrar a
los pulmones, otras proteinas recombinantes de valor terapéutico, por ejemplo, a través de un inhalador que
suministra ARN.

Ejemplo 27

TRATAMIENTO DE XLA POR EL SUMINISTRO DE MOLECULAS DE ARNm MODIFICADAS QUE CODIFICAN
ADA A CELULAS HEMATOPOYETICAS

El ARN modificado con pseudouridina o nucledsido que codifica ADA se administra a las células hematopoyéticas de
un modelo animal de agammaglobulinemia ligada al cromosoma X, y se evalia su efecto sobre la enfermedad tal
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como se describe en Tanaka M, Gunawan F, y col., inhibition of heart transplant injury and graft coronary artery
disease after prolonged organ ischemia by selective protein kinase C regulators. J Thorac Cardiovasc Surg
2005;129(5): 1160-7) o Zonta S, Lovisetto F, y col., Ureteroneocystostomy in a swine model of kidney
transplantation: a new technique. J Surg Res. 2005 Apr;124(2):250-5). Se encuentra que la administracion del ARN
mejora la XLA.

Ejemplo 28

PREVENCION DE RECHAZO DE ORGANOS POR SUMINISTRO DE MOLECULAS DE ARNm QUE CODIFICAN
PROTEINAS INMUNOMODULADORAS A UN LUGAR DE TRANSPLANTE

ElI ARNm modificado con pseudouridina o nucledsido que codifica una citocina, una quimioquina o un interferén IS
(por ejemplo, IL-4, IL-13, IL-I0 o TGF-B) se suministra a un lugar de trasplante de un modelo animal de rechazo de
trasplante de érganos y se evalla su efecto sobre la incidencia de rechazo como se describe en Yu PW, Tabuchi R
S y col, Sustained correction of B-cell development and function in a murine model of X-linked agammaglobulinemia
(XLA) using retroviral-mediated gene transfer. Blood. 2004 104(5): 1281-90) o Satoh M, Mizutani A y col, X-linked
immunodeficient mice spontaneously produce lupus-related anti20 RNA helicase A autoantibodies, but are resistant
to pristane-induced lupus. Int Immunol 2003, 15(9):1117-24). La administracion de ARN reduce la incidencia del
rechazo de trasplante.

Ejemplo 29

TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE NIEMANN-PICK, MUCOPOLISACARIDOSIS, Y OTROS ERRORES
METABOLICOS CONGENITOS POR EL SUMINISTRO DE ARNm A TEJIDOS CORPORALES

Se suministra ARN modificado con pseudouridina o nucledsido que codifica esfingomielinasa a pulmén, cerebro u
otro tejido de los modelos animales de la enfermedad de Niemann-Pick de tipo A y B y se evalua su efecto sobre la
enfermedad como se describe en Passini MA, Macauley SL, y col., AAV vector-mediated correction of brain
pathology in a mouse model of Niemann-Pick A disease. Mol Ther 2005; 11(5): 754-62) o Buccoliero R, Ginzburg L, y
col., Elevation of lung surfactant phosphatidylcholine in mouse models of Sandhoff and of Niemann-Pick A disease. J
Inherit Metab Dis 2004;27(5): 641-8). Se encuentra que la administracion del ARN mejora la enfermedad.

El ARN modificado con pseudouridina o nucledsido alfa-L-iduronidasa, iduronato-2-sulfatasa o enzimas relacionadas
se suministra a los tejidos corporales de un modelo animal de mucopolisacaridosis y se evalia su efecto en la
enfermedad como se describe en Simonaro CM, DAngelo M, y col, Joint and bone disease in
mucopolysaccharidoses VI and VII: identification of new therapeutic targets and biomarkers using animal models.
Pediatr Res 2005;57(5 Pt 1): 701-7) o McGlynn R, Dobrenis K, y col., Differential subcellular localization of
cholesterol, gangliosides, and glycosaminoglycans in murine models of mucopolysaccharide storage disorders. J
Comp Neurol 2004 20;480(4): 415-26). La administracion de ARN mejora la enfermedad.

En experimentos adicionales, las moléculas de ARN modificado de la presente invencién se usan para proporcionar
factores de coagulacion (por ejemplo, para hemofilicos). En experimentos adicionales, las moléculas de ARN
modificado de la presente invencion se usan para proporcionar acido-B-glucosidasa para tratar la enfermedad de
Gaucher. En experimentos adicionales, las moléculas de ARN modificado de la presente invencién se usan para
proporcionar alfa-galactosidasa A para tratar de la enfermedad de Fabry. En experimentos adicionales, las
moléculas de ARN modificado de la presente invencién se usan para proporcionar citocinas para el tratamiento de
enfermedades infecciosas.

En experimentos adicionales, las moléculas de ARN modificado de la presente invencion se usan para corregir
errores de metabolismo congénitos, por administracion de moléculas de ARNm que codifican, por ejemplo ABCA4;
ABCD3; ACADM; AGL; AGT; ALDH4A1; ALPL; AMPD1; APOA2; AVSD1; BRCD2; C1QA; C1QB; C1QG; C8A; C8B;
CACNA1S; CCV; CD3Z; CDC2L1; CHML; CHS1; CIAS1; CLCNKB; CMD1A; CMH2; CMM; COL11AIl; COL8A2;
COL9A2; CPT2; CRB1; CSE; CSF3R; CTPA; CTSK; DBT; DIOI; DISC1; DPYD; EKV; ENO1; ENO1P; EPB41;
EPHX1; F13B; F5; FCGR2A; FCGR2B; FCGR3A; FCHL; FH; FM03; FM04; FUCAT1; FY; GALE; GBA; GFND; GJAS;
GJB3; GLC3B; HF1; HMGCL; HPC1; HRD; HRPT2; HSD3B2; HSPG2; KCNQ4; KCS; KIF1B; LAMB3; LAMC2;
LGMD1B; LMNA; LOR; MCKD1; MCL1; MPZ; MTHFR; MTR; MUTYH; MYOC; NB; NCF2; NEM1; NPHS2; NPPA;
NRAS; NTRK1; OPTA2; PBX1; PCHC; PGD; PHA2A; PHGDH; PKLR; PKP1; PLA2G2A; PLOD; PPOX; PPT1;
PRCC; PRG4; PSEN2; PTOS1; REN; RFX5; RHD; RMD1; RPE65; SCCD; SERPINC1; SJS1; SLC19A2; SLC2A1;
SPG23; SPTA1; TAL1; TNFSF6; TNNT2; TPM3; TSHB; UMPK; UOX; UROD; USH2A; VMGLOM; VWS; WS2B;
ABCB11; ABCG5; ABCGS8; ACADL; ACPI; AGXT; AH HR; ALMS1; ALPP; ALS2; APOB; BDE; BDMR; BJS; BMPR2;
CHRNA1; CMCWTD; CNGAS3; COL3A1; COL4A3; COL4A4; COL6A3; CPS1; CRYGA; CRYGEP1; CYP1Bf1;
CYP27A1; DBI; DES; DYSF; EDAR; EFEMP1; EIF2AK3; ERCC3; FSHR; GINGF; GLC1B; GPD2; GYPC; HADHA,;
HADHB; HOXD13; HPEZ2; IGKC; IHH; IRS1; ITGA6; KHK; KYNU; LOT; LHCGR; LSFC; MSH2; MSH6; NEB; NMTC;
NPHP1; PAFAH1P1; PAX3; PAX8; PMS1; PNKD; PPH1; PROC; REGIA; SAG; SFTPB; SLC11A1; SLC3A1; SOS1;
SPG4; SRD5A2; TCL4; TGFA; TMD; TPO; UGT1A@; UV24; WSS; XDH; ZAP70; ZFHX1B; ACAA1; AGS1; AGTR1;
AHSG; AMT; ARMET; BBS3; BCHE; BCPM; BTD; CASR; CCR2; CCR5; CDL1; CMT2B; COL7A1; CP; CPO; CRY;
CTNNB1; DEM; ETM1; FANCD2; F1H; FOXL2; GBE1; GLB1; GLC1C; GNAI2; GNAT1; GP9; GPX1; HGD; HRG;
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ITIH1; KNG; LPP; LRS1; MCCC1; MDS1; MHS4; MITF; MLH1; MYL3; MYMY; OPA1; P2RY12; PBXPI; PCCB; POU1
Fl; PPARG; PROS1; PTHR1; RCA1; RHO; SCA7; SCLC1; SCN5A; SI; SLC25A20; SLC2A2; TF; TGFBR2; THPO;
THRB; TKT; TM4SF1; TRH; UMPS; UQCRC1; USH3A; VHL; WS2A; XPC; ZNF35; ADH1B; ADH1C; AFP; AGA;
AIH2; ALB; ASMD; BFHD; CNGA1; CRBM; DCK; DSPP; DTDP2; ELONG; ENAM; ETFDH; EVC; F11; FABP2;
FGA;FGB; FGFR3; FGG; FSHMD1A; GC; GNPTA; GNRHR; GYPA; HCA; HCL2; HD; HTN3; HVBS6; IDUA; IF; JPD;
KIT; KLKB1; LQT4; MANBA; MLLT2; MSX1; MTP; NR3C2; PBT; PDE6B; PEE1; PITX2; PKD2; QDPR; SGCB;
SLC25A4; SNCA; SOD3; STATH; TAPVR1; TYS; WBS2; WFS1; WHCR; ADAMTS2; ADRB2; AMCN; AP3BI; APC;
ARSB; B4GALT7; BHR1; C6; C7; CCAL2; CKN1; CMDJ; CRHBP; CSF1R; DHFR; DIAPH1; DTR; EOS; EPD; ERVR;
F12; FBN2; GDNF; GHR; GLRA1; GM2A; HEXB; HSD17B4; ITGA2; KFS; LGMD1A; LOX; LTC4S; MAN2A1; MCC;
MCCC2; MSH3; MSX2; NR3C1; PCSK1; PDE6A; PFBI; RASA1; SCZD1; SDHA; SGCD; SLC22A5; SLC26A2;
SLC6A3; SM1; SMA@; SMN1; SMN2; SPINK5; TCOF1; TELAB1; TGFBI; ALDH5A1; ARG1; AS; ASSP2; BCKDHB;
BF; C2; C4A; CDKN1A; COL10A1; COL11A2; CYP21A2; DYX2; EJM1; ELOVL4; EPM2A; ESR1; EYA4; F13A1;
FANCE; GCLC; GJA1; GLYS1; GMPR; GSE; HCR; HFE; HLA-A; HLA-DPB1; HLA-DRA; HPFH; ICS1; IDDM1;
IFNGR1; IGAD1; IGF2R; ISCW; LAMAZ2; LAP; LCA5; LPA; MCDR1; MOCS1; MUT; MYB; NEU1; NKS1; NYS2; OAS3;
OODD; OFC1; PARK2; PBCA; PBCRA1; PDB1; PEX3; PEX6; PEX7; PKHD1; PLA2G7; PLG; POLH; PPAC;
PSORS1; PUJO; RCD1; RDS; RHAG; RP14; RUNX2; RWS; SCA1; SCZD3; SIASD; SOD2; ST8; TAP1; TAP2;
TFAP2B; TNDM; TNF; TPBG; TPMT; TULP1; WISP3; AASS; ABCB1; ABCB4; ACHE; AQP1; ASL; ASNS; AUTS1;
BPGM; BRAF; C7orf2; CACNA2D1; CCM1; CD36; CFTR; CHORDOMA; CLCN1; CMH6; CMT2D; COL1A2; CRS;
CYMD; DFNA5; DLD; DYT11; EEC1; ELN; ETV1; FKBP6; GCK; GHRHR; GHS; GLI3; GPDS1; GUSB; HLXB9;
HOXA13; HPFH2; HRX; IAB; IMMP2L; KCNH2; LAMB1; LEP; MET; NCF1 ;NM; OGDH; OPN1SW; PEX1; PGAM2;
PMS2; PON1; PPP1R3A; PRSS1; PTC; PTPN12; RP10; RP9; SERPINE1; SGCE; SHFM1; SHH; SLC26A3;
SLC26A4; SLOS; SMAD1; TBXAS1; TWIST; ZWS1; ACHM3; ADRB3; ANKI; CA1; CA2; CCAL1; CLN8; CMT4A;
CNGB3; COH1; CPP; CRH; CYP11B1; CYP11B2; DECR1; DPYS; DURS1; EBS1; ECA1; EGI; EXT1; EYAT;
FGFR1; GNRH1; GSR; GULOP; HR; KCNQ3; KFM; KWE; LGCR; LPL; MCPH1; MOS; MYC; NAT1; NAT2; NBS1;
PLAT; PLEC1; PRKDC; PXMP3; RP1; SCZD6; SFTPC; SGM1; SPG5A; STAR; TG; TRPS1; TTPA; VMD1; WRN;
ABCA1; ABL1; ABO; ADAMTS13; AK1; ALAD; ALDH1A1; ALDOB; AMBP; AMCD1; ASS; BDMF; BSCL; C5;
CDKN2A; CHAC; CLA1; CMD1B; COL5A1; CRAT; DBH; DNAI1; DYS; DYT1; ENG; FANCC; FBP1; FCMD; FRDA;
GALT; GLDC; GNE; GSM1; GSN; HSD17B3; HSN1; IBM2; INVS; JBTS1; LALL; LCCS1; LCCS; LGMD2H; LMX1B;
MLLT3; MROS; MSSE; NOTCH1; ORM1; PAPPA; PIP5K1B; PTCH; PTGS1; RLN1; RLN2; RMRP; ROR2; RPD1;
SARDH; SPTLC1; STOM; TDFA; TEK; TMC1; TRIM32; TSC1; TYRP1; XPA; CACNB2; COL17A1; CUBN; CXCL12;
CYP17; CYP2C19; CYP2C9; EGR2; EMX2; ERCC6; FGFR2; HK1; HPSI; IL2RA; LGI1; LIPA; MAT1A; MBL2; MKI67;
MXI1; NODAL; OAT; OATL3; PAX2; PCBD; PE01; PHYH; PNL1P; PSAP;PTEN; RBP4; RDPA; RET; SFTPA1;
SFTPD; SHFM3; SIAL; THC2; TLX1; TNFRSF6; UFS; UROS; AA; ABCC8; ACAT1; ALX4; AMPD3; ANC; APOAT;
APOA4; APOC3; ATM; BSCL2; BWS; CALCA; CAT; CCND1; CD3E; CD3G; CD59; CDKN1C; CLN2; CNTF; CPT1A;
CTSC; DDB1; DDB2; DHCR7; DLAT; DRD4; ECB2; ED4; EVR1; EXT2; F2; FSHB; FTH1; G6PT1; G6PT2; GIF;
HBB; HBBP1; HBD; HBE1; HBG1; HBG2; HMBS; HND; HOMG2; HRAS; HVBS1; IDDM2; IGER; INS; JBS; KCNJ11;
KCNJ1; KCNQ1; LDHA; LRP5; MEN1; MLL; MYBPC3; MYO7A; NNO1; OPPG; OPTB1; PAX6; PC; PDX1; PGL2;
PGR; PORC; PTH; PTS; PVRL1; PYGM; RAG1; RAG2; ROM1; RRAS2; SAA1; SCA5; SCZD2; SDHD; SERPING(1;
SMPD1; TCIRG1; TCL2; TECTA; TH; TREH; TSG101; TYR; USH1C; VMD2; VRN1; WT1; WT2; ZNF145; A2M;
AAAS; ACADS; ACLS; ACVRL1; ALDH2; AMHR2; AOM; AQP2; ATD; ATP2A2; BDC; C1R; CD4; CDK4; CNA(1;
COL2A1; CYP27B1; DRPLA; ENUR2; FEOM1; FGF23; FPF; GNB3; GNS; HAL; HBP1; HMGA2; HMN2; HPD; IGF1;
KCNA1; KERA; KRAS2; KRT1; KRT2A; KRT3; KRT4; KRT5; KRT6A; KRT6B; KRTHB6; LDHB; LYZ; MGCT; MPE;
MVK; MYL2; OAP; PAH; PPKB; PRB3; PTPN11; PXR1; RLS; RSN; SAS; SAX1; SCA2; SCNN1A; SMAL; SPPM;
SPSMA; TBX3; TBX5; TCF1; TPM; TSC3; ULR; VDR; VWF; ATP7B; BRCA2; BRCD1; CLN5; CPB2; ED2; EDNRB;
ENUR1; ERCCS5; F10; F7; GJB2; GJB6; IPF1; MBS1; MCOR; NYS4; PCCA; RB1; RHOK; SCZD7; SGCG; SLC10A2;
SLC25A15; STARP1; ZNF198; ACHM1; ARVDI; BCH; CTAA1; DAD1; DFNB5; EML1; GALC; GCH1; IBGC1; IGH@;
grupo IGHC; IGHG1; IGHM; IGHR; IV; LTBP2; MCOP; MJD; MNG1 MPD1; MPS3C; MYH6; MYH7; NP; NPC2;
PABN1; PSEN1 PYGL; RPGRIP1; SERPINA1; SERPINA3; SERPINAG; SLC7A7; SPG3A; SPTB; TCL1A; TGMI;
TITF1; TMIP; TRA@; TSHR; USH1A; VP; ACCPN; AH02; ANCR; B2M; BBS4; BLM; CAPN3; CDAN1; CDANS;
CLN6; CMH3; CYP19; CYP1A1; CYP1A2; DYX1; EPB42; ETFA; EYCL3; FAH; FBN1; FES; HCVS; HEXA; IVD;
LCS1; LIPC; MY05A; OCA2; OTSC1; PWCR; RLBP1; SLC12A1; SPG6; TPM1; UBE3A; WMS; ABCC6; ALDOA,;
APRT; ATP2A1; BBS2; CARD15; CATM; CDH1; CETP; CHST6; CLN3; CREBBP; CTH; CTM; CYBA; CYLD; DHS;
DNASE1; DPEP1; ERCC4; FANCA; GALNS; GAN; HAGH; HBA1; HBA2; HBHR; HBQ1; HBZ; HBZP; HP; HSD11B2;
IL4R; LIPB; MC2R; MEFV; MHC2TA; MLYCD; MMVP1; PHKB; PHKG2; PKD1; PKDTS; PMM2; PXE; SALL1; SCA4;
SCNN1B; SCNN1G; SLC12A3; TAT; TSC2; VDI; WT3; ABR; ACACA; ACADVL; ACE; ALDH3A2; APOH; ASPA;
AXIN2; BCL5; BHD; BLMH; BRCA1; CACD; CCA1; CCZS; CHRNB1; CHRNE; CMT1A; COL1A1; CORD5; CTNS;
EPX; ERBB2; G6PC; GAA; GALK1; GCGR; GFAP; GH1; GH2; GP1BA; GPSC; GUCY2D; ITGA2B; ITGB3; ITGB4;
KRT10; KRT12; KRT13; KRT14; KRT14L1; KRT14L2; KRT14L3; KRT16; KRT16L1; KRT16L2; KRT17; KRT9;
MAPT; MDB; MDCR; MGI; MHS2; MKS1; MPO; MY015A; NAGLU; NAPB; NF1; NME1; P4HB; PAFAH1B1;
PECAM1; PEX12; PHB; PMP22; PRKAR1A; PRKCA; PRKWNK4; PRP8; PRPF8; PTLAH; RARA; RCV1; RMSA1;
RP17; RSS; SCN4A; SERPINF2; SGCA; SGSH; SHBG; SLC2A4; SLC4A1; SLC6A4; SMCR; SOST; SOX9; SSTR2;
SYM1; SYNS1; TCF2; THRA; TIMP2; TOC; TOP2A; TP53; TRIM37; VBCH; ATP8B1; BCL2; CNSN; CORD1; CYBS5;
DCC; F5F8D; FECH; PEO; LAM A3; LCFS2; MADH4; MAFD1; MC2R; MCL; MYP2; NPC1; SPPK; TGFBRE; TGIF;
TTR; AD2; AMH; APOC2; APOE; ATHS; BAX; BCKDHA; BCL3; BFIC; C3; CACNA1A; CCO; CEACAM5; COMP;
CRX; DBA; DDU; DFNA4; DLL3; DM1; DMWD; E11S; ELA2; EPOR; ERCC2; ETFB; EXT3; EYCL1; FTL; FUT1;
FUT2; FUT6; GAMT; GCDH; GPI; GUSM; HB1; HCL1; HHC2; HHC3; ICAM3; INSR; JAK3; KLK3; LDLR; LHB; LIG1;
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LOH19CR1; LYL1; MAN2B1; MCOLN1; MDRV; MLLT1; NOTCH3; NPHS1; OFC3; OPA3; PEPD; PRPF31; PRTN3;
PRX; PSG1; PVR; RYR1; SLC5A5; SLC7A9; STK11; TBXA2R; TGFB1; TNNI3; TYROBP; ADA; AHCY; AVP;
CDAN2; CDPD1; CHED1; CHED2; CHRNA4; CST3; EDN3; EEGV1; FTLL1; GDF5; GNAS; GSS; HNF4A; JAGT;
KCNQ2; MKKS; NBIA1; PCK1; PI3; PPCD; PPGB; PRNP; THBD; TOPI; AIRE; APP; CBS; COL6A1; COL6A2;
CSTB; DCR; DSCR1; FPDMM; HLCS; HPE1; ITGB2; KCNE1; KNO; PRSS7; RUNX1; SOD1; TAM; ADSL; ARSA;
BCR; CECR; CHEK2; COMT; CRYBB2; CSF2RB; CTHM; CYP2D6; CYP2D7P1; DGCR; DIA1; EWSR1; GGT1;
MGCR; MN1; NAGA; NF2; OGS2; PDGFB; PPARA; PRODH; SC02; SCZD4; SERPIND1; SLC5A1; SOX10; TCNZ2;
TIMP3; TST; VCF; ABCD1; ACTL1; ADFN; AGMX2; AHDS; AIC; AIED; AIH3; ALAS2; AMCD; AMELX; ANOP1; AR;
ARAF1; ARSC2; ARSE; ARTS; ARX; ASAT; ASSP5; ATP7A; ATRX; AVPR2; BFLS; BGN; BTK; BZX; C1HR;
CACNA1F; CALB3; CBBM; CCT; CDR1; CFNS; CGF1; CHM; CHR39C; CIDX; CLA2; CLCNS5; CLS; CMTX2;
CMTX3; CND; COD1; COD2; COL4A5; COL4A6; CPX; CVD1; CYBB; DCX; DFN2; DFN4; DFN6; DHOF; DIAPHZ2;
DKC1; DMD; DSS; DYT3; EBM; EBP; ED1; ELK1; EMD; EVR2; F8; F9; FCP1; FDPSL5; FGD1; FGS1; FMR1;
FMR2; G6PD; GABRAS3; GATA1; GDI1; GDXY; GJB1; GK; GLA; GPC3; GRPR; GTD; GUST; HMS1; HPRT1; HPT;
HTC2; HTR2C; HYR; IDS; IHG1; IL2RG; INDX; IP1; IP2; JMS; KAL1; KFSD; L1CAM; LAMP2; MAA; MAFD2; MAOA;
MAOB; MCF2; MCS; MEAX; MECP2; MF4; MGC1; MIC5; MIDI; MLLT7; MLS; MRSD; MRX14; MRX1; MRX20;
MRX2; MRX3; MRX40; MRXA; MSD; MTM1; MYCL2; MYP1; NDP; NHS; NPHL1; NROB1; NSX; NYS1; NYX; OA1;
OASD; OCRL; ODT1; OFD1; OPA2; OPD1; OPEM; OPN1LW; OPN1MW; OTC; P3; PDHA1; PDR; PFC; PFKFB1;
PGK1; PGK1P1; PGS; PHEX; PHKA1; PHKA2; PHP; PIGA; PLP1; POF1; POLA; POU3F4; PPMX; PRD; PRPS1;
PRPS2; PRS; RCCP2; RENBP; RENS1; RP2; RP6; RPGR; RPS4X; RPS6KA3; RS1; SlI; SDYS; SEDL; SERPINA7;
SH2D1A; SHFM2; SLC25A5; SMAX2; SRPX; SRS; STS; SYN1; SYP; TAF1; TAZ; TBX22; TDD; TFE3; THAS; THC;
TIMMS8A; TIMP1; TKCR; TNFSF5; UBE1; UBE2A; WAS; WSN; WTS; WWS; XIC; XIST; XK; XM; XS; ZFX; ZIC3;
ZNF261; ZNF41; ZNF6; AMELY; ASSP6; AZF1; AZF2; DAZ; GCY; RPS4Y; SMCY; SRY; ZFY; ABAT; AEZ; AFA,
AFD1; ASAH1; ASD1; ASMT; CCAT; CECR9; CEPA; CLA3; CLN4; CSF2RA; CTS1; DF; DIH1; DWS; DYT2; DYT4;
EBR3; ECT; EEF1A1L14; EYCL2; FANCB; GCSH; GCSL; GIP; GTS; HHG; HMI; HOAC; HOKPP2; HRPT1;
HSD3B3; HTC1; HV1S; ICHQ; ICR1; ICR5; IL3RA; KAL2; KMS; KRT18; KSS; LCAT; LHON; LIMM; MANBB;
MCPH2; MEB; MELAS; MIC2; MPFD; MS; MSS; MTATP6; MTCO01; MTC03; MTCYB; MTND1; MTND2; MTND4;
MTND5; MTND6; MTRNR1; MTRNR2; MTTE; MTTG; MTTI; MTTK; MTTL1; MTTL2; MTTN; MTTP; MTTS1;
NAMSD; OCD1; OPD2; PCK2; PCLD; PCOS1; PFKM; PKD3; PRCA1; PR01; PROP1; RBS; RFXAP; RP; SHOX;
SLC25A6; SPG5B; STO; SUOX; THM o TTD.

Ejemplo 30

TRATAMIENTO DE VASOESPASMO POR SUMINISTRO DE MOLECULAS DE ARNm MODIFICADAS QUE
CODIFICAN iNOS A TEJIDOS CORPORALES

Se suministra ARN modificado con pseudouridina o nucledsido que codifica 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) al
endotelio vascular de modelos de animales de vasoespasmo (por ejemplo, hemorragia subaracnoidea) y se evalla
su efecto sobre la enfermedad como se describe en Pradilla G, Wang PP, y col., Prevention of vasospasm by anti-
CD 11/CD18 monoclonal antibody therapy following subarachnoid hemorrhage in rabbits. J Neurosurg 2004;101(1):
88-92) o Park S, Yamaguchi M, y col., Neurovascular protection reduces early brain injury after subarachnoid
hemorrhage. Stroke 2004;35(10): 2412-7). La administracion de ARN mejora la enfermedad.

Ejemplo 31

RESTAURACION DEL CRECIMIENTO DEL CABELLO POR EL SUMINISTRO DE ARNm MODIFICADO QUE
CODIFICA UNA PROTEINA INMUNOSUPRESORA

Se suministra ARN modificado con pseudouridina o nucledsido que codifica una telomerasa o una proteina
inmunosupresora (por ejemplo, a-MSH, TGF- 1 o IGF-I a los foliculos pilosos de los animales utilizados como
modelos de pérdida de cabello o calvicie, y se evalua su efecto sobre el crecimiento del cabello como se describe en
Jiang J, Tsuboi R, y col., Topical application of ketoconazole stimulates hair growth in C3H/HeN mice. J Dermatol
2005;32(4): 243-7) o McElwee KJ, Freyschmidt-Paul P, y col., Transfer of CD8(+) cells induces localized hair loss
whereas CD4(+)/CD25(-) cells promote systemic alopecia areata and CD4(+)/CD25(+) cells blockade disease onset
in the C3H/HeJ mouse model. J Invest Dermatol 2005;124(5): 947-57). La administracion del ARN restaura el
crecimiento del cabello.

Ejemplo 32

SiNTES[S DE UNA MOLECULA DE ARN TRANSCRITA IN VITRO CON UN ARNip QUE CONTIENE
NUCLEOSIDOS ALTERADOS

Una molécula de ARN bicatenario (ARNbc) que comprende pseudouridina o un nucledsido modificado y que
comprende ademas un ARN de interferencia pequefio (ARNip) o ARN de horquilla corta (ARNhc) se sintetiza por el
siguiente procedimiento: Se sintetizan cadenas de ARN complementarias con la secuencia deseada que contiene
uridina o 1 o mas nucledsidos modificados por transcripcion in vitro (por ejemplo, por ARN polimerasa de fago T7,
SP6 o T3) como se describe en el Ejemplo 5. Las moléculas de ARNbc presentan inmunogenicidad reducida. En
otros experimentos, la molécula de ARNbc se disefia para ser procesada por una enzima celular para producir el
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ARNip o ARNhc. Debido a que las moléculas de ARNbc de varios cientos de nucleétidos se sintetizan faciimente,
cada ARNbc también puede disefiarse para que contenga varias moléculas de ARNip o ARNhc, para facilitar el
suministro de multiples ARNip o ARNhc a una sola célula diana.

Ejemplo 33

USO DE UNA MOLECULA DE ARN TRANSCRITA /N VITRO CON NUCLEOSIDOS ALTERADOS PARA
SUMINISTRAR ARNip

La molécula de ARNbc del ejemplo anterior se compleja con un reactivo de transfeccion (por ejemplo, un reactivo de
transfeccion catiodnico, un reactivo de transfeccién basado en lipidos, un reactivo de transfeccién basado en proteina,
un reactivo de transfeccion basado en polietilenimina o fosfato de calcio) y se administra a una célula diana de
interés. Las enzimas en o sobre la superficie de la célula diana degradan el ARNbc en la(s) molécula(s) deseada(s)
de ARNip o de ARNhc. Este procedimiento silencia eficazmente la transcripcion de 1 o mas genes celulares que
corresponden a la(s) secuencia(s) de ARNip o ARNhc.

Ejemplo 34

PRUEBA DEL EFECTO DE MODIFICACIONES ADICIONALES DE NUCLEOSIDOS EN LA INMUNOGENICIDAD
DEL ARNY LA EFICACIA DE LA TRADUCCION

Se introducen modificaciones de nucledsidos adicionales en ARN transcrito in vitro, usando los procedimientos
descritos anteriormente en los Ejemplos 5 y 10 y se prueban sus efectos sobre la eficacia de traduccion de
inmunogenicidad como se describe en los Ejemplos 4-11 y 12-18, respectivamente. Se encuentra que ciertas
modificaciones adicionales disminuyen la inmunogenicidad y potencian la traduccion. Estas modificaciones son
realizaciones adicionales de los procedimientos y composiciones de la presente invencion.

Las modificaciones probadas incluyen, por ejemplo: m'A; m?A; Am; ms?méA; i®A; ms?i6A; 108A; ms2i08A; gfA; toA;
ms28A; mBteA; hnbA; ms?hn®A; Ar(p); I; m'l; m'Im; m3C; Cm; S°C; ac*C; f°%c; m®Cm; ac*Cm; k’c; m'G; m?G; m’G; Gm;
m2G; m2Gm; m%Gm; Gr(p); yW; oyW; OHyW; OHyW*; imG; mimG; Q; oQ; galQ; manQ; preQq; PreQq; G*; D;
moUm', m'¥Y; WYm; S*U; -m%s?U', S?Um, 'acp®U-, ho®u., mo®U-; cmo®U-; memo®U; chm®U; mchmdU-; memdU;
mcmPUM; mem®s2U; nm®s2U; mnm3®U; mnm®s2U; mnm®se2U; ncm®U; ncm?Um; cmnm5U; cmnMPUm; cmnm®s2U;
mb&A; Im; m*C; m*Cm; hm°C; m3U; m'acp3¥; cm®U; mfAm; m®Am; m?7G; m227G; m3Um; m°D; m3W¥; f5Cm; m'Gm;
m'Am; Tm5U; Tm%s2U; imG-14; imG2; y ac®A.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS PARA LOS EJEMPLOS 35-38

Purificacion de ARN por HPLC: El ARNm producido por transcripcion de polimerasa de T7 se purificé por HPLC
usando una matriz de columna de microesferas de copolimero de poliestireno-divinilbenceno (PS-DVB) no porosa
alquilada (2,1 ym) (columna de 21 mm X 100 mm) y un sistema tampo6n de acetato de trietilamonio (TEAA) con un
gradiente de acetonitrilo. El tampdn A contenia 0,1 M de TEAA y el tampdn B contenia 0,1 M de TEAA y acetonitrilo
al 25%. Las columnas se equilibraron con un 38% de tampon B en el tampdn A, cargados con ARN, y a continuacion
se procesaron con un gradiente lineal al 55% de tampdn B durante 30 minutos a 5 ml/minuto. Se recolectaron las
fracciones correspondientes al pico deseado. Los analisis de ARN se llevaron a cabo con la misma matriz de
columna y sistema de tampon, pero usando una columna de 7,8 mm x 50 mm a 1,0 ml/min y una duracion de
gradiente de 25 minutos.

Aislamiento de ARN a partir de fracciones de columna: Las fracciones recolectadas se combinaron y, en primer
lugar, se concentré su contenido de ARN utilizando unidades de filtro de centrifuga Amicon Ultra-15 con membrana
30K (Millipore). El dispositivo de filtro se llend con 15 ml de muestra y se centrifugd a 4.000x g durante 10 minutos (4
°C) en una centrifuga Thermo Scientific Sorvall ST16R utilizando un rotor de cubeta oscilante. En estas condiciones,
puede eliminarse ~ 98% del volumen de disolvente. Cuando las fracciones recolectadas tenian un volumen de mas
de 15 ml, la unidad de filtro se reutilizé rellenando con fracciones de columna adicionales y centrifugando de nuevo
hasta que todo el ARN estaba en un tubo. Para eliminar la sal y el disolvente del ARN concentrado, se afiadi6 agua
libre de nucleasa (hasta 15 ml) y se centrifugd nuevamente el dispositivo de filtro. El procedimiento de "lavado" se
repitid hasta que la concentracion del acetonitrilo fue <0,001%. La muestra desalinizada y sin disolvente se elimind
del dispositivo de filtracion y el ARN se recuperé por precipitacion durante la noche a -20 °C en NaOAc (0,3 M, pH
5,5), isopropanol (1 volumen) y glucégeno (3 ul). EI ARN precipitado se recolectd, se lavé dos veces con etanol al
75% enfriado con hielo y se reconstituy6 en agua.

Transferencia puntual de ARNbc: Se transfiri6 ARN (25-100 ng) a una membrana de nitrocelulosa, se dejo secar,
se bloqued con leche desnatada en polvo al 5% en tampdn TBS suplementado con Tween-20 al 0,05% (TBS-T), y
se incubd con mAb J2 o K1 especifico de ARNbc (English & Scientific Consulting) durante 60 minutos. Las
membranas se lavaron 6 veces con TBS-T y a continuacion se hicieron reaccionar con anticuerpo de burro anti-raton
conjugado con HRP (Jackson Immunology). Después de lavar 6 veces, se detecté ARNbc con la adicion del sustrato
SuperSignal West Pico Chemiluminescent (Pierce) y la captura de imagenes durante 30 segundos a 2 minutos en un
sistema de imagen digital Fuijiflm LAS1000.
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Generacion de célula dendritica: Se obtuvieron muestras por monocitoféresis de voluntarios normales través de un
protocolo aprobado por IRB. Las CD humanas se produjeron tratando monocitos con GM-CSF (50 ng/ml) + IL-4 (100
ng/ml) (R&D Systems) en medio AIM V (Invitrogen) durante 7 dias. En los dias 3 y 6, se agregd un 50% de volumen
de medio nuevo con citocinas.

Se generaron CD murinas aislando células mononucleares de médula dsea de ratones Balb/c y cultivando en medio
RPMI + FBS al 10% suplementado con GM-CSF (20 ng/ml, Peprotech). En los dias 3 y 6, se agregd un 50% de
volumen de medio nuevo con GM-CSF. Las células no adherentes se usaron después de 7 dias de cultivo.

Complejacion con Lipofectin de ARN: Se afadio solucion madre de tampén de fosfato en DMEM libre de suero
para dar concentraciones finales de fosfato de potasio 20 mM y BSA 100 ng/ml, pH 6,4. Para 3 pocillos de una placa
de 96 pocillos, se prepar6 ARN complejado con lipofectin en las siguientes proporciones: se afadieron 2,4 ul de
lipofectin a 21,3 pl de medio DMEM libre de suero con tampdn fosfato y se incub6 a temperatura ambiente durante
10 minutos. A continuacion, se afadieron 0,75 pg de ARN en 9,9 ul de DMEM libre suero y la mezcla se incubd
durante 10 minutos adicionales a temperatura ambiente. Por ultimo, se agregaron 116,4 ml de DMEM libre de suero
para enrasar a un volumen final de 150 ml. La mezcla se agit6 con vortice.

Complejacion con TransIT de ARN: Para cada pocillo de una placa de 96 pocillos, se afiadieron 0,25 ug de ARN a
17,3 pl of de DMEM libre de suero en hielo. Se anadié reactivo ARNm TransIT (0,3 ul) con agitacion con vortice
seguido de 0,2 pl de reactivo de refuerzo de ARNm y se agitdé con vortice. Se afiadi6 ARN complejado a los 5
minutos de la formacion.

Transfecciones celulares: Para el ARN complejado con lipofectin, se afiadieron 50 ul (0,25 pg de ARN/pocillo)
directamente a las células, 5 x 10° por pocillo. Las células transfectadas se incubaron durante 1 hora a 37 °C en una
incubadora de CO, al 5%. La mezcla de lipofectina-ARN se eliminé y se reemplazé con 200 pyl de medio que
contenia suero precalentado. Para el ARN complejado con TransIT, se afiadieron 17 ul de complejo a las células, 5 x
105 por pocillo, en 200 pl de medio que contenia suero. Las células se lisaron en medios de lisis especificos, de 3 a
24 horas después de la transfeccién y se midio la actividad luciferasa de luciérnaga o renilla con sustratos
especificos en un luminémetro.

Analisis de inmunogenicidad de ARN: Se trataron CD (murinas y humanas) en placas de 96 pocillos (5 x 10°
células/pocillo) con medio o lipofectin o ARN complejado con TransIT. Se recogié el sobrenadante después de 24 hy
se sometié a analisis. Los niveles de IFN-a (TransIT suministrado por ARN) o TNF-a (Lipofectin suministrado por
ARN) (Biosource International, Camarillo, CA) se midieron en los sobrenadantes por ELISA. Los cultivos se llevaron
a cabo por triplicado o cuadruplicado y se midieron por duplicado.

Ejemplo 35

Este ejemplo examina la dependencia de la secuencia y tipo celular de la traduccion de ARNm modificado con -,
m5C y WY/m5C en relacion con EI ARN no modificado (U). EI ARNm que codifica luciferasa de Luciérnaga o Renilla
con las modificaciones indicadas se complejé con lipofectin y se suministré a células dendriticas murinas (A) y
HEK293T (B). Las CD humanas se transfectaron con ARNm que codifica luciferasa de luciérnaga o renilla con las
modificaciones indicadas complejado con TransIT (C). Los datos demuestran que la modificacion éptima varia segun
la secuencia del ARN Yy el tipo celular que lo traduce. También muestra que la potenciacion provocada por la
incorporacion de nucledsidos modificados es sustancialmente mayor para células primarias en comparaciéon con
lineas celulares transformadas. Se midio la actividad enzimatica en células lisadas utilizando sustratos especificos y
la medida de luz producida en un luminémetro y se expresé como un aumento de veces en comparacion con el ARN
(U) no modificado.

Ejemplo 36

Las reacciones de transcripcion de polimerasa de fago utilizadas para la generacion de ARNm dan como resultado
grandes cantidades de ARN del tamafio correcto, pero también contiene contaminantes. Esto se visualiza por la
aplicacion de ARN a una columna de HPLC de fase inversa que separa el ARN en funciéon del tamafio en
condiciones de desnaturalizacién. Se aplic6 ARN TEV-luciferasa-A51 modificado con W a una columna de HPLC en
tampon B al 38% y se sometié a un gradiente lineal de aumento de tampdn B hasta el 55%. El perfil demostré
contaminantes tanto mas pequefios de lo esperado como mas grandes de lo esperado. Estos resultados se
muestran en la Figura 22.

Ejemplo 37

La purificacion por HPLC aumenta la traduccién de todos los tipos de ARN modificados o no modificados, pero el
ARNmM modificado con W es el que mejor se traduce. Los resultados se muestran en la Figura 23: (A) Se suministro
ARNmM que codifica EPO con las modificaciones indicadas y con o sin purificaciéon por HPLC a CD murinas y los
niveles de EPO en el sobrenadante se midieron 24 horas después. Mientras que el ARNm modificado con m5C/W¥
tenia el mayor nivel de traduccion antes de la purificacion por HPLC, el ARNm modificado con W tuvo la mayor
traduccion después de la purificacion por HPLC. (B) Las CD Humanas se transfectaron con ARNm que codifica
renilla con las modificaciones indicadas con o sin purificacion por HPLC. De manera similar a las CD murinas y
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ARNmM-EPO, después de la purificacion por HPLC, el ARNm modificado con W tenia el mayor nivel de traduccion.
Ejemplo 38

El ARNm modificado con W, m5C y W/m5C tiene bajos niveles de inmunogenicidad que se reduce a los niveles de
control con purificacion por HPLC. Los resultados se muestran en la Figura 24: (A) Las CD Humanas se
transfectaron con ARN complejado con TranslIT con las modificaciones indicadas con o sin purificacion por HPLC.
Los niveles de IFN-a se midieron después de 24 horas. La purificacion por HPLC aumento la inmunogenicidad de
ARN no modificado, que es dependiente de la secuencia, ya que otros ARN no modificados tenian niveles similares
o niveles reducidos de IFN-a. EI ARN modificado con W tenia niveles no medibles de IFN-a similares a los de las CD
tratadas de control. (B) EI ARN modificado con W antes (-) y después de purificacion por HPLC (P1 y P2) se analizé
para ARNbc utilizando transferencia puntual con un anticuerpo monoclonal especifico para ARNbc (J2). La
purificacion de ARN elimind la contaminacion por ARNbc. (C) El ARN modificado por W que codifica factores iPS es
inmunogénico, que se elimina por purificaciéon del ARN por HPLC.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS PARA LOS EJEMPLOS 39-41

Cultivo celular. Se cultivaron células de queratinocitos epidérmicos humanos neonatales (HEKn) en Medio EpilLife
suplementado con suplemento de crecimiento para queratinocitos y Penicilina/Estreptomicina (Invitrogen). Todas las
células se cultivaron a 37°C y CO; al 5%. Las células iPS humanas que se indujeron utilizando procedimientos
descritos en el presente documento se transfirieron a una placa de 6 pocillos recubierta con matriz de matrigel
cualificada para CSEh después de la transfeccion.

Construcciones de Vectores. En general lo mismo que los Ejemplos 1-3.

Produccién de ARNm. En general lo mismo que los Ejemplos 1-3.

Purificacion y Andlisis de ARNm. En algunas realizaciones experimentales, el ARNm se purifico por HPLC, las
fracciones de columna se recolectaron y las fracciones de ARNm se analizaron con respecto a su pureza e
inmunogenicidad como se describe en “Materiales y Procedimientos para los Ejemplos 35-38” y/o como se describe
y se muestra en las figuras 22-24. En algunas realizaciones experimentales preferidas, se usaron preparaciones de
ARN purificado que comprenden o consisten en ARNm que codifican uno o mas factores de reprogramacion que
presentaron poca o ninguna inmunogenicidad para los experimentos de reprogramacion de células somaticas en
células iPS.

Reprogramacion de Queratinocitos Primarios. Las células HEKn se sembraron con 1 x 10% células/pocillo en una
placa de 6 pocillos en medio EpiLife y se cultivaron durante la noche. Las células se transfectaron con cantidades
equivalentes de ARNm de cada factor de reprogramacion (KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2) o un
subconjunto de los factores utilizando reactivos de transfeccion ARNm TransIT™ (MirusBio, Madison, WI). Se
llevaron a cabo tres transfecciones, cada dos dias, con cambios de medios cada dia. El dia después de la tercera
transfeccion, se tripsinizaron las células y se sembraron en medio mTeSR1 (StemCell Technologies) en placas de 6
pocillos prerrecubiertas con matrigel. EI medio de células mTeSR se cambi6é diariamente. Las células de se
mantuvieron a 37 °C con CO; al 5%. Se cribaron las placas para cambios morfoldgicos utilizando un microscopio
invertido.

Las células HEKn también se reprogramaron por una unica transfeccion por electroporacion con iguales cantidades
de ARNm de cada factor de reprogramacion. Las células se sembraron directamente en placas recubiertas con
matrigel a una densidad de 1 x 10° células por placa de 6 pocillos o de 7,5 x 10° células por placa de 10 cm en medio
mTeSR1 que se cambid diariamente.

Inmunofluorescencia. En general lo mismo que los Ejemplos 1-3

RT-PCR cuantitativa EI ARN celular se trascribié de forma inversa utilizando procedimientos patrén y un cebador
oligo d(T)21 a partir de cantidades equivalentes de ARN celular. Se amplificaron tres mensajeros usando cebadores
especificos de genes y PCR en tiempo real usando deteccion verde SYBR y normalizacion de GAPDH. Los niveles
de expresion se determinaron en relacion con el nivel de expresion en la linea celular HEKn original, y se
representaron como cambios en el nivel umbral del ciclo (Cy).

Ejemplo 39

Este ejemplo describe el desarrollo de un protocolo para la generaciéon de células iPS a partir de queratinocitos
somaticos. Se transfectaron cantidades iguales (en peso) de ARNm de KLF4, c-MYC, OCT4 y SOX2 en células
HEKn tres veces (una vez cada dos dias) con Reactivo ARNm TransIT™. El medio se cambié diariamente. El dia
después de la tercera transfeccion, se sembraron las células en placas recubiertas con matrigel y se cultivaron en
medio de células mTeSR1. A los 11 dias después de la primera transfeccién, comenzé a aparecer la morfologia
celular reprogramada (Fig. 28).

Ejemplo 40
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Este ejemplo describe la caracterizacion de células resultantes de la transfeccion de queratinocitos primarios con
cantidades iguales de ARNm de KLF4, LIN28, c-MYC, NANOG, OCT4 y SOX2. Se sometieron a electroporacion una
vez millon de células HEKn con 5 microgramos de cada ARNm y se sembraron en placas de 10 cm recubiertas con
matrigel en medio celular mTeSR1. 15 dias después de la transfeccion, las células se fijaron para analisis de
inmunofluorescencia. Las colonias resultantes fueron positivas para los marcadores de iPS KLF4, LIN28, SSEA4,
TRA-1-60 y NANOG (Fig. 29).

Ejemplo 41

Este ejemplo describe las diferencias de expresion entre queratinocitos primarios y queratinocitos reprogramados
con cantidades iguales de ARNm de KLF4, c-MYC, OCT4 y SOX2. Se sometieron a electroporacion una vez 7,5 x
105 células HEKn con 3 o 5 microgramos de cada ARNm y se sembraron en placas de 10 cm recubiertas con
matrigel en medio mTeSR1. El medio se cambi6 diariamente. 13 dias después de la transfeccion, se transfirieron las
células a placas recién recubiertas con matrigel. 21 dias después de la transfeccion, el ARN celular total se purifico a
partir de células HEKn sin transfectar y dos pocillos de células reprogramadas. Cantidades iguales de cada ARN
celular se convirtieron en ADNc y se analizaron por gPCR. Se detectaron niveles aumentados de NANOG, CRIPTO
y REX1 por gPCR usando cebadores especificos de mensaje (Fig. 30). Se ha mostrado que estos tres mensajeros
estan elevados en las células iPS (Aasen T y col. 2008. Nature Biotech 26: 1276). Ninguno de estos factores se
introdujo en las células por transfeccion; por lo tanto, los cambios en la expresion se deben a la influencia de los
factores de reprogramacion que se introdujeron.

Ejemplo 42
Transdiferenciacion de células con ARNm

Las células se pueden transdiferenciar utilizando preparaciones de ARNm purificado descritas en el presente
documento, o los ARNm descritos en el presente documento, o las preparaciones de ARNm purificado que
contienen ARNm modificados descritos en el presente documento. En este Ejemplo, se emplea una preparacion de
ARN purificado que contiene ARNm de OCT4 que tiene, al menos, una pseudouridina o una 5-metilcitidina. Tales
ARNm de OCT4 purificados y modificados sustituyen a los vectores que codifican OCT4 en el protocolo descrito por
Szabo y col. (Nature 468: 521-528, 2010) y en el protocolo descrito en Racila y col. (Gene Therapy, 1-10, 2010). En
un ejemplo de cada uno de estos procedimientos, la preparacion de ARN purificado comprende o consiste en ARNm
de OCT 4, en el que todos los nucledsidos de uridina se reemplazan por nucledsidos de pseudouridina. En un
ejemplo de cada uno de estos procedimientos, la preparacién de ARN purificado comprende o consiste en ARNm de
OCT 4, en el que todos los nucledsidos de citidina se reemplazan por nucledsidos de 5-metilcitidina. En un ejemplo
de cada uno de estos procedimientos, la preparacion de ARN purificado comprende o consiste en ARNm de OCT 4,
en el que todos los nucledsidos de uridina se reemplazan por nucledsidos de pseudouridina y todos los nucledsidos
de citidina se reemplazan por nucletsidos de 5-metilcitidina. En ejemplos preferidos, el ARNm de OCT4 se purifica
para estar libre de ARN contaminantes. La referencia Racilla y col. describe un sistema en el que los queratinocitos
humanos se transdiferenciaron siendo redirigidos a una ruta de diferenciacion alternativa. En particular, se empleo la
transfeccion transitoria de queratinocitos de piel humana con el factor de transcripcion OCT4. Después de 2 dias,
estas células transfectadas manifestaron expresion de genes embrionarios endégenos y mostraron una metilacion
gendmica reducida. Se mostré que tales células se podian convertir en tipos de células neuronales y mesenquimales
contractiles.

La referencia Szabo y col. demostré la capacidad de generar células progenitoras y maduras del destino
hematopoyético directamente a partir de fibroblastos dérmicos humanos sin establecer la pluripotencia. En particular,
la expresion ectopica de factores de transcripcion hematopoyéticos activados con OCT4, junto con el tratamiento
especifico de citocinas, permitid la generacion de células que expresan el marcador de panleucocitos CD45. Estas
células unicas derivadas de fibroblastos dieron lugar a linajes granulociticos, monociticos, megacariociticos y
eritroides y demostraron la capacidad de injerto in vivo.

Ademas del uso de OCT4, ambos protocolos también emplearon citocinas o factores de crecimiento, como el factor
de crecimiento transformante (TGF), PDGF-BB, factor de células madre (SCF) y ligando de tirosina quinasa 3 similar
a FMS (FIt3L). Se podrian usar otros factores de crecimiento y citocinas, tales como factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF), IL-3, IL-6, eritropoyetina, factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFCF), factor de
crecimiento similar a insulina 2 (IGFll) y proteina morfogenética 6sea 4 (BMP-4). Como tal, en ciertos ejemplos,
Racilla y col. o Szabo y col. los protocolos se repiten con la sustitucion del ARNm de OCT4 modificado (por ejemplo,
modificado con pseudouridina y/o modificado con 5-metilcitidina), junto con el uso de los factores de crecimiento o
citocinas citados anteriormente. En algunos ejemplos, se ponen en contacto las células con las citocinas y/o
proteinas de factor de crecimiento que se usan. En otros ejemplos, las células se ponen en contacto con ARNm
modificados (por ejemplo, ARNm modificados como se describe en la presente solicitud, por ejemplo, por ejemplo,
modificado con pseudouridina y/o 5-metilcitidina) que codifica una o mas de las citocinas y/o factores de crecimiento
que se utilizan en el protocolo de transdiferenciacion. A partir de esta descripcion, quedara claro, que la presente
divulgacion incluye poner en contacto una célula animal o humana con una preparacion de ARN purificado que
comprende o consiste en ARNm que codifica un factor de reprogramacion para transdiferenciar una célula que tiene
un primer estado de diferenciacion o fenotipo en una célula que tiene un segundo estado de diferenciacion o
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fenotipo.
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64



<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 1

ggaauucuca

cuauugcagc

cauuuacgaa

uauccucuag

cugguuccug

gaauacuucyg

aaucacadgaa

goguuauuua

cucaacagua

aaaauuuuga

acacaacaua

aauuuaaauc

cgauagccau

aggauggaac

gaacaauuge

aaauguecgu

ucgucguaug

ucggaguugc

ugaacauuuc

acgugcaaaa

ES 2769 129 T3

uacaaaacaa

aunuucuuuua

ggaagacgcc

cgocuggagayg

uuuuagagau

ucgguuggea

cagugaaaac

aguugcgccc

gcagccuace

aaaauuacca

acgaaucuca

aagcaaaagc

aaaaacauaa

caacugeaua

gecacauaucy

gaagcuauga

ucucuucaau

gcgaacgaca

guaguguuug

auaauccaga

65

agcaaucaag

aaunuvuucuga

agaaaggcca

aggouaugaa

aggugaacau

aacgavaugg

ucuuuaugcc

uguaunaauga

uumiccaaaaa

adauvuauuau

cauucuacuu

aaaunuaucac

ggagccauuc

gagauacgece

cacguacgeg

geugaauaca

gguguuggge

acgugaauug

gggguugcaa

cauggauucu

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

aaaacggauu

gguuuuaaug

auaaugaauu

gccocugcguca

acugcgauuu

uaujuiagauau

cgaucccuuc

uucgcoccaaaa

gggggcgcac

gggauacgac

ggggaugaua

gaucuggaua

couaugauua

gauggauggc

guugacecgeu

gaaucgauau

gaugacgccg

gaaaaagaga

ggaguugugu

aucagagaga

cuagaggauc

aaca

<210> 2
<211> 1571
<212> ARN

accagggauu

aauacgauuu

coucuggauc

gauucucgca

uaaguguugu

guggauuucg

aggauuacaa

gcacucugau

cucuuucgaa

aaggauaugg

aaccgggege

ccgggaaaac

uguccgguua

uacauucugg

ugaagucuuu

uguuacaaca

gugaacuucc

ucguggauuna

uuguggacga

uccucauaaa

cccaaaaaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 2

ES 2769 129 T3

ucagucgaug

uguaccagag

uacuggguua

ugccagagau

uccauuccau

agucgucuua

aauucaaagu

ugacaaauac

agaagqucggg

gcucacugag

ggucgguaaa

gougggeguu

uguaaacaau

agacauagcu

aauuaaauac

ccccaacauc

cgocogeoguu

cguggccagu

aguaccgaaa

ggccaagaag

dadaaaaaaa

uacacguucg

uccuuugauc

ccuaagggug

couauuuuug

cacgguuuug

auguauagau

goguugcuag

gauuuaucua

gaagcgguug

acuacaucag

guuguuccau

aaucagagag

coggaageoga

uacugggacyg

aaaggauauc

uucgacgcgg

guuguuuugg

caaguaacaa

ggucuuaceg

ggeggaaagu

dadadadaada

66

ucacaucuca

gugacaaaac

uggcccuuca

gcaaucaaau

gaauguuuac

uugaagaaga

uaccaacccu

auuuacacga

caaaacgcuu

cuauucugau

uuuuugaage

gcgaauuaug

ccaacgocuu

aagacgaaca

agguggcece

goguggcagyg

agcacggaaa

ccgcgaaaaa

gaaaacucga

ccasdauugua

adaaadaaaaa

ucuaccuccc

aauugcacug

gcauagaacu

cauuccggau

uacacucgga

gcuguuuuua

aunuunucaunuc

aauugcuucu

ccaucuucca

uacacccgag

gaagguuguyg

ugucagagga

gauugacaag

cuucuucaua

cgougaauuyg

ucuuncccgac

gacgaugacqg

guugcgegyga

cgcaagaaaa

daauguaacu

dadadaaaaa

660

720

780

840

800

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1864



ggcuagccac

qucoccgcagug

augauucaga

cuilauuuang

accuuauugg

amlacaaaua

ucggccauga

ucaaagcaau

cugauauuga

agaauaacuu

aagaauuugc

uaucauggece

uuaggaauua

cggacccagg

aauuugucaa

aauaunaucaa

cuaggaauuu

agagcagacec

caacuccccc

Jgaucacucuu

ggccogouucy

ugcagugaaa

uuauaageug

agggggaggu

auaaguuuaa

uuuauuuuud

gouucaauaa

<210>3
<211> 726
<212> ARN

caugacuucg

gugggccaga

daaacaugca

gcgacauguu

uaugggcaaa

ucuuacugca

unuggggugca

aguucacgcu

agaagauauu

cuucguggaa

agcauaucuu

ucgugaaauc

uaaugcuuail

aunucuuuucc

aguaaaaggu

aucguucguu

uuuagggaag

agagccaaca

ucagaagcag

uggcaacgac

agcagacaug

aaaaugcuuu

caauaaacaa

gugggagguu

acagauccag

uaaauacauu

u

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2769 129 T3

aaaguuuaug

uguaaacaaa

gaaaaugcug

gugccacaua

ucaggcaaau

ugguuugaac

uguuuggcau

gaaaguguag

gcguugauca

accauguugc

gaaccauuca

ccguuaguaa

cuacgugcaa

aaugcuauug

cuucauuuuu

gagcgaguuc

aucuggecouu

gocccaccaqg

gagccgauag

cccucgucac

auaagauaca

auuugugaaa

guuaacaaca

uuuuaaagea

guggcacuuu

caaauaugua

auccagaaca

ugaauguucu

uuauuuuuuu

uugagccagu

cugguaaugg

uucuuaauuu

uucauuauag

uagaugugau

aaucugaaga

caucaaaaau

aagagaaagqg

aaggugguaa

gugaugauuu

uugaaggugc

cgcaagaaga

ucaaaaauga

cocuacaaggyg

aagagagcuu

acaaggaacu

aauaaagaua

uugaugaguu

uuugugauge

acaauugcan

aguadsaaccu

ucggggaaau

uccgoucaug

67

aaggaaacgg

ugauucauuu

acaugguaac

agegoegygugu

uucuuauagg

accaaagaag

cuaugagcau

ugaaucaugg

aggagaaaaa

caugagaaag

ugaaguucgu

accugacguu

daccaaaaaug

caagaaguuu

ugcaccugau

acaaaugucg

aaggocaggyg

caggucuggy

guauccuuua

gdgggggcaac

uggacaaace

uauugcuuua

ucauvuuuaug

cuacasaugqu

gugcgcggaa

agacajauaac

augauaacug

aunuaanuauu

gcggccucun

auuauaccaqg

uuacuugauc

aucauuuuug

caagauaaga

gaugaauggc

augguuuugyg

uuagaaccag

cguccaacan

guacaaauug

uuuauugaau

ccuaauacudg

gaaaugggaa

acgggggocc

dauuuucuuc

guagagacaa

acuucccuca

uaaagggauc

acaacuagaa

uuuguaacea

uuucagguuc

gguaaaaucqg

ceccuanuug

cougauaasan

60

120

180

249

300

360

4290

480

540

600

660

720

780

8440

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1571



10

<223> Sintético
<400> 3

gggaanuacg

aggacucuca

cucacuucan

aggccgougyg

gguavuguag

cucaauguge

ugucucuuca

aacucucugc

gacaugcuga

cuccunugga

uuuuaguagy

ggaaaacucc

gaogea

<210> 4
<211>712
<212> ARN

cccucgaggc

nuaaggaagg

cuaugguuac

gaucggcauc

aagacgaaau

cuuaacaaga

agagaaaaac

agaacaguca

aanuauvuaucu

augguguagy

uccgouagea

aucaauaaau

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 4

ES 2769 129 T3

caagaauucg

uguccuguge

cccaagaagg

cugacaguga

ggauvacagag

agaugcecac

ugugaaccuyg

ccaccaccun

cucacacnuun

aaaaangcaa

guacuaauca

guugcaauge

gcacgaggca

cocugacccua

ggcacggcca

uccugggagu

couungaugga

aagaaggguu

ugguucccaa

auucaccuna

ugcungaauu

gccaucucua

ugugaggaaa

augauaaaaa

68

cgeggcocage

caagangcca

cucunuacacc

cuuacugcudc

uaaaagucuu

ugaucaucqgy

ugcuccaccu

agagccagcg

uaanacagac

anaauaaguc

ugaugagaaa

aaaaaaaaaa

cagcagacag

agagaagaug

acggcugaag

aucggouguu

cauguuggea

gacagcaaag

gcuuaugaga

agacaccuga

aucuaanguau

aguguuaaaa

uauuaaauvug

aaaaacugcyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

726



10

15

gggaauaagc

uauugaugga

uagcggaccu

acaccauucc

auaauuucag

uguucugcag

uucucuugaa

guuaaggcac

cgucuucuac

cogaucccaqg

ccauagauga

ccuuaaugag

<210>5
<211> 494
<212> ARN

uugcggccgc

guuuucccaa

acuaaaaliuil

aaaggagaac

caugucucag

agaguuucuc

gagacacuuu

auugagugcc

daunaccaaca

cggooucuuc

agugagcauc

aguccucugu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 5

gggagaceea

ucuacuuuug

gcacuguuag

aucuacccac

ccgocaacuu

caaaacugga

acaaugageu

uccaucucau

auvuuaaucac

<210>6

<211>21
<212> ARN

ageuggeuag

ggggggccuu

ccaugaaguu

aaacauvaaca

cacaagguau

geccagaauug

aucucaacuu

gquccaacuca

auua

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

ES 2769 129 T3

aguuuuuuul

uuuaauauuu

uaacacugac

auuagauguc

gugucucgcou

auaagcaggu

gougueccga

aacaugaaga

gccgaugage

agcecguygguyg

uucucuugge

cugcuggoug

cagucaucca

uugcccuuug

gougacugca

guguugaacc

agecageuaa

ugeccagaaac

ucugauaaaa

auccagaaaa

uuuunuuuuun

cucaucauuu

uuauuauuadg

uguauaaauu

ggcucuuaag

ggagcauugyg

ugaucaaacc

cuuuuaucca

aguaagacuc

uaagagugge

aucuuguagyg

gecgegqugec

acagaaucau

ggaugcugug

gccaccugaa

uuacccaunaa

cuageuugga

uucccauguu

deuuugecuu

uuaaaaaunaa

69

uuaucaugca

cocucacauga

agauggcuug

caagcaaaaqg

gugaauaagg

gaaccacagg

cuucuugugyg

ucaaggcucu

ccaggaucac

cgugccccuu

gucagggeac

ucgugecgaa

gagacagacu

ugcanccucc

guugacucag

ucaacucaga

uguaggauuu

aadaaguuuug

cugeacgaan

uccouuuguc

uugcaacauu

uuaguacugc

cauuuuuccu

ugugagagaa

ugguggugac

uucacaguuu

gcaucuucuu

guauccauuu

ugucaggaug

cuugggguaa

aggacaccuu

uu

uugecuugua

accaccaadgu

guacccgaug

agauuaccag

dacaccaucu

daccuccage

uugacugaac

aagcagaaga

60

1290

180

249

300

360

420

480

54Q

600

660

712

60

120

180

240

300

360

420

480

494



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<400> 6
uggauccggc uuugagaucu u

<210>7

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> modified_base
<222> (11)..(11)
<223>um

<400>7
uggauccggc uuugagaucu u

<210> 8

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> modified_base
<222> (6)..(6)

<223> mbc

<400> 8
uggauccggc uuugagaucu u

<210>9

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<220>

<221> modified_base
<222>(12)..(12)
<223>p

<400> 9
uggauccggc uuugagaucu u

<210> 10

<211> 31

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 10
gggagacagg gguguccgcc auuuccaggu u

<210> 11

<211> 31

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

ES 2769 129 T3

21

21

21

21

31

70
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<400> 11

ES 2769 129 T3

gggagacagg cuauaacuca cauaauguau u

<210>12
<211> 1440
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 12

augaggcagc

uccacguucg

aaulaaccgcu

cgccocuaug

geggouugeyg

gaucuccugyg

gccgocaccyg

ccugccageog

ggeguggege

degacggouc

godgageude

ccagguggcyg

gaguacggca

gugguggugy

gcggucucuu

gougcacacy

cuugaggaaqg

cauccccace

ccgecogoucc

ccaaagaggg

gcgggcugey

acaggugaga

gaugaacuga

ugcgaccgag

<210> 13
<211> 529
<212> ARN

caccuggcga

cgucuggecc

ggcgggagga

accuggegge

gcgguagcaa

accuggacuu

uguccucguc

cgcoccuccac

cgggcggcac

ccuucaaccu

ugeggacaga

ggcugaugygy

gccecegucggu

cgcccuacaa

cgugcaccca

acuucceccu

ugcugageag

cggggcccaa

anuaccaaga

gaagacgauc

Jgcaaaaccua

aaccuuacea

ccaggcacua

cauuuuccag

gucugacaug

ggcgggaagyg

goucucccac

gdgcgaccguyg

cocuggcegece

uauucucucc

agcgucagcc

cugcagcunc

gggcggagygce

ggcggacaus

auuggacedyg

caaguucguy

caucagcguc

cggcgggccy

cuugggogeou

ggggcggcayg

cagggacugu

uuacccauce

gcucaugcca

guggcccegy

cacaaagagu

cugugacugyg

ccguaaacac

gudggaceac

31

gcugucagcg

gagaagacac

augaagcgac

gccacagacc

cuaccucgga

aauucgeouga

uccucuucgn

accunaunccga

cuccucuaug

aacgacguga

guguacauud

cugaaggegu

agcaaaggca

ccgocgoacgu

ggacccccuc

cuccccagea

caccocugecc

unuccugeccg

cccgguuccu

aaaaggaccg

ucccauncuca

gacggcuguyg

acggggeoace

cucgccuuac

71

acgcgcugcu

ugcgucaage

umucccccagu

uggagagcygyg

gagagaccga

cccauccucc

cgucgeognuc

nccgggocgyg

gcagggaguc

gococuegyy

dgacgeagea

dgcugagege

gcccugacgg

gccccaagau

nucagcaaugg

ggacuacede

ugecgocuuce

aucagaugea

gcaugccaga

ccacccacac

aggcacaccu

gauggaaauu

gocoguucca

acaugaagag

cccaucuunuc

aggugccceg

gcocuucccgge

cggageccggu

ggaguucaac

ggagucagqug

gagcagceggce

gaacgacccg

cgcocucccocn

cggcuucguy

gaogeagesg

cdocuggeage

cagccacccg

caagcaggag

ccaccggocg

gacdcugggu

ucccggouud

gaogeaagud

ggagcccaag

uugugaunac

gcgaacccac

cgoccogouca

gugccaaaaa

gcauuuuuaa

60

120

180

249

300

360
420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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<213> Homo sapiens

<400> 13

augggcuccg

ceccgaggagy

gcgggeaucu

cgegecygygygyg

auggaagggu

gccaaggguc

gagaggcgge

aacuguggag

ugcecacuucu

<210> 14
<211> 1365
<212> ARN

uguccaacca

cgocggagga

quaaquggun

ucgocgoucga

uccggagcouu

uggaauccau

caaaaggaaa

gucuagauca

gocagageau

<213> Homo sapiens

<400> 14

ES 2769 129 T3

gcaguuugca

cgcggecegy

caacgugcgce

cccoceoccagug

gaaggaggygu

cogugucacc

gagcaugeag

ucaugeccaag

cagccauaug

gguggcugcg

gcggceggacyg

aunJgggguucyg

gaugucuuug

gaggcagugg

Jgaccuggug

aagcgeagau

gaaugcaagce

guageccucau

72

ccaaggcggce

agcecucagcu

gcuuccuguc

ugcaccagag

aguucaccuu

gaguauucug

caaaaggaga

ugccacocca

guccgeouga

agaagaggeg

gocugcacggu

caugaccgec

uaagcugcac

uaagaaguca

uauugggagu

caggugcuac

goccaagaaq

60

120

180

240

300

360

420

480

529



auggauunuu

agcuucacca

gacgaggagy

agcgaggaua

cgecuccggge

aacgacggeg

cugggaggag

adaaacauca

ucagagaagc

cgcggccaca

ucagagugca

aaguccugeqg

ucgacggagu

coccaccacca

ucuguggaaa

ggccacagca

cagcacaacu

aaguuggaca

agguccucgyg

aggaggaacqg

aacaaugaaa

guccaagcag

caguugaaac

<210> 15
<211>918
<212> ARN

uucggguagu

acaggaacua

agaacuucua

ucuggaagaa

ucugcucgce

guggcgggag

acauggugaa

ucauccagga

uggccuccua

gcgucugouc

ucgaccccouc

ccucgcaaga

cocuccccgoa

gcagcgacuc

agaggcaggc

daaccuccuca

aecgecagegece

gugucagagu

acaccgagga

agcuaaaacyg

aggcccccaa

aggagcaaaa

acaaacuuga

<213> Homo sapiens

<400> 15

ES 2769 129 T3

ggaaaaccag

ugaccucgac

ccagcagcag

auucgagcug

cuccuacguu

cuucuccacyg

ccagaguuuc

cuguaugugg

ccaggcugcg

caccuccagc

gguggucuuc

cuccagegec

gggcagecec

ugaggaggaa

uccuggcaaa

cagcccacug

ucccuccacu

ccugagacaqg

gaaugucaaq

gagcuuuuuu

gguaguuauc

goucauuucu

acagecuacgyg

cagccucccg

uacgacucgg

cagcagagcg

cugcccaccce

gcggueacac

gccgaccagce

aucugecgacce

agcggcuucu

cgcaaagaca

uuguaccugc

cccuacccuc

uucucucegu

gagcceccugg

caagaagaug

aggucagagu

guccucaaga

cggaaggacu

aucagcaaca

aggegaacac

gccocugcgug

CcCuunaaaaaadg

gaagaggacu

aacucuugug

73

cgacgaugec

ugcagccgua

agcugcagcc

cgcoocuguc

ccuucucccu

uggagauggu

cggacgacga

cggocgecge

gcggeagecc

aggaucugag

ucaacgacag

ccucggauuc

ugcuccauga

aggaagaaau

cuggaucacc

ggugccacgu

auccugcugce

accgaaaaug

acaacgucuu

accagauccc

ccacagcaua

uguugcggaa

cguaa

cocucaacoguau

uvuucuacuygc

ccocggegoce

ccocuagecgc

uncggggagac

gaccgagcug

gaccuucanc

caagcucguc

gaaccccgcc

cgocogocgoec

cagcucgecc

ucugcucucc

ggagacaccg

cgauguuguu

uucugcugga

cuccacacau

caagaggguc

caccagoccoc

ggagcgcecag

gdgaguuggaa

cauccugucc

acgacgagaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1365



augagugugyg

gaaucuucac

ucuucugcug

cuuauvucagg

gagaauvagug

guguucucuu

agoouccage

accugguuce

aauagcaaug

uaccaccagg

uggaacaauu

uggaacacuc

uvauaacugug

agugacuugg

acuagguauu

caaccugaag

<210> 16
<211> 1083
<212> ARN

auccageuug

cuaugccugu

agaugccuca

acagcccuga

ucgcaaaaaa

ccacccagcu

agaugcaaga

agaaccagag

gugugacgea

gaugccuggu

caaccuggag

agaccuggug

gagaggaauc

aggcugecuu

uuaguacucse

acguguga

<213> Homo sapiens

<400> 16

ES 2769 129 T3

uccecaaage

gaunuuguggy

cacagagacu

uucuuccacc

ggaagacaag

guguguacuc

acucuccaac

aaugaaaucu

gaaggecuca

gaacccgacu

caaccagacc

cacccaaucc

ucugcaguco

ggaageugceu

acaaaccauyg

uugecuugeu

ccugaagaaa

gqucucuccuc

agucccaaag

gucccgguca

aaugauagau

auccugaace

aagagguggc

gcaccuaccu

gggaaccuuc

cagaacaucc

uggaacaauc

ugecaugeacu

ggggaaggce

gauuuauuce
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uugaageaue

acuauccauc

umaccuuccuc

gcaaacaacc

agaaacagaa

uucagagaca

ucagouacaa

agaaaaacaa

accocagecu

caauguggag

aguccuggag

aggccuggaa

uccagecaaa

uuaauguaau

unaaacuacuc

cgacuguaaa

cuugcaaaug

cauggaucug

cacuucugca

gaccagaacu

Jgaaaunaccuc

acaggugaag

cuggecgaaqg

cuacucuuce

caaccagacc

caaccacucce

cagucccuuc

uucuecugee

acageagace

caugaacaug

60
120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

918



auggocgggac

gggccaggygy

ccuccuggag

cccccaugcc

ggaguggggc

guceggggugyg

gccgugaage

gcucugcaga

ggauauacac

caaacgacca

cggeccuuge

ugcaaagcag

gugagaggca

agccacaucg

cggocgocaga

gougggueud

gguaccccag

gagggggaag
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<211> 954
<212> ARN

accuggcuuc

ggccggagcc

ggccaggaau

ccccgocgua

uagugccceca

agagcaacuc

uggagaagga

aagaacucga

aggccgaugu

ucugccgcuu

ugcagaagug

aaacccucgu

accuggagaa

cccagcageul

agggcaagod

cuuucucagyg

gouaugggag

ccuuucccoe
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agauuuugcc

gggcuggguu

cgggecyggygy

ugaguucugu

aggocJggouug

cgauJggggcc

gaagcuggag

gcaauuugcc

ggggeoucace

ugaggcucug

gguggaggaa

gcaggeccga

uuuguuccuyg

ugggoucgag

aucaagcagc

gggaccagug

cccucacuudc

ugucucugue

uucucgoccc

gauccucgga

guugggeeay

gyggggaugy

gagaccucuc

ucccooggage

caaaaccogyg

aagcuccuga

cuggggguuc

cagcuunadgcil

gougacaaca

aagagaaagc

cagugcccga

aaggaugugy

gacuaugcac

uccuuuccuc

acugcacugu

accacucugg
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cuccaggugg

ccuggcuaag

gcucugaggu

cguacugugg

agococugaggyg

cocugcacogu

aggaguccca

agcagaagag

uauuugggaa

ucaagaacau

augaaaaucu

gaaccaguau

aacccacacu

uccgaguguyg

aacgagagga

uggceccagyg

acuccucggqu

goucucccau

uggaggugan

cuuccaaggc

gugyggggauu

gcococcagguu

cgaagcagga

caccccuggu

ggacaucaaa

gaucacccug

gguauucagc

guguaagcudg

ucaggagaua

cgagaaccga

geagecagauc

guucuguaac

uuuugaggcu

gocccauuuu

cccuuucccu

gcauucaaac
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auvuguacaaca

ggcggcggea

gucaagegge

caggagaace

cuuuugucgg

cacaugaagg

aagaaggaua

ageggggucyg

gegeacauga

cageageace

gacgugagcy

cccaccuaca

gguucggugy

unccagggoege

gocgagguge

ggccocggugc

ugauggagac

acuccaccge

ccaugaauge

ccaagaugea

agacggagaa

agcacccgga

aguacacgcu

gggugggcgc

acggouggayg

dgggecucaa

cccugcagua

gcauguccua

ucaaguccga

cocugccagge

dggaacaege

ccggcacgge
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Jgagcugaag

ggcggcgged

cuucaugguyg

caagueggag

goggecguuc

uuauvaaaunuac

gooccggocggy

cggccugggce

caacggeage

ugegcacgge

caacuccaug

cucgcagcag

ggccagcuce

cggggaccud

cgececcage

cauuaacgge

ccgecogggac

ggaggcaase

ugguecegeg

aucagcaage

aucgacgagg

cggcccagge

cugcuggccc

gcgggcguga

uacageauga

gecagegeaga

accagcucgc

ggcaccccug

agcccccacug

cgggacauga

agacuucaca

acacugecce
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cgcagcaaac

agaaaaacag

ggcageggcyg

gocugggoge

cuaagaggcu

ggaaaaccaa

ccggcggcaa

accagegeoau

ugcaggacea

ugeageesau

agaccuacau

gcauggcucu

ugguuaccuc

ucageaugua

uguoccagea

ucucacacaun

uueggggggc

ceeggacege

caagaugygee

cgaguggaaa

gcgagcgeoug

gacgcucaug

uagcauggcg

ggacaguuac

geugggeuac

geagcggeuac

gaacggcucg

uggcuccaug

uwaccucccac

ucucccogge

cuaccagage

guga
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento no terapéutico o in vitro de inducciéon de una célula de mamifero para producir una proteina
recombinante, comprendiendo el procedimiento poner en contacto repetidas veces dicha célula de mamifero con
ARNmMm sintetizado in vitro que comprende un marco de lectura abierto que codifica dicha proteina recombinante;

en el que el ARNm sintetizado in vitro comprende W o m'W¥ (1-metilpseudouridina); y

en el que dicho ARNm sintetizado in vitro se purifica utilizando un procedimiento que elimina moléculas
contaminantes de ARN que son inmunogénicas y toxicas para la célula por induccidon de una respuesta
inmunitaria innata, como se determina midiendo la secrecién reducida de citocinas IFN-a o TNF-a a partir de
células dendriticas transfectadas con dichas moléculas de ARNm sintetizadas in vitro purificadas en comparacion
con la secrecién de dichas citocinas a partir de células dendriticas transfectadas con ARNm sintetizado in vitro no
purificado.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que menos del 0,01 % del ARN total en dicho ARNm sintetizado in
vitro consiste en moléculas contaminantes de ARN bicatenario.

3. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el resultado de dicho procedimiento
de purificaciéon es que dicho ARNm sintetizado in vitro puede administrarse repetidas veces sin inducir una respuesta
inmunitaria suficiente para eliminar la expresion detectable de la proteina recombinante o que dicho ARNm
sintetizado in vitro carece de inmunogenicidad, lo que permite el suministro repetido sin generacién de citocinas
inflamatorias.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho ARNm sintetizado in vitro
comprende:

A. una cola de poli-A;
B. una caperuza 5’ o un potenciador de traduccién independiente de caperuza;
C. el nucledsido modificado 5-metilcitidina (m°C) en lugar de citidina.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho procedimiento de purificacion
comprende:

A. purificacion de dicho ARNm sintetizado in vitro utilizando una purificacion por HPLC o por columna de flujo por
gravedad; y/o
B. tratar dicho ARNm sintetizado in vitro con una enzima ribonucleasa Ill (RNasa Ill) de modo que se generen
productos de digestion por RNasa y purificar dichos productos de digestion por RNasa Il cortos por separado de
dicho ARNm.

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha proteina codificada por dicho
ARNm sintetizado in vitro se selecciona del grupo que consiste en: eritropoyetina (EPO); una enzima detectable
seleccionada de luciferasa de luciérnaga, luciferasa de Renilla, beta-galactosidasa bacteriana (lacZ) y proteina verde
fluorescente (GFP); un factor de transcripcion seleccionado de MYC y SRY o MCOP; un factor de crecimiento o
citocina seleccionado del grupo que consiste en factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento transformante betal (TGF-beta1), factor de crecimiento
de tipo insulina (IGF), hormona estimulante de melanocitos alfa (alfa-MSH); factor de crecimiento de tipo de insulina |
(IGF-I); IL-4; IL-13; e IL-10; oxido nitrico sintasa inducible (iINOS); una proteina de choque término; regulador de la
conductancia de transmembrana de fibrosis quistica (CFTR); una enzima con actividad antioxidante seleccionada de
entre catalasa, fosfolipido hidroperdxido glutation peroxidasa, superdxido dismutasa-1 y superdxido dismutasa-2;
tirosina cinasa de Bruton; adenosina desaminasa; ecto-nucledsido trifosfato difosfohidrolasa; ABCA4; ABCD3;
ACADM; AGL; AGT; ALDH4A1; ALPL; AMPD1; APOA2; AVSD1; BRCD2; C1QA; C1QB; C1QG; C8A; C8B;
CACNA1S; CCV; CD3Z; CDC2L1; CHML; CHS1; CIAS1; CLCNKB; CMD1A; CMH2; CMM; COL11A1; COL8AZ2;
COL9A2; CPT2; CRB1; CSE; CSF3R; CTPA; CTSK; DBT; DIO1; DISC1; DPYD; EKV; ENO1; ENO1P; EPB41;
EPHX1; F13B; F5; FCGR2A; FCGR2B; FCGR3A; FCHL; FH; FMO3; FMO4; FUCA1; FY; GALE; GBA; GFND; GJAS;
GJB3; GLC3B; HF1; HMGCL; HPC1; HRD; HRPT2; HSD3B2; HSPG2; KCNQ4; KCS; KIF1B; LAMB3; LAMC2;
LGMD1B; LMNA; LOR; MCKD1; MCL1; MPZ; MTHFR; MTR; MUTYH; MYOC; NB; NCF2; NEM1; NPHS2; NPPA;
NRAS; NTRK1; OPTA2; PBX1; PCHC; PGD; PHA2A; PHGDH; PKLR; PKP1; PLA2G2A; PLOD; PPOX; PPTO;
PRCC; PRG4; PSEN2; PTOS1; REN; RFX5; RHD; RMD1; RPE65; SCCD; SERPINC1; SJS1; SLC19A2; SLC2A1;
SPG23; SPTA1; TAL1; TNFSF6; TNNT2; TPM3; TSHB; UMPK; UOX; UROD; USH2A; VMGLOM; VWS; WS2B;
ABCB11; ABCG5; ABCG8; ACADL; ACP1; AGXT; AHHR; ALMS1; ALPP; ALS2; APOB; BDE; BDMR; BJS; BMPR2;
CHRNA1; CM- CWTD; CNGAS; COL3A1; COLAA3; COL4A4; COLBA3; CPS1; CRYGA; CRYGEP1; CYP1Bf1;
CYP27A1; DBI; DES; DYSF; EDAR; EFEMP1; EIF2AK3; ERCC3; FSHR; GINGF; GLC1B; GPD2; GYPC; HADHA;
HADHB; HOXD13; HPEZ2; IGKC; IHH; IRS1; ITGAG; KHK; KYNU; LCT; LHCGR; LSFC; MSH2; MSH6; NEB; NMTC;
NPHP1; PAFAH1P1; PAX3; PAX8; PMS1; PNKD; PPH1; PROC; REG1A; SAG; SFTPB; SLC11A1; SLC3A1; SOS1;
SPG4; SRD5A2; TCL4; TGFA; TMD; TPO; UGT1A@; UV24; WSS; XDH; ZAP70; ZFHX1B; ACAA1; AGS1; AGTRT;
AHSG; AMT; ARMET; BBS3; BCHE; BCPM; BTD; CASR; CCR2; CCR5; CDL1; CMT2B; COL7A1; CP; CPO; CRV;
CTNNB1; DEM; ETM1; FANCD2; FIH; FOXL2; GBE1; GLB1; GLCLC; GNAI2; GNAT1; GP9; GPX1; HGD; HRG;
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ITIH1; KNG; LPP; LRS1; MCCC1; MDS1; MHS4; MITF; MLH1; MYL3; MYMY; OPA1; P2RY12; PBXP1; PCCB;
POU1F1; PPARG; PROS1; PTHR1; RCA1; RHO; SCA7; SCLC1; SCN5A; SlI; SLC25A20; SLC2A2; TF; TGFBR2;
THPO; THRB; TKT; TM4SF1; TRH; UMPS; UQCRC1; USH3A; VHL; WS2A; XPC; ZNF35; ADH1B; ADH1C; AFP;
AGA; AlH2; ALB; ASMD; BFHD; CNGA1; CRBM; DCK; DSPP; DTDP2; ELONG; ENAM; ETFDH; EVC; F11; FABP2;
FGA; FGB; FGFR3; FGG; FSHMD1A; GC; GNPTA; GNRHR; GYPA; HCA; HCL2; HD; HTN3; HVBSG6; IDUA; IF;
JPD; KIT; KLKB1; LQT4; MANBA; MLLT2; MSX1; MTP; NR3C2; PBT; PDE6B; PEE1; PITX2; PKD2; QDPR; SGCB;
SLC25A4; SNCA; SOD3; STATH; TAPVR1; TYS; WBS2; WFS1; WHCR; ADAMTS2; ADRB2; AMCN; AP3B1; APC;
ARSB; B4GALT7; BHR1; C6; C7; CCAL2; CKN1; CMDJ; CRHBP; CSF1R; DHFR; DIAPH1; DTR; EOS; EPD; ERVR;
F12; FBN2; GDNF; GHR; GLRA1; GM2A; HEXB; HSD17B4; ITGA2; KFS; LGMDLA; LOX; LTC4S; MAN2A1; MCC;
MCCC2; MSH3; MSX2; NR3C1; PCSK1; PDE6A; PFBI; RASA1; SCZD1; SDHA; SGCD; SLC22A5; SLC26A2;
SLC6A3; SM1; SMA@; SMN1; SMN2; SPINK5; TCOF1; TELAB1; TGFBI; ALDH5A1; ARG1; AS; ASSP2; BCKDHB;
BF; C2; C4A; CDKN1A; COL10A1; COL11A2; CYP21A2; DYX2; EJM1; ELOVL4; EPM2A; ESR1; EYA4; F13A1;
FANCE; GCLC; GJA1; GLYS1; GMPR; GSE; HCR; HFE; HLA-A; HLA-DPB1; HLA-DRA; HPFH; ICS1; IDDM1;
IFNGR1; IGAD1; IGF2R; ISCW; LAMAZ2; LAP; LCA5; LPA; MCDR1; MOCS1; MUT; MYB; NEU1; NKS1; NYS2; OAS3;
ODDD; OFCO; PARK2; PBCA; PBCRA1; PDB1; PEX3; PEX6; PEX7; PKHD1; PLA2G7; PLG; POLH; PPAC;
PSORS1; PUJO; RCD1; RDS; RHAG; RP14; RUNX2; RWS; SCA1; SCZD3; SIASD; SOD2; ST8; TAP1; TAP2;
TFAP2B; TNDM; TNF; TPBG; TPMT; TULP1; WISP3; AASS; ABCB1; ABCB4; ACHE; AQP1; ASL; ASNS; AUTS1;
BPGM; BRAF; C7orf2; CACNA2D1; CCM1; CD36; CFTR; CHORDOMA; CLCN1; CMH6; CMT2D; COL1A2; CRS;
CYMD; DFNA5; DLD; DYT11; EEC1; ELN; ETV1; FKBP6; GCK; GHRHR; GHS; GLI3; GPDS1; GUSB; HLXB9;
HOXA13; HPFH2; HRX; IAB; IMMP2L; KCNH2; LAMBI; LEP; MET; NCF1; NM; OGDH; OPN1SW; PEX1; PGAMZ2;
PMS2; PON1; PPP1R3A; PRSS1; PTC; PTPN12; RP10; RP9; SERPINE1; SGCE; SHFM1; SHH; SLC26A3;
SLC26A4; SLOS; SMAD1; TBXAS1; TWIST; ZWS1; ACHM3; ADRB3; ANK1; CA1; CA2; CCAL1; CLN8; CMT4A,;
CNGB3; COH1; CPP; CRH; CYP11B1; CYP11B2; DECR1; DPYS; DURS1; EBS1; ECA1; EGI; EXT1; EYAT;
FGFR1; GNRH1; GSR; GULOP; HR; KCNQ3; KFM; KWE; LGCR; LPL; MCPH1; MOS; MYC; NAT1; NAT2; NBS1;
PLAT; PLEC1; PRKDC; PXMP3; RP1; SCZD6; SFTPC; SGM1; SPG5A; STAR; TG; TRPS1; TTPA; VMD1; WRN;
ABCA1; ABL1; ABO; ADAMTS13; AK1; ALAD; ALDH1A1; ALDOB; AMBP; AMCD1; ASS; BDMF; BSCL; C5;
CDKN2A; CHAC; CLA1; CMD1B; COL5A1; CRAT; DBH; DNAI1; DYS; DYT1; ENG; FANCC; FBP1; FCMD; FRDA;
GALT; GLDC; GNE; GSM1; GSN; HSD17B3; HSN1; IBM2; INVS; JBTS1; LALL; LCCS1; LCCS; LGMD2H; LMX1B;
MLLT3; MROS; MSSE; NOTCH1; ORM1; PAPPA; PIP5K1B; PTCH; PTGS1; RLN1; RLN2; RMRP; ROR2; RPD1;
SARDH; SPTLC1; STOM; TDFA; TEK; TMC1; TRIM32; TSC1; TYRP1; XPA; CACNB2; COL17A1; CUBN; CXCL12;
CYP17; CYP2C19; CYP2C9; EGR2; EMX2; ERCC6; FGFR2; HK1; HPS1; IL2RA; LGI1; LIPA; MAT1A; MBLZ2;
MKI67; MXI1; NODAL; OAT; OATL3; PAX2; PCBD; PEO1; PHYH; PNLIP; PSAP; PTEN; RBP4; RDPA; RET,;
SFTPA1; SFTPD; SHFM3; SIAL; THC2; TLX1; TNFRSF6; UFS; UROS; AA; ABCCS8; ACAT1; ALX4; AMPD3; ANC;
APOAL; APOA4; APOC3; ATM; BSCL2; BWS; CALCA; CAT; CCND1; CD3E; CD3G; CD59; CDKNLC; CLN2; CNTF;
CPT1A; CTSC; DDB1; DDB2; DHCR7; DLAT; DRD4; ECB2; ED4; EVR1; EXT2; F2; FSHB; FTH1; G6PT1; G6PT2;
GIF; HBB; HBBP1; HBD; HBE1; HBG1; HBG2; HMBS; HND; HOMG2; HRAS; HVBS1; IDDM2; IGER; INS; JBS;
KCNJ11; KCNJ1; KCNQ1; LDHA; LRP5; MEN1; MLL; MYBPC3; MYO7A; NNO1; OPPG; OPTB1; PAX6; PC; PDX1;
PGL2; PGR; PORC; PTH; PTS; PVRL1; PYGM; RAG1; RAG2; ROM1; RRAS2; SAA1; SCA5; SCZD2; SDHD;
SERPING1; SMPD1; TCIRG1; TCL2; TECTA; TH; TREH; TSG101; TYR; USH1C; VMD2; VRNI; WT1; WTZ2;
ZNF145; A2M; AAAS; ACADS; ACLS; ACVRL1; ALDH2; AMHR2; AOM; AQP2; ATD; ATP2A2; BDC; CIR; CD4;
CDK4; CNA1; COL2A1; CYP27B1; DRPLA; ENUR2; FEOM1; FGF23; FPF; GNB3; GNS; HAL; HBP1; HMGAZ;
HMN2; HPD; IGF1; KCNA1; KERA; KRAS2; KRT1; KRT2A; KRT3; KRT4; KRT5; KRT6A; KRT6B; KRTHB6; LDHB;
LYZ; MGCT; MPE; MVK; MYL2; OAP; PAH; PPKB; PRB3; PTPN11; PXR1; RLS; RSN; SAS; SAX1; SCA2;
SCNN1A; SMAL; SPPM; SPSMA; TBX3; TBX5; TCF1; TPI1; TSC3; ULR; VDR; VWF; ATP7B; BRCA2; BRCD1;
CLN5; CPB2; ED2; EDNRB; ENUR1; ERCC5; F10; F7; GJB2; GJB6; IPF1; MBS1; MCOR; NYS4; PCCA; RB1;
RHOK; SCZD7; SGCG; SLC10A2; SLC25A15; STARP1; ZNF198; ACHM1; ARVD1; BCH; CTAA1; DAD1; DFNBS5;
EML1; GALC; GCH1; IBGC1; IGH@); IGHC group; IGHG1; IGHM; IGHR; IV; LTBP2; MJD; MNG1; MPD1; MPS3C;
MYH6; MYH7; NP; NPC2; PABPN1; PSEN1; PYGL; RPGRIP1; SERPINA1; SERPINA3; SERPINAG; SLC7A7;
SPG3A; SPTB; TCL1A; TGM1; TITF1; TMIP; TRA@); TSHR; USHLA; VP; ACCPN; AHO2; ANCR; B2M; BBS4; BLM;
CAPN3; CDAN1; CDAN3; CLN6; CMH3; CYP19; CYP1A1; CYP1A2; DYX1; EPB42; ETFA; EYCL3; FAH; FBN1;
FES; HCVS; HEXA; IVD; LCS1; LIPC; MYO5A; OCA2; OTSC1; PWCR; RLBP1; SLC12A1; SPG6; TPM1; UBE3A;
WMS; ABCC6; ALDOA; APRT; ATP2A1; BBS2; CARD15; CATM; CDH1; CETP; CHST6; CLN3; CREBBP; CTH;
CTM; CYBA; CYLD; DHS; DNASE1; DPEP1; ERCC4; FANCA; GALNS; GAN; HAGH; HBA1; HBA2; HBHR; HBQ1;
HBZ; HBZP; HP; HSD11B2; IL4R; LIPB; MC1R; MEFV; MHC2TA; MLYCD; MMVP1; PHKB; PHKG2; PKD1; PKDTS;
PMM2; PXE; SALL1; SCA4; SCNN1B; SCNN1G; SLC12A3; TAT; TSC2; VDI; WT3; ABR; ACACA; ACADVL; ACE;
ALDH3A2; APOH; ASPA; AXIN2; BCL5; BHD; BLMH; BRCA1; CACD; CCA1; CCZS; CHRNB1; CHRNE; CMT1A;
COL1A1; CORD5; CTNS; EPX; ERBB2; G6PC; GAA; GALK1; GCGR; GFAP; GH1; GH2; GP1BA; GPSC; GUCY2D;
ITGA2B; ITGB3; ITGB4; KRT10; KRT12; KRT13; KRT14; KRT14L1; KRT14L2; KRT14L3; KRT16; KRT16L1;
KRT16L2; KRT17; KRT9; MAPT; MDB; MDCR; MGI; MHS2; MKS1; MPO; MYO15A; NAGLU; NAPB; NF1; NME1;
P4HB; PAFAH1B1; PECAM1; PEX12; PHB; PMP22; PRKAR1A; PRKCA; PRKWNK4; PRP8; PRPF8; PTLAH;
RARA; RCV1; RMSA1; RP17; RSS; SCN4A; SERPINF2; SGCA; SGSH; SHBG; SLC2A4; SLC4A1; SLC6A4; SMCR;
SOST; SOX9; SSTR2; SYM1; SYNS1; TCF2; THRA; TIMP2; TOC; TOP2A; TP53; TRIM37; VBCH; ATP8B1; BCLZ2;
CNSN; CORD1; CYB5; DCC; F5F8D; FECH; FEO; LAMAS3; LCFS2; MADH4; MAFD1; MC2R; MCL; MYP2; NPC1;
SPPK; TGFBRE; TGIF; TTR; AD2; AMH; APOC2; APOE; ATHS; BAX; BCKDHA; BCL3; BFIC; C3; CACNA1A; CCO;
CEACAM5; COMP; CRX; DBA; DDU; DFNA4; DLL3; DM1; DMWD; E11S; ELA2; EPOR; ERCC2; ETFB; EXT3;
EYCL1; FTL; FUT1; FUT2; FUT6; GAMT; GCDH; GPI; GUSM; HB1; HCL1; HHC2; HHC3; ICAM3; INSR; JAK3;
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KLKS3; LDLR; LHB; LIG1; LOH19CR1; LYL1; MAN2B1; MCOLN1; MDRV; MLLT1; NOTCH3; NPHS1; OFC3; OPAS;
PEPD; PRPF31; PRTN3; PRX; PSG1; PVR; RYR1; SLC5A5; SLC7A9; STK11; TBXA2R; TGFB1; TNNI3; TYROBP;
ADA; AHCY; AVP; CDAN2; CDPD1; CHED1; CHED2; CHRNA4; CST3; EDN3; EEGV1; FTLL1; GDF5; GNAS; GSS;
HNF4A; JAG1; KCNQ2; MKKS; NBIA1; PCK1; PI3; PPCD; PPGB; PRNP; THBD; TOP1; AIRE; APP; CBS; COL6A1;
COL6A2; CSTB; DCR; DSCR1; FPDMM; HLCS; HPE1; ITGB2; KCNE1; KNO; PRSS7; RUNX1; SOD1; TAM; ADSL;
ARSA; BCR; CECR; CHEK2; COMT; CRYBB2; CSF2RB; CTHM; CYP2D6; CYP2D7P1; DGCR; DIA1; EWSR1;
GGT1; MGCR; MN1; NAGA; NE2; OGS2; PDGFB; PPARA; PRODH; SC0O2; SCZD4; SERPIND1; SLC5A1; SOX10;
TCN2; TIMP3; TST; VCF; ABCD1; ACTL1; ADFN; AGMX2; AHDS; AIC; AIED; AIH3; ALAS2; AMCD; AMELX;
ANOP1; AR; ARAF1; ARSC2; ARSE; ARTS; ARX; ASAT; ASSP5; ATP7A; ATRX; AVPR2; BFLS; BGN; BTK; BZX;
C1HR; CACNA1F; CALB3; CBBM; CCT; CDR1; CFNS; CGF1; CHM; CHR39c; CIDX; CLA2; CLCN5; CLS; CMTX2;
CMTX3; CND; COD1; COD2; COL4A5; COL4A6; CPX; CVD1; CYBB; DCX; DFN2; DFN4; DFN6; DHOF; DIAPHZ;
DKC1; DMD; DSS; DYT3; EBM; EBP; ED1; ELK1; EMD; EVR2; F8; F9; FCP1; FDPSL5; FGD1; FGS1; FMR1;
FMR2; G6PD; GABRAS3; GATA1; GDI1; GDXY; GJB1; GK; GLA; GPC3; GRPR; GTD; GUST; HMS1; HPRT1; HPT,;
HTC2; HTR2c; HYR; IDS; IHG1; IL2RG; INDX; IP1; IP2; JMS; KAL1; KFSD; L1CAM; LAMP2; MAA; MAFD2; MAOA;
MAOB; MCF2; MCS; MEAX; MECP2; MF4; MGC1; MIC5; MID1; MLLT7; MLS; MRSD; MRX14; MRX1; MRX20;
MRX2; MRX3; MRX40; MRXA; MSD; MTM1; MYCL2; MYP1; NDP; NHS; NPHL1; NROB1; NSX; NYS1; NYX; OA1;
OASD; OCRL; ODT1; OFD1; OPA2; OPD1; OPEM; OPN1LW; OPN1MW; OTC; P3; PDHA1; PDR; PFC; PFKFB1;
PGK1; PGK1P1; PGS; PHEX; PHKA1; PHKA2; PHP; PIGA; PLP1; POF1; POLA; POU3F4; PPMX; PRD; PRPS1;
PRPS2; PRS; RCCP2; RENBP; RENS1; RP2; RP6; RPGR; RPS4X; RPS6KA3; RS1; S11; SDYS; SEDL;
SERPINA7; SH2D1A; SHFM2; SLC25A5; SMAX2; SRPX; SRS; STS; SYN1; SYP; TAF1; TAZ;, TBX22; TDD; TFE3;
THAS; THC; TIMMB8A; TIM1; TKCR; TNFSF5; UBE1; UBE2A; WAS; WSN; WTS; WWS; XIC; XIST; XK; XM; XS;
ZFX; ZIC3; ZNF261; ZNF41; ZNF6; AMELY; ASSP6; AZF1; AZF2; DAZ; GCY; RPS4Y; SMCY; ZFY; ABAT; AEZ;
AFA; AFD1; ASAH1; ASD1; ASMT; CCAT; CECR9; CEPA; CLA3; CLN4; CSF2RA; CTS1; DF; DIH1; DWS; DYT2;
DYT4; EBR3; ECT; EEF1A1L14; EYCL2; FANCB; GCSH; GCSL; GIP; GTS; HHG; HMI; HOAC; HOKPP2; HRPT1;
HSD3B3; HTC1; HV1S; ICHQ; ICR1; ICRS5; IL3RA; KAL2; KMS; KRT18; KSS; LCAT; LHON; LIMM; MANBB;
MCPH2; MEB; MELAS; MIC2; MPFD; MS; MSS; MTATP6; MTCO1; MTCO03; MTCYB; MTND1; MTND2; MTND4;
MTND5; MTND6; MTRNR1; MTRNR2; MTTE; MTTG; MTTIl; MTTK; MTTL1; MTTL2; MTTN; MTTP; MTTSH1;
NAMSD; OCD1; OPD2; PCK2; PCLD; PCOS1; PFKM; PKD3; PRCA1; PRO1; PROP1; RBS; RFXAP; RP; SHOX;
SLC25A6; SPG5B; STO; SUOX; THM; y TTD.

7. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha célula de mamifero es una
célula presentadora de antigenos, una célula dendritica, un macrofago, una célula neuronal, una célula cerebral, un
astrocito, una célula microglial una neurona, una célula de bazo, una célula linfoide, una célula pulmonar, una célula
epitelial del pulmoén, una célula de la piel, un queratinocito, una célula endotelial, una célula alveolar, un macréfago
alveolar, un neumocito alveolar, una célula endotelial vascular, una célula mesenquimatica, una célula epitelial, una
célula epitelial colonica, una célula hematopoyética, una célula de médula 6sea, una célula de Claudius, una célula
de Hensen, una célula de Merkel, una célula de Muller, una célula de Paneth, una célula de Purkinje, una célula de
Schwann, una célula de Sertoli, una célula aciddfila, una célula acinar, un adipoblasto, un adipocito, una célula alfa
marrén o blanca, una célula amacrina, una célula beta, una célula capsular, un cementocito, una célula principal, un
condroblasto, un condrocito, una célula cromafin, una célula cromofébica, una corticotropica, una célula delta, una
célula de Langerhans, una célula dendritica folicular, una célula enterocromafin, un ependimocito, una célula
epitelial, una célula basal, una célula escamosa, una célula endotelial, una célula transicional, un eritroblasto, un
eritrocito, un fibroblasto, un fibrocito, una célula folicular, una célula germinal, un gameto, un 6vulo, un
espermatozoide, un ovocito, un ovocito primario, un ovocito secundario, una espermatida, un espermatocito, un
espermatocito primario, un espermatocito secundario, un epitelio germinal, una célula gigante, una célula glial, un
astroblasto, un astrocito, un oligodendroblasto, un oligodendrocito, un glioblasto, una célula caliciforme, una
gonadotropa, una célula granulosa, un hemocitoblasto, una célula capilar, un hepatoblasto, un hepatocito, un
hialocito, una célula intersticial, una célula yuxtaglomerular, un queratinocito, un queratocito, una célula terminal
(lemmal), un leucocito, un granulocito, un basdfilo, un eosindfilo, un neutrofilo, un linfoblasto, un linfoblasto B, un
linfoblasto T, un linfocito, un linfocito B, un linfocito T, un linfocito T colaborador inducido, un linfocito T Th1, un
linfocito T Th2, un linfocito citolitico natural, un timocito, una célula de Kupffer, un macrofago alveolar, una célula
espumosa, un histiocito, una célula luteal, una célula madre linfocitica, una célula linfoide, una célula madre linfoide,
una célula macroglial, una célula prolactinica, un mastocito, un meduloblasto, un megacarioblasto, un megacariocito,
un melanoblasto, un melanocito, una célula mesangial, una célula mesotelial, un metamielocito, un monoblasto, un
monocito, una célula mucosa del cuello, un mioblasto, una célula muscular, una célula muscular cardiaca, una célula
muscular esquelética, una célula muscular lisa, un mielocito, una célula mieloide, una célula madre mieloide, un
mioblasto, una célula mioepitelial, un miofibroblasto, un neuroblasto, una célula neuroepitelial, una neurona, un
odontoblasto, un osteoblasto, un osteoclasto, un osteocito, una célula oxintica, una célula parafolicular, una célula
paraluteal, una célula péptica, un pericito, una célula mononuclear de sangre periférica, un feocromocito, una célula
falangica, un pinealocito, un pituicito, una célula plasmatica, una plaqueta, un podocito, un proeritroblasto, un
promonocito, un promieloblasto, un promielocito, un pronormoblasto, un reticulocito, una célula epitelial del pigmento
de la retina, un retinoblasto, una célula pequefia, un somatotropo, una célula madre, una célula sustentacular, una
célula teloglial o una célula zimogénica.

8. Uso de un ARNm sintetizado in vitro que comprende W o m1W¥ (1-metilpseudouridina) en la preparacion de un
medicamento para inducir una célula de mamifero para producir una proteina recombinante en terapia génica,
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en el que dicho ARNm sintetizado in vitro comprende un marco abierto de lectura que codifica dicha proteina
recombinante;

en el que dicho ARNm sintetizado in vitro se purifica usando un procedimiento que elimina moléculas
contaminantes de ARN que son inmunogénicas y toxicas para la célula induciendo una respuesta inmunitaria
innata, como se determina midiendo la secrecién reducida de citocinas IFN-a o TNF-a de células dendriticas
transfectadas con dichas moléculas de ARNm in vitro en comparacion con la secrecion de dicha citocina de
células dendriticas transfectadas con ARNm sintetizado in vitro no purificado.

9. El uso de la reivindicacion 8, en el que dicha proteina recombinante se selecciona del grupo que consiste en
eritropoyetina (EPO); un factor de trascripcion seleccionado de MYC y SRY o MCOP; un factor de crecimiento o
citocina seleccionado del grupo que consiste en factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento transformante-betal (TGF-beta1), factor insulinico de
crecimiento (IGF), hormona estimulante de melanocitos alfa (alfa-MSH); factor insulinico de crecimiento | (IGF-I); IL-
4; IL-13; e IL-10; oxido nitrico sintasa inducible (iNOS); una proteina de choque térmico; regulador de la
conductancia transmembrana de fibrosis quistica (CFTR); una enzima con actividad antioxidante seleccionada de
entre catalasa, fosfolipido hidroperdxido glutation peroxidasa, superdxido dismutasa-1 y superéxido dismutasa-2;
tirosina cinasa de Bruton; adenosina desaminasa; ecto-nucledsido trifosfato difosfohidrolasa; ABCA4; ABCD3;
ACADM; AGL; AGT; ALDH4A1; ALPL; AMPD1; APOA2; AVSD1; BRCD2; C1QA; C1QB; C1QG; C8A; C8B;
CACNA1S; CCV; CD3z; CDC2L1; CHML; CHS1; CIAS1; CLCNKB; CMD1A; CMH2; CMM; COL11A1; COL8A2;
COL9A2; CPT2; CRB1; CSE; CSF3R; CTPA; CTSK; DBT; DIO1; DISC1; DPYD; EKV; ENO1; ENO1P; EPB41;
EPHX1; F13B; F5; FCGR2A; FCGR2B; FCGR3A; FCHL; FH; FMO3; FMO4; FUCA1; FY; GALE; GBA; GFND; GJAS;
GJB3; GLC3B; HF1; HMGCL; HPC1; HRD; HRPT2; HSD3B2; HSPG2; KCNQ4; KCS; KIF1B; LAMB3; LAMC?2;
LGMD1B; LMNA; LOR; MCKD1; MCL1; MPZ; MTHFR; MTR; MUTYH; MYOC; NB; NCF2; NEM1; NPHS2; NPPA;
NRAS; NTRK1; OPTA2; PBX1; PCHC; PGD; PHA2A; PHGDH; PKLR; PKP1; PLA2G2A; PLOD; PPOX; PPTO;
PRCC; PRG4; PSEN2; PTOS1; REN; RFX5; RHD; RMD1; RPE65; SCCD; SERPINC1; SJS1; SLC19A2; SLC2A1;
SPG23; SPTA1; TAL1; TNFSF6; TNNT2; TPM3; TSHB; UMPK; UOX; UROD; USH2A; VMGLOM; VWS; WS2B;
ABCB11; ABCG5; ABCG8; ACADL; ACP1; AGXT; AHHR; ALMS1; ALPP; ALS2; APOB; BDE; BDMR; BJS; BMPRZ2;
CHRNA1; CMCWTD; CNGAS3; COL3A1; COLAA3; COL4A4; COLBA3; CPS1; CRYGA; CRYGEP1; CYP1Bf1;
CYP27A1; DBI; DES; DYSF; EDAR; EFEMP1; EIF2AK3; ERCC3; FSHR; GINGF; GLC1B; GPD2; GYPC; HADHA,;
HADHB; HOXD13; HPEZ2; IGKC; IHH; IRS1; ITGA6; KHK; KYNU; LCT; LHCGR; LSFC; MSH2; MSH6; NEB; NMTC;
NPHP1; PAFAH1P1; PAX3; PAX8; PMS1; PNKD; PPH1; PROC; REG1A; SAG; SFTPB; SLC11A1; SLC3A1; SOS1;
SPG4; SRD5A2; TCL4; TGFA; TMD; TPO; UGT1A@; UV24; WSS; XDH; ZAP70; ZFHX1B; ACAA1; AGS1; AGTR1;
AHSG; AMT; ARMET; BBS3; BCHE; BCPM; BTD; CASR; CCR2; CCR5; CDL1; CMT2B; COL7A1; CP; CPO; CRV;
CTNNB1; DEM; ETM1; FANCD2; FIH; FOXL2; GBE1; GLB1; GLCLC; GNAI2; GNAT1; GP9; GPX1; HGD; HRG;
ITIH1; KNG; LPP; LRS1; MCCC1; MDS1; MHS4; MITF; MLH1; MYL3; MYMY; OPA1; P2RY12; PBXP1; PCCB;
POU1F1; PPARG; PROS1; PTHR1; RCA1; RHO; SCA7; SCLC1; SCN5A; SI; SLC25A20; SLC2A2; TF; TGFBR2;
THPO; THRB; TKT; TM4SF1; TRH; UMPS; UQCRC1; USH3A; VHL; WS2A; XPC; ZNF35; ADH1B; ADH1C; AFP;
AGA; AlH2; ALB; ASMD; BFHD; CNGA1; CRBM; DCK; DSPP; DTDP2; ELONG; ENAM; ETFDH; EVC; F11; FABP2;
FGA; FGB; FGFR3; FGG; FSHMD1A; GC; GNPTA; GNRHR; GYPA; HCA; HCL2; HD; HTN3; HVBS6; IDUA; IF;
JPD; KIT; KLKB1; LQT4; MANBA; MLLT2; MSX1; MTP; NR3C2; PBT; PDE6B; PEE1; PITX2; PKD2; QDPR; SGCB;
SLC25A4; SNCA; SOD3; STATH; TAPVR1; TYS; WBS2; WFS1; WHCR; ADAMTS2; ADRB2; AMCN; AP3B1; APC;
ARSB; BAGALT7; BHR1; C6; C7; CCAL2; CKN1; CMDJ; CRHBP; CSF1R; DHFR; DIAPH1; DTR; EOS; EPD; ERVR;
F12; FBN2; GDNF; GHR; GLRA1; GM2A; HEXB; HSD17B4; ITGA2; KFS; LGMDLA; LOX; LTC4S; MAN2A1; MCC;
MCCC2; MSH3; MSX2; NR3C1; PCSK1; PDE6A; PFBI; RASA1; SCZD1; SDHA; SGCD; SLC22A5; SLC26A2;
SLC6A3; SM1; SMA@); SMN1; SMN2; SPINK5; TCOF1; TELAB1; TGFBI; ALDH5A1; ARG1; AS; ASSP2; BCKDHB;
BF; C2; C4A; CDKN1A; COL10A1; COL11A2; CYP21A2; DYX2; EJM1; ELOVL4; EPM2A; ESR1; EYA4; F13A1;
FANCE; GCLC; GJA1; GLYS1; GMPR; GSE; HCR; HFE; HLA-A; HLA-DPB1; HLA-DRA; HPFH; ICS1; IDDM1;
IFNGR1; IGAD1; IGF2R; ISCW; LAMA2; LAP; LCA5; LPA; MCDR1; MOCS1; MUT; MYB; NEU1; NKS1; NYS2; OA3;
ODDD; OFCO; PARK2; PBCA; PBCRA1; PDB1; PEX3; PEX6; PEX7; PKHD1; PLA2G7; PLG; POLH; PPAC;
PSORS1; PUJO; RCD1; RDS; RHAG; RP14; RUNX2; RWS; SCA1; SCZD3; SIASD; SOD2; ST8; TAP1; TAPZ;
TFAP2B; TNDM; TNF; TPBG; TPMT; TULP1; WISP3; AASS; ABCB1; ABCB4; ACHE; AQP1; ASL; ASNS; AUTST;
BPGM; BRAF; C7orf2; CACNA2D1; CCM1; CD36; CFTR; CHORDOMA; CLCN1; CMH6; CMT2D; COL1A2; CRS;
CYMD; DFNAS5; DLD; DYT11; EEC1; ELN; ETV1; FKBP6; GCK; GHRHR; GHS; GLI3; GPDS1; GUSB; HLXB9;
HOXA13; HPFH2; HRX; IAB; IMMP2L; KCNH2; LAMBI; LEP; MET; NCF1; NM; OGDH; OPN1SW; PEX1; PGAM2;
PMS2; PON1; PPP1R3A; PRSS1; PTC; PTPN12; RP10; RP9; SERPINE1; SGCE; SHFM1; SHH; SLC26A3;
SLC26A4; SLOS; SMAD1; TBXAS1; TWIST; ZWS1; ACHM3; ADRB3; ANK1; CA1; CA2; CCAL1; CLN8; CMT4A,;
CNGB3; COH1; CPP; CRH; CYP11B1; CYP11B2; DECR1; DPYS; DURS1; EBS1; ECA1; EGI; EXT1; EYAT;
FGFR1; GNRH1; GSR; GULOP; HR; KCNQ3; KFM; KWE; LGCR; LPL; MCPH1; MOS; MYC; NAT1; NAT2; NBS1;
PLAT; PLEC1; PRKDC; PXMP3; RP1; SCZD6; SFTPC; SGM1; SPG5A; STAR; TG; TRPS1; TTPA; VMD1; WRN;
ABCA1; ABL1; ABO; ADAMTS13; AK1; ALAD; ALDH1A1; ALDOB; AMBP; AMCD1; ASS; BDMF; BSCL; C5;
CDKN2A; CHAC; CLA1; CMD1B; COL5A1; CRAT; DBH; DNAI1; DYS; DYT1; ENG; FANCC; FBP1; FCMD; FRDA,;
GALT; GLDC; GNE; GSM1; GSN; HSD17B3; HSN1; IBM2; INVS; JBTS1; LALL; LCCS1; LCCS; LGMD2H; LMX1B;
MLLT3; MROS; MSSE; NOTCH1; ORM1; PAPPA; PIP5K1B; PTCH; PTGS1; RLN1; RLN2; RMRP; ROR2; RPD1;
SARDH; SPTLC1; STOM; TDFA; TEK; TMC1; TRIM32; TSC1; TYRP1; XPA; CACNB2; COL17A1; CUBN; CXCL12;
CYP17; CYP2C19; CYP2C9; EGR2; EMX2; ERCC6; FGFR2; HK1; HPS1; IL2RA; LGI1; LIPA; MAT1A; MBL2;
MKI67; MXI1; NODAL; OAT; OATL3; PAX2; PCBD; PEO1; PHYH; PNLIP; PSAP; PTEN; RBP4; RDPA; RET;
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SFTPA1; SFTPD; SHFM3; SIAL; THC2; TLX1; TNFRSF6; UFS; UROS; AA; ABCCS8; ACAT1; ALX4; AMPD3; ANC;
APOAL; APOA4; APOC3; ATM; BSCL2; BWS; CALCA; CAT; CCND1; CD3E; CD3G; CD59; CDKNLC; CLN2; CNTF;
CPT1A; CTSC; DDB1; DDB2; DHCR7; DLAT; DRD4; ECB2; ED4; EVR1; EXT2; F2; FSHB; FTH1; G6PT1; G6PTZ2;
GIF; HBB; HBBP1; HBD; HBE1; HBG1; HBG2; HMBS; HND; HOMG2; HRAS; HVBS1; IDDM2; IGER; INS; JBS;
KCNJ11; KCNJ1; KCNQ1; LDHA; LRP5; MEN1; MLL; MYBPC3; MYO7A; NNO1; OPPG; OPTB1; PAX6; PC; PDX1;
PGL2; PGR; PORC; PTH; PTS; PVRL1; PYGM; RAG1; RAG2; ROM1; RRAS2; SAA1; SCA5; SCZD2; SDHD;
SERPING1; SMPD1; TCIRG1; TCL2; TECTA; TH; TREH; TSG101; TYR; USH1C; VMD2; VRNI; WT1; WTZ2;
ZNF145; A2M; AAAS; ACADS; ACLS; ACVRL1; ALDH2; AMHR2; AOM; AQP2; ATD; ATP2A2; BDC; CIR; CD4;
CDK4; CNA1; COL2A1; CYP27B1; DRPLA; ENUR2; FEOM1; FGF23; FPF; GNB3; GNS; HAL; HBP1; HMGAZ;
HMN2; HPD; IGF1; KCNA1; KERA; KRAS2; KRT1; KRT2A; KRT3; KRT4; KRT5; KRT6A; KRT6B; KRTHB6; LDHB;
LYZ; MGCT; MPE; MVK; MYL2; OAP; PAH; PPKB; PRB3; PTPN11; PXR1; RLS; RSN; SAS; SAX1; SCA2;
SCNN1A; SMAL; SPPM; SPSMA; TBX3; TBX5; TCF1; TPI1; TSC3; ULR; VDR; VWF; ATP7B; BRCA2; BRCD1;
CLN5; CPB2; ED2; EDNRB; ENUR1; ERCC5; F10; F7; GJB2; GJB6; IPF1; MBS1; MCOR; NYS4; PCCA; RB1;
RHOK; SCZD7; SGCG; SLC10A2; SLC25A15; STARP1; ZNF198; ACHM1; ARVD1; BCH; CTAA1; DAD1; DFNBS5;
EML1; GALC; GCH1; IBGC1; IGH@); IGHC group; IGHG1; IGHM; IGHR; IV; LTBP2; MJD; MNG1; MPD1; MPS3C;
MYH6; MYH7; NP; NPC2; PABPN1; PSEN1; PYGL; RPGRIP1; SERPINA1; SERPINA3; SERPINAG; SLC7A7;
SPG3A; SPTB; TCL1A; TGM1; TITF1; TMIP; TRA@); TSHR; USHLA; VP; ACCPN; AHO2; ANCR; B2M; BBS4; BLM;
CAPN3; CDAN1; CDAN3; CLN6; CMH3; CYP19; CYP1A1; CYP1A2; DYX1; EPB42; ETFA; EYCL3; FAH; FBN1;
FES; HCVS; HEXA; IVD; LCS1; LIPC; MYO5A; OCA2; OTSC1; PWCR; RLBP1; SLC12A1; SPG6; TPM1; UBE3A;
WMS; ABCC6; ALDOA; APRT; ATP2A1; BBS2; CARD15; CATM; CDH1; CETP; CHST6; CLN3; CREBBP; CTH;
CTM; CYBA; CYLD; DHS; DNASE1; DPEP1; ERCC4; FANCA; GALNS; GAN; HAGH; HBA1; HBA2; HBHR; HBQ1;
HBZ; HBZP; HP; HSD11B2; IL4R; LIPB; MC1R; MEFV; MHC2TA; MLYCD; MMVP1; PHKB; PHKG2; PKD1; PKDTS;
PMM2; PXE; SALL1; SCA4; SCNN1B; SCNN1G; SLC12A3; TAT; TSC2; VDI; WT3; ABR; ACACA; ACADVL; ACE;
ALDH3A2; APOH; ASPA; AXIN2; BCL5; BHD; BLMH; BRCA1; CACD; CCA1; CCZS; CHRNB1; CHRNE; CMT1A;
COL1A1; CORD5; CTNS; EPX; ERBB2; G6PC; GAA; GALK1; GCGR; GFAP; GH1; GH2; GP1BA; GPSC; GUCY2D;
ITGA2B; ITGB3; ITGB4; KRT10; KRT12; KRT13; KRT14; KRT14L1; KRT14L2; KRT14L3; KRT16; KRT16L1;
KRT16L2; KRT17; KRT9; MAPT; MDB; MDCR; MGI; MHS2; MKS1; MPO; MYO15A; NAGLU; NAPB; NF1; NME1;
P4HB; PAFAH1B1; PECAM1; PEX12; PHB; PMP22; PRKAR1A; PRKCA; PRKWNK4; PRP8; PRPF8; PTLAH;
RARA; RCV1; RMSA1; RP17; RSS; SCN4A; SERPINF2; SGCA; SGSH; SHBG; SLC2A4; SLC4A1; SLC6A4; SMCR;
SOST; SOX9; SSTR2; SYM1; SYNS1; TCF2; THRA; TIMP2; TOC; TOP2A; TP53; TRIM37; VBCH; ATP8B1; BCLZ2;
CNSN; CORD1; CYB5; DCC; F5F8D; FECH; FEO; LAMAS3; LCFS2; MADH4; MAFD1; MC2R; MCL; MYP2; NPC1;
SPPK; TGFBRE; TGIF; TTR; AD2; AMH; APOC2; APOE; ATHS; BAX; BCK- DHA; BCL3; BFIC; C3; CACNA1A;
CCO; CEACAM5; COMP; CRX; DBA; DDU; DFNA4; DLL3; DM1; DMWD; E11S; ELA2; EPOR; ERCC2; ETFB;
EXT3; EYCL1; FTL; FUT1; FUT2; FUT6; GAMT; GCDH; GPI; GUSM; HB1; HCL1; HHC2; HHC3; ICAM3; INSR;
JAKS; KLK3; LDLR; LHB; LIG1; LOH19CR1; LYL1; MAN2B1; MCOLN1; MDRV; MLLT1; NOTCH3; NPHS1; OFC3;
OPA3; PEPD; PRPF31; PRTN3; PRX; PSG1; PVR; RYR1; SLC5A5; SLC7A9; STK11; TBXA2R; TGFB1; TNNI3;
TYROBP; ADA; AHCY; AVP; CDAN2; CDPD1; CHED1; CHED2; CHRNA4; CST3; EDN3; EEGV1; FTLL1; GDF5;
GNAS; GSS; HNF4A; JAG1; KCNQ2; MKKS; NBIA1; PCK1; PI3; PPCD; PPGB; PRNP; THBD; TOP1; AIRE; APP;
CBS; COL6A1; COL6A2; CSTB; DCR; DSCR1; FPDMM; HLCS; HPE1; ITGB2; KCNE1; KNO; PRSS7; RUNX1;
SOD1; TAM; ADSL; ARSA; BCR; CECR; CHEK2; COMT; CRYBB2; CSF2RB; CTHM; CYP2D6; CYP2D7P1; DGCR;
DIA1; EWSR1; GGT1; MGCR; MN1; NAGA; NE2; OGS2; PDGFB; PPARA; PRODH; SC0O2; SCZD4; SERPIND1;
SLC5A1; SOX10; TCN2; TIMP3; TST; VCF; ABCD1; ACTL1; ADFN; AGMX2; AHDS; AIC; AIED; AIH3; ALASZ;
AMCD; AMELX; ANOP1; AR; ARAF1; ARSC2; ARSE; ARTS; ARX; ASAT; ASSP5; ATP7A; ATRX; AVPR2; BFLS;
BGN; BTK; BZX; C1HR; CACNA1F; CALB3; CBBM; CCT; CDR1; CFNS; CGF1; CHM; CHR39c; CIDX; CLAZ;
CLCNS5; CLS; CMTX2; CMTX3; CND; COD1; COD2; COL4A5; COL4A6; CPX; CVD1; CYBB; DCX; DFN2; DFN4;
DFN6; DHOF; DIAPH2; DKC1; DMD; DSS; DYT3; EBM; EBP; ED1; ELK1; EMD; EVR2; F8; F9; FCP1; FDPSLS5;
FGD1; FGS1; FMR1; FMR2; G6PD; GABRAS3; GATA1; GDI1; GDXY; GJB1; GK; GLA; GPC3; GRPR; GTD; GUST;
HMS1; HPRT1; HPT; HTC2; HTR2c; HYR; IDS; IHG1; IL2RG; INDX; IP1; IP2; JMS; KAL1; KFSD; L1CAM; LAMP2;
MAA; MAFD2; MAOA; MAOB; MCF2; MCS; MEAX; MECP2; MF4; MGC1; MIC5; MID1; MLLT7; MLS; MRSD;
MRX14; MRX1; MRX20; MRX2; MRX3; MRX40; MRXA; MSD; MTM1; MYCL2; MYP1; NDP; NHS; NPHL1; NROB1;
NSX; NYS1; NYX; OA1; OASD; OCRL; ODT1; OFD1; OPA2; OPD1; OPEM; OPN1LW; OPN1MW; OTC; P3;
PDHA1; PDR; PFC; PFKFB1; PGK1; PGK1P1; PGS; PHEX; PHKA1; PHKA2; PHP; PIGA; PLP1; POF1; POLA;
POU3F4; PPMX; PRD; PRPS1; PRPS2; PRS; RCCP2; RENBP; RENS1; RP2; RP6; RPGR; RPS4X; RPS6KAS3;
RS1; S11; SDYS; SEDL; SERPINA7; SH2D1A; SHFM2; SLC25A5; SMAX2; SRPX; SRS; STS; SYN1; SYP; TAF1;
TAZ; TBX22; TDD; TFE3; THAS; THC; TIMM8A; TIM1; TKCR; TNFSF5; UBE1; UBE2A; WAS; WSN; WTS; WWS;
XIC; XIST; XK; XM; XS; ZFX; ZIC3; ZNF261; ZNF41; ZNF6; AMELY; ASSP6; AZF1; AZF2; DAZ; GCY; RPS4Y;
SMCY; ZFY; ABAT; AEZ; AFA; AFD1; ASAH1; ASD1; ASMT; CCAT; CECR9; CEPA; CLA3; CLN4; CSF2RA; CTSH1;
DF; DIH1; DWS; DYT2; DYT4; EBR3; ECT; EEF1A1L14; EYCL2; FANCB; GCSH; GCSL; GIP; GTS; HHG; HMI;
HOAC; HOKPP2; HRPT1; HSD3B3; HTC1; HV1S; ICHQ; ICR1; ICR5; IL3RA; KAL2; KMS; KRT18; KSS; LCAT;
LHON; LIMM; MANBB; MCPH2; MEB; MELAS; MIC2; MPFD; MS; MSS; MTATP6; MTCO1; MTC03; MTCYB;
MTND1; MTND2; MTND4; MTND5; MTND6; MTRNR1; MTRNR2; MTTE; MTTG; MTTI; MTTK; MTTL1; MTTLZ;
MTTN; MTTP; MTTS1; NAMSD; OCD1; OPD2; PCK2; PCLD; PCOS1; PFKM; PKD3; PRCA1; PRO1; PROP1; RBS;
RFXAP; RP; SHOX; SLC25A6; SPG5B; STO; SUOX; THM; y TTD.

10. Un ARNm sintetizado in vitro que comprende ¥ o m1W¥ (1-metilpseudouridina) para su uso en un procedimiento
de terapia génica,
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en el que dicho ARNm sintetizado in vitro se purifica utilizando un procedimiento que elimina moléculas
contaminantes de ARN que son inmunogénicas y toxicas para la célula induciendo una respuesta inmunitaria
innata, segun lo determinado midiendo la secrecion reducida de citocinas IFN-a o TNF-a de células dendriticas
transfectadas con dichas moléculas de ARNm in vitro purificadas en comparacién con la secrecion de dicha
citocina de células dendriticas transfectadas con ARNm sintetizado in vitro sin purificar; y

en el que dicha terapia génica comprende la administracion repetida de dicho ARNm sintetizado in vitro a un
sujeto.

11. El uso o el ARNm sintetizado in vitro para el uso de las reivindicaciones 8-10, en el que menos del 0,01 % del
ARN total en dicho ARNm sintetizado in vitro purificado consiste en moléculas contaminantes de ARN bicatenario.

12. El uso o el ARNm sintetizado in vitro para el uso de las reivindicaciones 8-11, en el que el resultado de dicho
procedimiento de purificacion es que dicho ARNm sintetizado in vitro puede administrarse repetidas veces sin inducir
una respuesta inmunitaria suficiente para eliminar la expresién detectable de la proteina recombinante o que dicho
ARNmM sintetizado in vitro carece de inmunogenicidad, lo que permite el suministro repetido sin generacion de
citocinas inflamatorias.

13. El uso o el ARNm sintetizado in vitro para el uso de las reivindicaciones 8-12, en el dicho procedimiento de
purificacion comprende:

A. purificacién de dicho ARNm sintetizado in vitro usando una purificaciéon por HPLC o columna de flujo por
gravedad; y/o

B. tratar dicho ARNm sintetizado in vifro con una enzima ribonucleasa Ill (RNasa lll) de tal manera que se
generan productos de digestion de RNasa Il cortos y purificar dichos productos de digestion por RNasa Il cortos
por separado de dicho ARNm.

14. El uso o el ARNm sintetizado in vitro para el uso de las reivindicaciones 8-13, en el que dicho ARNm sintetizado
in vitro comprende ademas m°C (5-metilcitidina).

15. El uso de la reivindicacién 8 o el ARNm sintetizado in vitro para el uso de la reivindicacién 10, en el que dicha
inmunogenicidad se determina adicionalmente midiendo la secrecion de IL-12, IFN-a, TNF-a, RANTES, MIP-1q,
MIP-18, IL-6, IFN-3 o IL-8.

16. El uso de la reivindicacion 8 o el ARNm sintetizado in vitro para el uso de la reivindicacién 10, en el que la
inmunogenicidad se determina adicionalmente midiendo la secrecion de citocinas, preferentemente 1L-12, IFN-q,
TNF-a, RANTES, MIP-1a, MIP-18, IL-6, IFN- or IL-8.

17. Un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica que comprende moléculas de ARNm sintetizadas
in vitro que comprenden W o m'W¥ (1-metilpseudouridina) que carecen de inmunogenicidad para células de
mamifero, comprendiendo el procedimiento:

purificar ARNm sintetizado in vitro usando un procedimiento que elimina moléculas contaminantes de ARN que son
inmunogénicas y toxicas para la célula induciendo una respuesta inmunitaria innata, segun lo determinado midiendo
la secrecion reducida de IFN-a o TNF-a de células dendriticas transfectadas con dichas moléculas de ARNm in vitro
purificadas en comparacion con la secrecidon de dicha citocina de células dendriticas transfectadas con ARNm
sintetizado in vitro sin purificar.
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 9
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FIG. 10
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FIG. 11
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FIG. 13

Activacion de PKR mediante ARNm
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FIG. 14
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FIG. 15
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FIG. 16
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FIG. 16
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FIG. 17
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FIG. 18
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FIG. 19
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FIG. 21
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FIG. 21

B HEKZ283
10 Lipofactin

Veces de aumento en la traduccion
en relacion con U-ARN
4]

mSC  mSCRY mSC SOy
NRcap -T7TS-luciferasa de luciérnaga-A50 NRcap -T7TS-renilla-A50

£

123



ES 2769 129 T3

FIG. 21
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FIG. 23
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FIG. 25

Sdc del ARNm para KLF4 (SEQ ID NO: 12)

5" AUGAGGCAGCCACCUGGCGAGUCUGACAUGGCUGUCAGCGACGCGLUGCUCCCAUCUUUCEC
CACGUUCGCGUCUGGCCCGGCGGGAAGGGAGAAGACACUGCGUCARGCAGGUGCCCCGARUAAC
GCUGGCGLGAGGAGCUCUCCCACAUGAAGCGACUUCCCCCAGUGCUUCCCGGLCGCCCLUAUG
ACCUGGCGGCGGCGACCGUGGCCACAGACCUGGAGAGCGGCGGAGCCGEUGCEGCUUGCEECEE
UAGCAACCIGGCGCCCCUACCUCGGAGAGAGACCGAGGAGUUCAACGAUCUCCUGGACCUGGAC
UUUADUCUCUCCAAUUCGCUGACCCAUCCUCCGGAGUCAGUGGCCGCCACCGUGUCCUCGUCAG
GUCAGCCICCUCUUCGUCGUCGCCGUCGAGCAGCGGCCCUGCCAGCGCGCCCUCCACCUGCAG
CUUCACCUAUCCGAUCCGGGCCGGGAACGACCCGGGCGEUGGCGCCEGGCEGCACGGGCGGAGGC
CUCCUCUAJGGCAGGGAGUCCGCUCCCCCUCCGACGGCUCCCUUCAACCUGGTGGACAUCAACG
ACGUGAGCCCCUCGGGCGECUUCGUGGCCGAGCUCCUGCGGCCAGAAUUGGACCCGGUGUACAT
UCCGCCGCAGCAGCCGCAGCCGCCAGGUGGCGGGLUGAUGGGLAAGUUCGUGCUGAAGGCGUCG
CUGAGCGCCCCUGGCAGCGAGUACGGCAGCCCGUCGGUCAUCAGCGUCAGCAAAGGCAGCCCUG
ACGGCAGCCACCCGGUGGUGGUGGCECCCUACAACGGCLEGGCCGCUGCGCACGUGCCCCAAGAY
CAAGCAGGAGGCGGUCUCUUCGUGCACCCACUUGGGCGCUGGACCCCCUCUCAGCARUGGCCAC
CGGCCGGCIGCACACGACUUCCCCCUGGGGLGGCAGCUCCCCAGCAGGACUACCCCGACCCUGG
GUCUUGAGGAAGUGCUGAGCAGCAGGGACUGUCACCCUGCCCUGCCGCUUCCUCCCGGCUUCCA
CCCCACCCGGGGCCCAAUUACCCAUCCUUCCUGCCCGAUCAGAUGCAGCCGCAAGUCCCGLCG
CUCCAUUACCAAGAGCUCAUGCCACCCGGUUCCUGCAUGCCAGAGGAGCCCARGCCAAAGAGEG
GAAGACGAJCGUGGCCCCGGAARAAGGACCGCCACCCACACUUGUGAUUACGCGGGCUGCGGCAA
AACCUACACAAAGAGUUCCCAUCUCAAGGCACACCUGCGAACCCACACAGGUGAGARACCUUAC
CACUGUGACUGGGACGGCUGUGGAUGGAAAUUCGCCCGCUCAGAUGAACUGACCAGGCACUACC
GUAAACACACGGGGCACCGCCCGUUCCAGUGCCAAAAMUGCGACCGAGCAUUUUCCAGGUCGGA
CCACCUCGCCUUACACAUGARGAGGCAUUUUUAA-3!

Sdc del ARNm para LIN28 (SEQ ID NO:13)

5" AUGGGCICCGUGUCCAACCAGCAGUUUGCAGGUGGCUGCGCCAAGGCGGCAGAAGAGGCGCC
CGAGGAGGCGCCGGAGGACGCGGLCCGEGCEGECEEACGAGCCUCAGCUGCUGCACGGUGCGEGGEE
AUCUGUAAGUGCUUCAACGUGCGCAUGGGGUUCGECUUCCUGUCCAUGACCGCCCGTGCLEEEE
UCGCGCUCGACCCCCCAGUGGAUGUCUUUGUGCACCAGAGUAAGCUGCACAUGGAAGGGUUCCG
GAGCUUGAAGGAGGGUGAGGCAGUGGAGUUCACCUUUAAGAAGUCAGCCAAGGGUCUGGARUCC
AUCCGUGUCACCGGACCUGGUGGAGUAUUCUGUAUUGGGAGUGAGAGGCGGCCAARAGGARAGA
CAUGCAGAAGCGCAGAUCARAAGGAGACAGGUGCUACAACUGUGGAGGUCUAGAUCAUCAUGC
CRAGGRAUGCAAGCUGCCACCCCAGCCCAAGAAGUGCCACUUCUGCCAGAGCRAUCAGCCAUAUG
GUAGCCUCAUGUCCGCUGA-3'
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FIG. 26

Sdc del ARNm para cMYC (SEQ ID NO:14)

SAUGGAUUTUUTUCGGGUAGUGGAAARCCAGCAGZCUCCCGCGACGAUGCCCCUCARCGUUAGC
UUCACCAACAGGAACTAUGACCUCGACUACGACUCGGUGCAGCCGUAUUUCUACUGCGACGAGG
AGGAGAACUUCUACCAGCAGCAGCAGCACGAGCGAGCUGCAGCCCCCGGCECCCAGCGAGGATUAT
CUGGAAGAAAUUCGAGCUGCUGCCCACCCCGCCCCUGUCCCCUAGCCGLCGCUCCGEGCUCUGT
UCGCCCUCCUACGUUGCGGUCACACCCUUCUCCCUUCGGGGAGACAACGACGGELGGUGGCGGGA
GCUUCUCCACGGCCGACCAGCUGGAGAUGGUGACCGAGCUGCUGGGAGGAGACAUGGUGAACCA
GAGUUUCAUCUGCGACCCGGACGACCGAGACCUUCAUCAARAACAUCAUCAUCCAGGACUGUAUG
UGGAGCGGCUUCUCGGCCGCCGCCAAGCUCGUCUCAGAGAAGCUGGCCUCCUACCAGGCUGCGE
GCAAAGACAGCGGCAGCCCGRACCCLGCCCGCGGCCACAGCGUCUGCUCCACCUCCAGCUUGUA
CCUGCAGGAUCUGAGCGCCECCECCUCACAGUGCAUCGACCCCUCEGUGCUCUUCCCCUACCCU
CUCAACGACAGCAGCUCGCCCAAGUCCUGCGCCUCGCRAGACUCCAGCGCCUUCUCUCCGUCCU
CGGAUTCUCUGCUCUCCUCGACGGAGUCCUCCCCGCAGGGCAGCCCCGACCCCCUGRUGCUCCA
UGAGGAGACACCGCCCACCACCAGCAGCGACUCUGAGGAGGAACARGARGAUGAGGAAGRAAUC
GAUGUUGUUUCUGUGGAAAAGAGGCAGGCUCCUGGCARAAGGUCAGAGUCUGGAUCACCUUCUG
CUGGAGGCCACAGCARACCUCCUCACAGCCCACUSGUCCUCAAGAGGUGCCACGUCUCCACACA
UCAGCACAACUACGCAGCGCCUCCCUCCACUCGGAAGGACUAUCCUGCUGCCAAGAGGGUCAAG
UUGGACAGUGUCAGAGUCCUGAGACAGAUCAGCAACAACCGARAAUGCACCAGCCCCAGGUCCU
CGGACACCGAGGAGARUGUCAAGAGGCGAACACACAACGUCUUGGAGCGCCAGAGGAGGRACGA
GCUAARACGGAGCUUIUUUGCCCUGCGUCACCAGAUCCCGGAGUUGGARAACAATUGARAAGGCC
CCCAAGGUAGUUAUCCUUAARAAAGCCACAGCAUACAUCCUGUCCGUCCAAGCAGAGGAGCAAA
AGCUCRUUUCUGAAGAGGACUUGUUGCGGAAACGACGAGAACAGUUGAAACACARACTUUGAACA
GCUACGGAACUCUUGUGCGUAA-3'

Sdc del ARN m para NANOG (SEQ ID NO:15)

5=
AUGAGUGUGGAUCCAGCUUGUCCCCARAGCUUGCCUUGCUUUGAAGCAUCCGACUGUAAAGAAT
CUUCACCURUGCCUGUGAUUUGUGGGCCUGRAGARARCURUCCAUCCUUGCARRUGUCUUCTUGT
UGAGALGCCUCACACAGAGACUGUCUCUCCUCUUCCUUCCUCCAUGGAUCUGCUUAUUCAGGAC
AGCCCUGAUUCUUCCACCAGUCCCAAACGGCARACAACCCACUUCUGCAGAGAAUAGUGUCGCAA
ARAAGGAAGACAAGGUCCCGGUCAAGAAACAGAAGACCAGAACUGUGUUCUCUUCCACCCAGCU
GUGUGUACUCAAUGATAGAUUUCAGAGACAGAAAUACCUCAGCCUCCAGCAGAUGCAAGALCTUC
UCCARCAUCCUGAACCUCAGCUACRARCAGGUGAAGACCUGGUUCCAGAACCAGAGARUGAARD
CURAGAGGUGGCAGAARAACAACUGGCCCAAGAAUAGCARUGGUGUGACCCAGRAGGCCUCAGT
ACCUACCUACCCCAGCCUCUACUCUUCCUACCACCAGGGAUGCCUGGUGAACCCGACUGGGAAL
CUUCCAAUGUGGAGCAACCAGACCUGGAACAAUUCAACCUGGAGCAACCAGACCCAGAACAUCC
AGUCCUGGAGCARCCACUCCUGGARCACUCAGACCUGGUGCACCCAAUCCUGERACARICAGGE
CUGGAACAGUCCCUUCUAUAACUGUGGAGAGGAAUCUCUGCAGUCCUGCAUGCACUUCCAGCCA
AAUUCUCCUGCCAGUGACUUGGAGGCUGCCUUGGAAGCUGCUGGGGAAGGCCUUAAUGUAAUAC
AGCAGACCACUACGGUAUUUUAGUACUCCACARACCAUGGAUUUAUUCCUARACUACUCCAUGAA
CAUGCAACTUGARGACGUGUGA-3'
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Sdc del ARNm para OCT4 (SEQ ID NO:16)
57-
AUGGCGCGGACACCUGGCUUCAGAUUTUGCCUUCUCGCCCCCUCCAGGUGGUGGAGGUGAUGGEC
CAGGGGGGCLGGEAGCLGGGLUGGRUUGAUCCUCGGACCUGGCUAAGCUUCCAAGGCCCUCCUGG
AGGGCCAGGAAUCGGGLCGEEEEUUGGEECCAGGCUCUCAGGUGUGGGGGAUUCICCCAUGCCCC
CGCCGUAJGAGUUCUGUGGGGGGAUGGCGUACUGUGGCECCCCAGGUUGGAGUGGGGCUAGUGT
CCCAAGGCGGCUUGGAGACCUCUCAGCCUGAGGGCGAAGCAGGAGUCGGGGUGGAGAGCARCTC
CGAUGGGGCCUCCCCGGAGCCCUGCACCCUCACCCCUGGUGCCGUGAAGCUGGAGAAGGAGAAG
CUGGAGCAAAACCCGGAGGAGUCCCAGGACAUCAAAGCUCUGCAGAAAGAACUCGAGCAAUUUG
CCAAGCUCCUGAAGCAGAAGAGGAUCACCCUGGGAUAUACACAGGCCGAUGUGGGGCUCACCCU
GGGGGUUCITAUTUGGGAAGGUAUUCAGCCAAACGACCAUCUGCCGCUUUGAGGCUCUGCAGCUU
AGCUUCAAGAACAUGUGUAAGCUGCGGCCCUUGCUGCACGRAAGUGGGUGGAGGARAGCUGACAACA
AUGAARAUCUUCAGGAGAUAUGCAAAGCAGARACCCUCCGUGCAGGCCCGAAAGAGAAAGCGAAC
CAGUAUCGAGAACCGAGUGAGAGGCAACCUGGAGAAUUUGUUCCUGCAGUGCCCGARAACCCACA
CUGCAGCAGAUCAGCCACAUCGCCCAGCAGCUUGGGCUCGAGRAGGAUGUGGICCGAGUGUGGET
UCUGUAACCGGCGCCAGAAGGGCAAGCGAUCAAGCAGCGACUAUGCACAACGAGAGGAUUUUGA
GGCUGCUGGGUCUCCUUUCUCAGGGGGACCAGUGUCCUUUCCUCUGGCCCCAGGGCCCCAUUTUU
GGUACCCCAGGCUAUGGGAGCCCUCACUUCACUGCACUGUACUCCUCGGEUCCCUUUCCCUGAGG
GGGAAGCCIUUCCCCCUGUCUCUGUCACCACUCUGGGCUCUCCCAUGCAUUCARACUGA-3T

Sdc del ARNm para SOX2 (SEQ ID NO:17)
57-
AUGUACAACAUGAUGGAGACGGAGCUGAAGCCGCCGGGCCCGCAGCAARCUUCGGGGGGLGELG
GCGGCRACTCCACCGOGGCEGCGECCGGLGGCARCCAGAAMAACAGCCCGGACLGCGUCARGCG
GCCCAUGAAUGCCUUCAUGGUGUGGUCCCGCGGGCAGCEGGCGCAAGAUGGCCCAGGAGAACCCC
AAGAUGCACAACUCGGAGAUCAGCRAGCGCCUGGGCGCCGAGUGGRAACUUUUGUCGGAGACGG
AGAAGCGGCCGUUCAUCGACGAGGCUAAGCGGECUGCGAGCGCUGCACAUGAAGGAGCACCCGGA
UUAUARAUACCGGCCCCGGCGGARARACCAAGACGCUCARUGAAGAAGGATTAAGTACACGCUGCCC
GGCGEGECUGCUGGCCCCCGECGGCAATACCAUGGLGAGCGGEGEUCEEEEUGGELECCEELCUGE
GCGCGGGCEUGAACCAGCGCAUGGACAGUUACGCGCACAUGAACGGCUGGAGCAACGGCAGCUA
CAGCAUGAJGCAGGACCAGCUGGLCUACCCGCAGCACCCGGECCUCAAUGCGCACGLCGCAGCG
CAGAUGCAGCCCAUGCACCGCUACGACGUGAGCGCCCUGCAGUACAACUCCAUGACCAGCUCGC
AGACCUACAUGAACGGCUCGCCCACCUACAGCAUGUCCUACUCGCAGCAGGGUACCCCUGGCAL
GCUCUUGGCUCCAUGGGUUCGGUGGUCAAGUCCGAGGCCAGCUCCAGCCCCCCUGUGGUUACT
UCUUCCUCCCACUCCAGGGCGCCCUGCCAGGCCGGGGACCUCCGGGACAUGAUCAGCAUGUATUC
UCCCCGGCGECCGAGGUGCCGEGAACCCGCCGCCCCCAGCAGACUUCACAUGUCCCAGCACUACCA
GAGCGGCCCGGUGCCCGGCACGGCCAUUAACGGCACACUGCCCCUCUCACACAUGUGA-3
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FIG. 30

Expresion aumentada de los Factores de
Pluripotencialidad en Células Reprogramadas en
Relacién con HEKn

NANOG CRIPTO REX1
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