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DESCRIPCION

ARN modificado con propiedades inmunoestimuladoras disminuidas

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método como se define en las reivindicaciones adjuntas para proporcionar
un ARNm con propiedades inmunoestimuladoras disminuidas, el cual codifica al menos un polipéptido o
proteina biolégicamente activo y su uso en la terapia de reemplazo de proteinas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las moléculas de ARN terapéuticas representan una clase emergente de farmacos. Las terapias basadas en
ARN incluyen moléculas de ARN mensajero (ARNm) que codifican antigenos para su uso como vacunas. Las
vacunas de ARNm combinan propiedades inmunolégicas deseables con la flexibilidad de las vacunas
genéticas. Una de las varias ventajas de usar ARNm para la vacunacion es que la misma molécula no solo
proporciona una fuente de antigeno para la induccidon de una respuesta inmune adaptativa, sino que puede
unirse simultaneamente a receptores de reconocimiento de patrones, tales como los receptores tipo Toll (TLR)
y asi estimular la inmunidad innata. Previamente se ha informado de que una vacuna basada en ARNm de dos
componentes con actividad dual induce respuestas inmunitarias adaptativas equilibradas dependientes de
TLR-7 y proporciona una actividad antitumoral (Fotin-Mleczek et al., 2011. J. Immunother. 34(1):1-15). Ademas,
se considera que el ARNm es un vector mas seguro que los vectores basados en ADN, ya que el ARN no
puede integrarse en el ADN gendmico, posiblemente llevando a una mutagénesis de insercion.

Las moléculas de ARNm también pueden emplearse como terapéuticas en terapias de reemplazo, tales como,
por ejemplo, terapias de reemplazo de proteinas en pacientes, para sustituir proteinas perdidas o mutadas,
como factores de crecimiento o enzimas. Sin embargo, el desarrollo exitoso de terapias de reemplazo seguras
y eficaces basadas en ARNm debe satisfacer diferentes requisitos en comparacioén con las vacunas. Cuando
se aplica un ARNm para terapias de reemplazo de proteinas, el ARNm debe proporcionar la maxima expresion
de la proteina de interés en términos de nivel de expresién y duracion y una minima estimulacion del sistema
inmunitario con el fin de evitar respuestas inmunes generales del paciente a tratar y respuestas inmunes
especificas contra la molécula de ARNm administrado.

Mientras que las propiedades inmunoestimuladoras inherentes del ARNm se consideran una caracteristica
deseable para las vacunas, este efecto puede causar complicaciones no deseadas en las terapias de
reemplazo. En ,especial, este es el caso del tratamiento de enfermedades croénicas en las que la terapia con
ARNmM debe administrarse repetidamente durante un periodo de tiempo prolongado a los pacientes. Aunque
en estudios con animales se ha demostrado que el factor de crecimiento codificado con ARNm eritropoyetina
(EPO) se puede expresar con éxito in vivo, resultando en un aumento biolégicamente relevante de los
reticulocitos (Schlake et al., 2012. RNA Biol. 9(11): 1319-30; Kariko et al., 2012. Mol. Ther. 20(5): 948-53;
Kormann et al, 2011. Nat. Biotechnol. 29(2): 154-7), se ha reconocido que las propiedades
inmunoestimuladoras del ARNm pueden provocar potenciales problemas durante la terapia. En consecuencia,
tales propiedades deberian reducirse.

Las células de mamifero albergan un conjunto diverso de receptores de factores de reconocimiento de patrones
de deteccién de acido nucleico (PRR) que reconocen el ARN por diversos patrones de reconocimiento
(Revision: Desmet et al., 2012. Nat. Rev. Immunol. 12(7): 479-91). Los receptores tipo Toll (TLR) son el grupo
mejor estudiado de factores de reconocimiento de patrones (PRR). De los 10 TLR humanos, cuatro TLR (TLR3,
TLR7, TLR8 y TLR9) son sensores de acido nucleico que reconocen diversos acidos nucleicos derivados de
patégenos. Mientras que TLR3, TLR7 y TLR8 reconocen ARN, TLR9 se une a los motivos CpG en el ADN.
TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 son TLR intracelulares y reconocen acidos nucleicos que son absorbidos por la
célula via endocitosis y son transferidos a los endosomas. Con la excepcion de TLRS, todos los TLR detectores
de acidos nucleicos usan la proteina adaptadora MYD88 para la sefalizacion aguas abajo con el fin de activar
los factores de transcripcion AP1 y NF-B, que conducen a la expresion de citocinas proinflamatorias. Estas
citocinas median el reclutamiento y la activacion de células inmunes. La sefalizacion de TLR3 depende de la
proteina adaptadora que contiene el dominio TIR que induce IFN (TRIF), que conduce a la expresion de
citocinas proinflamatorias, asi como de interferones tipo | (IFN), que juegan un papel en la respuesta antiviral.
Por ejemplo, después de la activacion de TLR7 y TLRY, las células dendriticas plasmacitoides (pDC) pueden
producir grandes cantidades de interferones tipo | (Desmet et al., 2012. Nat. Rev. Immunol. 12(7): 479-91).

Los receptores tipo RIG-I (RLR) son miembros de la superfamilia de las helicasas DExD/H-box que actuan
como sensores de ARN citosélico. Miembros de esta familia son el gen inducible por acido retinoico | (RIG-I),
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la proteina 5 asociada a la diferenciacion del melanoma (MDAS5) y la proteina laboratorio de genética y fisiologia
2 (LGP2). Las RLR son ampliamente expresadas por las células inmunes y no inmunes. El ligando natural
tipico de RIG-I es un ARN corto con emparejamiento de bases de extremos romos y un extremo trifosfato 5' sin
cap, pero también se ha demostrado que RIG-I se une a varios ligandos de ARN bicatenarios (ARNds) y
monocatenarios ARN (ARNss). Generalmente, la MDA5 se une a moléculas de ARNds largas, pero también
esta involucrada en la discriminacion de ARN propios y no propios en funcion del estado de metilacion en 2'-O
de la estructura cap (Zust et al., 2011. Nat. Immunol 12(2): 137-43, PMID 21217758). Ademas, RIG-l y MDA5
pueden activarse mediante ARN propios que se cortan mediante ARNasa L. La ARNasa L es una ribonucleasa
que es inducida en respuesta a interferones de tipo | y degrada todo el ARN dentro de la célula. La sefializacion
de RLR depende del adaptador IFNB-promotor estimulador 1 (IPS1) que conduce a la activacion de los factores
de transcripcion IRF1, IRF3, IRF7 y NF-kB y, en consecuencia, a la expresion de IFN tipo | y citocinas
proinflamatorias (Broz et al., 2013 Nat. Rev. Immunol. 13(8): 551-65).

Las 2’-5-oligoadenilato-sintetasas (OAS) y la proteina quinasa regulada por ARN (PKR) son enzimas
dependientes de ARNds inducidas por interferon ubicadas en el citosol que juegan un papel importante en la
mediacion de los efectos antivirales de los interferones. PKR es una proteina serina/treonina-quinasa que
adquiere actividad enzimatica después de la autofosforilacion, un proceso mediado por ARNds. La activacion
de PKR permite a la quinasa fosforilar su sustrato natural, la subunidad alfa del factor de iniciacion de la sintesis
de proteinas eucariotas 2 (EIF2-alfa), lo que lleva a la inhibicion de la sintesis proteica. Las 2'-5'-oligoadenilato-
sintetasas también son activadas por ARNds y posteriormente polimerizan el ATP en oligoadenilatos unidos en
2'-5' (2'-5'(A\)) de varias longitudes, que funcionan como activadores especificos de una endoribonucleasa
latente, la RNasa L. Una vez activada por 2'-5'(A), la RNasa L degrada los ARN virales y celulares, lo que
resulta en la inhibicion de la sintesis proteica. Ambas enzimas, PKR y 2'-5'-oligoadenilato-sintetasa, son
activadas por ARNss y ARNds que poseen una estructura secundaria extensa (Sharp et al., 1999. Virology 257
(2): 303-13).

Asi, las moléculas de ARN pueden ejercer una respuesta inmune inespecifica en los pacientes, lo que debe
evitarse o al menos reducirse. Se han descrito diversos enfoques para disminuir las propiedades
inmunoestimuladoras del ARNm, incluyendo la incorporacién de nucledsidos modificados de origen natural en
ARNmMm transcrito in vitro. Se espera que la purificacion de tales ARNm elimine contaminantes o ARN bicatenario.
Alternativamente, también se ha previsto la sintesis y el uso de nuevos nucledsidos modificados de origen no
natural con un menor potencial inmunoestimulador.

Kariko y col. demostraron que diferentes ARNm estimulaban la secrecion de citocinas, como TNF, en diversos
grados, mediante las células dendriticas humanas (DC), un efecto que se atribuy6 al compromiso de TLR3, 7
y 8 (Kariko et al., 2005. Immunity 23(2): 165-75). Mientras que el ARNdSs sintético, el ARN transcrito in vitro y
el ARN bacteriano y mitocondrial inducian una fuerte secrecion de citocinas, el ARN citoplasmatico de células
de mamifero estimulaba las DC en un grado mucho menor. Ademas, se demostro que el ARN sefala ,jmediante
TLR3, TLR7 y TLR8 humanos. Sin embargo, la incorporacion de nucledsidos modificados tales como 5-
metilcitidina (m5C), N6-metiladenosina (m6A), 5-metiluridina (m5U), 2-tiouridina (s2U) o pseudouridina (y)
eliminaba esta actividad. Las células dendriticas (DC) tratadas con ARN modificado expresaban
significativamente menos citocinas y marcadores de activacion que aquellas tratadas con ARN no modificado.
Los autores concluyeron que las modificaciones de nucledsidos suprimen el potencial del ARN de activar las
DC. Por tanto, se sugirié6 que los ARNm que contienen nucledsidos modificados que ocurren naturalmente
pueden usarse en aplicaciones clinicas debido a sus propiedades inmunoestimulantes reducidas (Kariko et al.,
2007. Curr. Opin. Drug Discov Devel.10(5): 523-32; WO2007024708A1). El uso de ARN(m) modificado también
esta descrito en la W02009/127230.

Otros trabajos demostraron que el ARNm generado in vitro conteniendo uridina activaba la proteina quinasa
dependiente de ARN (PKR), que luego fosforilaba el factor de iniciacion de la traduccién 2-alfa (elF-2), e inhibia
la traduccion. Por el contrario, los ARNm transcritos in vitro conteniendo pseudouridina como nucledsido
modificado activaban la PKR en un menor grado, mientras que la traduccion de los ARNm conteniendo
pseudouridina no se inhibia (Anderson et al., 2010. Nucleic Acids Res. 38(17):5884-92).

Ademas, el grupo Kariko demostré que el ARN transcrito in vitro no modificado activa la 2’-5-oligoadenilato-
sintetasa (OAS), inducia la escisién del ARN ribosomico (ARNr) mediada por ARNasa L y era rapidamente
escindido por la ARNasa L. En contraste, el ARN que contenia nucledsidos modificados activaba la OAS de
manera menos eficiente e inducia una escisiéon limitada de ARNr, demostrando asi el papel de las
modificaciones de nucledsidos en la supresion del reconocimiento inmunitario del ARN (Anderson et al., 2011.
Nucleic Acids Res. 39(21):9329-38).

Se ha demostrado que la purificacion de ARNm transcrito in vitro por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) reduce la activacion inmune via el ARNm transfectado. Se informé que los contaminantes, incluido el
ARNds, del ARN transcrito in vitro modificado con nucledsidos eran responsables de la activacién inmune
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innata y que su eliminacién por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) resultaba en ARNm que no
inducia la produccién de IFN ni de citocinas inflamatorias. Se tradujo a niveles de 10 a 1.000 veces superiores
en células primarias. Aunque los ARNm no modificados se traducian significativamente mejor después de la
purificacion, todavia inducian niveles de secrecion de citocinas significativos (Kariko et al., 2011. Nucleic Acids
Res. 39(21): e142). El tratamiento de ratones con ARNm modificado con pseudouridina que codifica la
eritropoyetina (EPO) dio lugar a una mayor expresion de proteinas y efectos biolégicos mas fuertes en
comparacién con el ARNm no modificado. Ademas, el ARN modificado no inducia niveles detectables de
interferon y anticuerpos anti-EPO en plasma. Ademas, se demostré que la inyeccion intraperitoneal de ARNm
de EPO en macacos aumentaba los niveles de EPO en suero (Kariko et al., Mol. Ther. 20(5):948-53).

En otro estudio, usando una combinaciéon de diferentes modificaciones de nucleétidos, se demostré en ratones
una expresion mejorada y una inmunoestimulacion reducida de un ARNm que codifica EPO. Ademas, en un
modelo de ratén de una enfermedad pulmonar congénita letal causada por la falta de la proteina surfactante B
(SP-B), la aplicacion de un aerosol de ARNm de SP-B modificado en el pulmén demostré un efecto terapéutico
(Kormann et al., 2011 Nat. Biotechnol. 29(2): 154-7; WO2011012316).

Se ha reportado la induccidon de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) por transfeccion de células
humanas con ARNm sintético modificado. Se observd una expresion mejorada y una inmunoestimulacion
reducida, indicada por una menor expresion de genes regulados por interferon, con ARNm modificados en sus
bases conteniendo 5-metilcitidina y pseudouridina (Warren et al., 2010. Cell Stem Cell. 7(5):618-30;
W02011130624; WO2011071931).

La WO2013/052523 describe nuevos nucledsidos, nucledtidos y acidos nucleicos modificados que pueden
exhibir una respuesta inmune innata reducida cuando se introducen en las células. Sin embargo, cualquier
enfoque para reducir la estimulacién inmune innata basada en un ARNm que contiene nucledsidos modificados
no naturales es menos deseable. Cualquier modificacion de este tipo, que generalmente no ocurre en
pacientes, conlleva el riesgo de efectos secundarios no deseados.

En vista de lo anterior, existe una necesidad continua de nuevos métodos para reducir las propiedades
inmunoestimuladoras del ARNm a la vez que se mantiene una expresion eficiente de proteinas y un buen perfil
de seguridad, evitando cualquier riesgo de efectos secundarios no deseados.

SUMARIO DE LA INVENCION

Los presentes inventores han identificado un método apropiado para proporcionar un ARNm con una
inmunogenicidad y/o capacidad inmunoestimuladora reducida (respuesta inmune contra un ARNm), que
codifica al menos un polipéptido o proteina biolégicamente activo, donde el método comprende las etapas de:

1) identificar una secuencia de ARNm de tipo natural diana que codifica para el polipéptido o la proteina
biol6gicamente activos,

2) modificar al menos el 70% de los codones de la secuencia de tipo natural que son optimizables en su
contenido en citidina mediante el aumento del contenido en citidina del ARNm, de forma que el
contenido en citidina de la zona de la region codificadora del ARNm es mas grande que el contenido
en citidina de la region codificante del ARNm de tipo natural, no cambiando la secuencia de
aminoacidos codificada en comparacion con la de tipo natural,

3) opcionalmente modificar al menos el 70% de los codones para los aminoacidos que no son
seleccionables para la optimizacion en C, pero que son optimizables en cuanto al contenido en
guanosina, aumentando el contenido en guanosina, y

4) sintetizar el ARNm modificado diana, comprendiendo la sintesis una etapa de sintesis quimica o de
transcripcion in vitro,

donde el ARNm modificado diana de menor inmunogenicidad y/o de menor capacidad inmunoestimuladora se
selecciona de los ARNm modificados diana obtenibles mediante el método.

El ARNm diana modificado se modifica de modo que se alcanza al menos el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70% u 80%, o al menos el 90% del contenido maximo tedrico de citidina o incluso un contenido maximo de
citidina.

En una realizacion preferente, al menos el 70%, 80%, 90% o incluso el 100% de los codones de la secuencia
de ARNm diana de tipo natural que son "optimizables para el contenido en citidina" se reemplazan por codones
con un mayor contenido en citidina que el presente en la secuencia de tipo natural.
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En otra realizacion preferente, algunos de los codones de la secuencia de codificacion de tipo natural pueden
ademas modificarse de forma que un codoén para un ARNt relativamente raro en la célula se intercambie por
un coddn para un ARNt relativamente frecuente en la célula, siempre que el codén sustituido para un ARNt
relativamente frecuente lleve el mismo aminoacido que el codén del ARNt relativamente raro de tipo natural
original. Preferentemente, todos los codones para un ARNt relativamente raro se reemplazan por un codén
para un ARNt relativamente frecuente en la célula, excepto los codones que codifican aminoacidos, que estan
codificados exclusivamente por codones que no contienen citidina, o excepto para glutamina (GIn), que esta
codificada por dos codones que contienen cada uno el mismo nimero de citidinas.

En una realizacién preferente adicional de la presente invencion, el ARNm diana modificado se modifica de
forma que se alcanza al menos el 80% o al menos el 90% del contenido maximo tedrico de citidina o incluso el
contenido maximo de citidina mediante codones que codifican ARNt relativamente frecuentes en la célula,
permaneciendo la secuencia de aminoacidos sin cambio.

En consecuencia, los anteriores objetivos de la presente invencion se resuelven mediante un método que
proporciona un ARNm diana modificado que codifica al menos un polipéptido o proteina biolégicamente activo
con inmunogenicidad y/o capacidad inmunoestimuladora disminuida en comparacién con la secuencia de tipo
natural, donde el contenido en C de la region de codificacion del ARNm diana modificado se incrementa
tipicamente en al menos un 10%, preferiblemente en al menos un 12,5%, mas preferiblemente en al menos un
15%, con respecto al contenido en citidina de la region de codificacion del ARNm de tipo natural del polipéptido
o proteina.

En una realizacion especifica, la presente invencion proporciona un método donde, ademas de aumentar el
contenido en citidina, algunos codones, preferiblemente todos los codones de la secuencia de tipo natural, que
no son optimizables para el contenido en citidina o que no codifican para la glutamina y que reflejan un codén
relativamente raro en la célula se reemplazan por codones que codifican un ARNt relativamente frecuente en
la célula que porta el mismo aminoacido que el ARNt relativamente raro.

Preferiblemente, el indice de adaptacion de codones (CAl) de la regidon del ARNm inmunolégicamente
modulado que codifica el polipéptido o proteina de acuerdo con la invencion se incrementa en al menos un
0,05, preferiblemente en al menos 0,1, preferiblemente en al menos 0,125, con total preferencia en al menos
un 0,15 en comparacion con el CAl de la region de codificacion del ARNm de tipo natural que codifica el
polipéptido o la proteina. Asi, el ARNm modificado muestra preferiblemente un mayor nivel de expresion en
comparacién con el ARNm de tipo natural.

El método segun la presente invencion puede comprender ademas la etapa de analizar la inmunogenicidad y/o
la capacidad inmunoestimuladora del ARNm diana modificado que codifica para el al menos un polipéptido o
proteina. Preferentemente, la inmunogenicidad y/o la capacidad inmunoestimuladora del ARNm diana
modificado que codifica al menos un polipéptido o proteina biolégicamente activo se analiza transfectando in
vitro monocitos de sangre periférica (PBMC) con el ARNm diana modificado de la invencion, cultivando las
células durante al menos 8 horas, preferiblemente durante al menos 12 horas, mas preferiblemente durante al
menos 20 horas, y determinando la cantidad de citocinas proinflamatorias en el sobrenadante celular. El
resultado de dicho ensayo puede compararse, en un paso opcional adicional, con el resultado de experimentos
paralelos llevados a cabo para la secuencia de tipo natural (wt) subyacente.

De acuerdo con la invencién, el ARNm diana que codifica para al menos un polipéptido o proteina
bioldgicamente activo de menor inmunogenicidad y/o capacidad inmunoestimuladora en comparacioén con la
secuencia de tipo natural se selecciona de todos los ARNm diana modificados obtenibles mediante un método
de la invencién. Opcionalmente, el método de la invencién de acuerdo con las realizaciones anteriores se puede
reiterar para disminuir ain mas la inmunogenicidad y/o la capacidad inmunoestimuladora del ARNm diana que
codifica al menos un polipéptido o proteina biolégicamente activo. Asi, se pueden producir y probar ARNm
diana modificados alternativos que exhiben las propiedades estructurales de la invencion.

Segun una realizacion de la presente invencion, la modulacion dirigida de la respuesta inmune contra un ARNm
que codifica al menos un polipéptido o proteina bioldgicamente activo se lleva a cabo mediante la ejecucion de
al menos un algoritmo de optimizacién de citidina en un ordenador con la ayuda de un software adecuado.

También se describe aqui un ARNm modificado de inmunogenicidad y/o capacidad inmunoestimuladora
reducida que codifica al menos un polipéptido o proteina biolégicamente activo segin una o mas realizaciones
de la presente invencion, donde el ARNm modificado se obtiene mediante sintesis quimica o bioldgica.
Preferentemente, el ARNm modificado se obtiene por transcripcion in vitro, preferiblemente por transcripcion in
vitro mediada por polimerasa de bacteriéfago, por ejemplo por transcripcion in vitro de polimerasa Sp6 y/o
transcripcion in vitro mediada por polimerasa T3, preferiblemente por transcripciéon in vitro mediada por
polimerasa T7.
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También se describe aqui un ARNm modificado de inmunogenicidad y/o capacidad inmunoestimuladora
reducida que codifica al menos un polipéptido o proteina bioldgicamente activo obtenible por métodos de
acuerdo con la invencion.

En este contexto, se prefiere particularmente que el ARNm modificado de inmunogenicidad y/o capacidad
inmunoestimuladora reducida que codifica al menos un polipéptido o proteina biolégicamente activo tenga al
menos un 10%, 20% o al menos un 30% menos inmunogenicidad y/o capacidad inmunoestimuladora en
comparacion con el ARNm de tipo natural respectivo.

El ARNm modificado de inmunogenicidad y/o capacidad inmunoestimuladora reducida se caracteriza
tipicamente por una afinidad mas baja, por ejemplo al menos reducida en un 20% a uno o mas, a TLR3, TLR7,
TLR8, PKR, MDAS5, RIG-I, LGP2 o 2'-5'-oligoadenilato-sintetasa en comparacion con el ARNm de tipo natural
que codifica al menos un polipéptido o proteina

Ademas, el ARNm modificado segin una o mas de las realizaciones anteriores comprende una estructura 5’-
CAP y/o al menos una 3'- y/o 5'-UTR (region no traducida) y/o una cola poli-A de al menos 60 nucleétidos, mas
preferiblemente de al menos 70 nucledtidos, y/o una secuencia estabilizadora 3'.

Por consiguiente, la presente descripcion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende
un ARNm modificado segun una o mas de las realizaciones anteriores, que opcionalmente comprende uno o
mas excipientes, vehiculos, diluyentes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Mas especificamente, la presente descripcion refiere una composicion farmacéutica segun la realizacion
anterior o el ARNm modificado segun una o mas de las realizaciones anteriores para su uso en el tratamiento
de la terapia de reemplazo proteico, preferiblemente para su uso en el tratamiento de, por ejemplo,
enfermedades hereditarias o endocrinolégicas.

Ademas, la presente descripcion describe el ARNm modificado para su uso en un método de tratamiento de
un sujeto que necesita una terapia de reemplazo proteico, comprendiendo el método administrar a un sujeto
que lo necesita una cantidad farmacéuticamente efectiva de la composicién farmacéutica de acuerdo con una
0 mas de las realizaciones anteriores o de una cantidad efectiva del ARNm modificado de acuerdo con una o
mas de las realizaciones anteriores.

Mas especificamente, la presente descripcion refiere el uso en un método de acuerdo con la realizacién anterior
donde la enfermedad a tratar mediante terapia de reemplazo proteico se selecciona del grupo consistente en
trastornos hereditarios o endocrinolégicos, tales como trastornos del metabolismo de aminoacidos, trastornos
del metabolismo de carbohidratos, trastornos de la biosintesis de colesterol, defectos de la oxidacién de acidos
grasos y trastornos del metabolismo de las grasas, acidosis lactica, enfermedades de almacenamiento de
glucogeno, trastornos mitocondriales, trastornos de acidos organicos, trastornos del ciclo de la urea, trastornos
de la enfermedad de almacenamiento lisosomal.

Mas preferiblemente, la presente descripcion proporciona el ARNm modificado para su uso en un método para
expresar un polipéptido o proteina bioldgicamente activo en un tejido in vivo, comprendiendo el método poner
en contacto al paciente con una composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas de las realizaciones
anteriores o poner en contacto al paciente con el ARNm modificado segun cualquiera de las realizaciones
anteriores, donde la administracion de la composicién farmacéutica o del ARNm modificado resulta en una
respuesta inmune innata reducida por parte del paciente en relacién con un paciente, preferiblemente el mismo
paciente, en contacto con la molécula de ARNm de tipo natural que codifica el mismo polipéptido o proteina.
Opcionalmente, el nivel de expresion de ARNm in vivo se incrementa gracias al ARNm diana modificado en
comparaciéon con el ARNm de tipo natural.

Segun ofra realizacion, la presente descripcion proporciona un ARNm modificado que codifica para al menos
un polipéptido o proteina biolégicamente activo, donde el contenido en citidina de la region codificante del
ARNmM modificado es mayor que el contenido en citidina de la region codificante del ARNm de tipo natural que
codifica el polipéptido o la proteina, permaneciendo la secuencia de aminoacidos codificada sin cambiar en
comparacion con la secuencia de tipo natural. En este contexto, es preferente que, si no hay citidina presente
en ninguno de los al menos un codoén que codifica el aminoacido, al menos un coddn de la secuencia de tipo
natural que codifica un ARNt relativamente raro en la célula se cambia por un codén que codifica un ARNt
relativamente frecuente en la célula que porta el mismo aminoacido que el ARNt relativamente raro.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
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La presente invencion se describe mediante las figuras y ejemplos siguientes, que se usan solo con fines
ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la invencion. En base a la descripcion y los ejemplos, también
se incluyen en la invencion otras realizaciones que son accesibles para el experto.

Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Secuencia de ARNm de tipo natural R873 que codifica para luciferasa de Photinus pyralis (PpLuc),
correspondiente a la SEQ ID NO: 1. El ARNm se transcribi6 in vitro a partir de un vector que contenia
un promotor T7 seguido de una secuencia que codifica para la luciferasa de Photinus pyralis (PpLuc
(wt) y una secuencia poli(A) de 70 nucledtidos de adenosina (A70). Esta secuencia se uso6
posteriormente como secuencia diana para modular la inmunogenicidad y/o la capacidad
inmunoestimuladora de acuerdo con el método de la invencion.

Secuencia de ARNm enriquecida en G/C R875 obtenida mediante enriquecimiento en G/C que
codifica solo para la luciferasa de Photinus pyralis (PpLuc), correspondiente a la SEQ ID NO: 2.
R875 se obtuvo por enriquecimiento en G/C de la secuencia R873.

Secuencia de ARNm enriquecida en C R2103 obtenida por enriquecimiento en G/C y posterior
enriquecimiento en C que codifica para la luciferasa de Photinus pyralis (PpLuc), correspondiente a
la SEQ ID NO: 3. R2103 se obtuvo por enriquecimiento en C de la secuencia R873.

Secuencia de ARNm enriquecida en G/C R2349 que codifica para la luciferasa de Photinus pyralis
(PpLuc), correspondiente a la SEQ ID NO: 4. EI ARNm se transcribiod in vitro a partir de un vector
que contiene un promotor T7 seguido de una secuencia enriquecida en G/C que codifica la luciferasa
de Photinus pyralis (PpLuc (GC) Ill) y una secuencia poli(A) de 64 nucledtidos de adenosina.
Secuencia de ARNm enriquecida en C R2350 que codifica para la luciferasa de Photinus pyralis
(PpLuc), correspondiente a la SEQ ID NO: 5. La plantilla para la transcripcion in vitro se obtuvo
modificando el vector que comprende la secuencia enriquecida en G/C mediante reemplazo de la
secuencia de codificacion G/C-optimizada de PpLuc (GC)III (Figura 4) por una secuencia enriquecida
en C. El ARNm obtenido de este vector por transcripcion in vitro se denomina "PpLuc (GC) Il - A64"
(R2350).

Secuencia de ARNm enriquecida en G/C R2791 que codifica para la luciferasa de Photinus pyralis
(PpLuc), correspondiente a la SEQ ID NO: 6. El vector utilizado para la transcripcion in vitro
comprendia una 5'-TOP-UTR derivada de la proteina ribosémica 32L, seguida de una secuencia
estabilizadora derivada de la 3'-UTR-albumina, un tramo de 64 nucleétidos de adenosina (secuencia
poli(A) ), un tramo de 30 citidinas (secuencia poli(C)) y un tallo-bucle de histona.

Secuencia de ARNm enriquecida en C R2793 que codifica para la luciferasa de Photinus pyralis
(PpLuc), correspondiente a la SEQ ID NO: 7. El vector utilizado para la transcripcion in vitro
comprende una 5-TOP-UTR derivada de la proteina ribosémica 32L, seguido de una secuencia
estabilizadora derivada de 3'-UTR-albumina, un tramo de 64 adenosinas (secuencia poli(A)), un
tramo de 30 citidinas (secuencia poli(C)) y un tallo-bucle de histona.

Secrecion de TNFa de PBMC tratadas con ARNm R2793 y R2791. Las PBMC humanas se trataron
con 10 pg/ml de ARNm enriquecido en GC o en C durante 20 horas y se determind la concentracion
de TNFa en el sobrenadante mediante ELISA como se describe en el Ejemplo 2. Como puede verse,
el tratamiento con ARNm enriquecido en C (R2793) da como resultado una secrecion de TNFa
significativamente menor que el tratamiento con ARNm enriquecido con GC (R2791). La significacion
estadistica se evalué mediante la prueba de Mann Whitney (p = 0,03).

Actividad de luciferasa expresada por ARNm de tipo natural o modificado. Ambos ARN se
transfectaron por separado en células HelLa y se midi6 la actividad de luciferasa (unidades relativas
de luz, URL) 6 h, 24 h y 48 h después de la transfeccién como se describe en el Ejemplo 2.

(A) La actividad luciferasa del ARNm enriquecido con GC (R875) y el ARNm optimizado con C
(R2103) fue comparable tanto en términos de nivel maximo como de cinética, lo que indica
un nivel de expresién comparable de los ARNm transfectados en funcién del tiempo.

(B) La actividad luciferasa del ARNm enriquecido en GC (R875) fue mucho mayor que la del
constructo de tipo natural (R873), lo que indica un nivel de expresion significativamente mayor
del ARNm enriquecido en G/C modificado.

Relacion dosis-respuesta para la secrecion de TNFa de PBMC humanas tratadas con diferentes
ARNmM modificados. Las PBMC humanas se trataron con diferentes concentraciones de ARNm (40
y 20 pg/ml) durante 20 horas. La concentracion de TNFa como parametro que indica la respuesta
inmune provocada por el ARNm transfectado en las PBMC inmunoldgicamente competentes se
determiné mediante ELISA en los sobrenadantes como se describe en el Ejemplo 3. El tratamiento
con ARNm optimizado en C produce menos secrecion de TNFa que el tratamiento con ARNm
optimizado en GC. Se muestra la media y el error estandar de la media de triplicados.

Relacién dosis-respuesta para la secrecion de IFNa de PBMC humanas tratadas con diversos ARNm
modificados. Los PBMC humanos se trataron con diferentes concentraciones de ARNm (40 y 20
pg/ml) como se indica durante 20 horas. La concentracion de IFNa se determiné mediante ELISA en
los sobrenadantes como se describe en el Ejemplo 3. La transfeccion de las PBMC con ARNm
optimizado en C produce menos secrecion de IFNa que la transfeccion con ARNm optimizado en
GC. Se muestra la media y el error estandar de la media de triplicados.
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Tabla 1: Lista de constructos de luciferasa utilizados para la produccién de constructos de ARNm modificado
enriquecido con G/C o C de tipo natural (R873).

Tabla 2: Resumen de la composicion de nucledtidos y el uso de codones de los constructos utilizados en los
presentes ejemplos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Aunque la presente invencion se describe en detalle a continuacion, debe entenderse que esta invencion no
se limita a las metodologias, protocolos y reactivos particulares descritos aqui, ya que pueden variar. También
debe entenderse que la terminologia aqui utilizada tiene el propdsito de describir realizaciones particulares
solamente, y no pretende limitar el alcance de la presente invencion, que estara limitada solo por las
reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos aqui
utilizados tienen los mismos significados que los entendidos cominmente por un experto en la materia.

A continuacién, se describiran los elementos de la presente descripcion. Estos elementos se citan con
realizaciones especificas; sin embargo, debe entenderse que pueden combinarse de cualquier manera y en
cualquier numero para crear realizaciones adicionales. Los ejemplos y las realizaciones preferentes descritos
de diversas maneras no deben interpretarse como limitativos de la presente descripcion solo a las realizaciones
descritas explicitamente. Debe entenderse que esta descripcion soporta y abarca realizaciones que combinan
las realizaciones descritas explicitamente con cualquier nimero de los elementos divulgados y/o preferentes.
Ademas, cualquier permutacion y combinaciéon de todos los elementos descritos en esta solicitud deben
considerarse como descritos por la descripcion de la presente solicitud, a menos que el contexto indique lo
contrario.

A lo largo de esta especificacion y en las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera lo
contrario, se entendera que el término "comprende" y variaciones tales como "comprendiendo" y "que
comprende" implican la inclusién de un miembro, nimero entero o paso establecido, pero no la exclusiéon de
cualquier otro miembro, entero o paso no especificado. El término "consistir en" es una realizacion particular
del término "comprender”, en el que se excluye cualquier otro miembro, nimero entero o paso no especificado.
En el contexto de la presente invencion, el término "comprender” abarca el término "consistir en".

Los términos "un"y "una" y "el" y referencias similares utilizados en el contexto de la descripcion (especialmente
en el contexto de las reivindicaciones) deben interpretarse para cubrir tanto el singular como el plural, a menos
que se indique aqui lo contrario o se contradiga claramente en el contexto. La indicacion aqui de rangos de
valores solo pretende servir como un método abreviado para referirse individualmente a cada valor separado
que se encuentre dentro del rango. A menos que se indique aqui lo contrario, cada valor individual se incorpora
a la especificacion como si se mencionara individualmente en este documento. Ningun lenguaje en la
especificacion debe interpretarse como indicando ningin elemento no reivindicado esencial para la practica de
la invencion.

Se citan varios documentos a lo largo del texto de esta especificacion. Nada en el presente documento debe
interpretarse como una admision de que la invencion no tiene derecho a anteceder dicha divulgacion en virtud
de una invencién anterior.

La presente invencion se basa en el sorprendente hallazgo de que la respuesta inmune frente a un ARNm
diana que codifica al menos un polipéptido o proteina biolégicamente activa puede modularse, es decir,
reducirse, mediante el método inventivo para aumentar el contenido de citidina de la regidon codificante del
ARNm. El método de la presente invencion comprende la etapa de identificar una secuencia de tipo natural
diana que codifica para al menos un péptido, polipéptido o proteina biolégicamente activo. Como segunda
etapa, se modifica la secuencia de tipo natural diana, donde al menos el 70% de los codones o al menos el
80% de los codones o, mas preferiblemente, al menos el 90% o, con total preferencia, el 100% de los codones
de tipo natural de la regién de codificacién que son optimizables para el contenido en citidina, se modifica de
modo que el contenido en citidina global de la region del ARNm modificado que codifica el péptido, polipéptido
o proteina se incrementa con respecto al contenido de citidina de la region de codificacion del ARNm de tipo
natural que codifica para el al menos un péptido, polipéptido o proteina. Mediante esa modificacion, la
secuencia de aminoacidos codificada por el ARNm modificado no cambia en comparacién con la secuencia de
tipo natural.

Debido a la degeneracion natural del codigo genético, mas de un coddén puede codificar un aminoacido
particular. En consecuencia, 18 de los 20 aminoacidos naturales estan codificados por mas de 1 codén (con
Tryp y Met como excepcion), por ejemplo por 2 codones (por ejemplo Cys, Asp, Glu), por tres codones (por
ejemplo lle), por 4 codones (por ejemplo Al, Gly, Pro) o por 6 codones (por ejemplo Leu, Arg, Ser). Sin embargo,
no todos los codones que codifican el mismo aminoacido se utilizan con la misma frecuencia en condiciones in

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2806 575 T3

vivo. Dependiendo de cada organismo, se establece un perfil tipico de uso de codones. El uso de secuencias
de acido nucleico con codones optimizados ya ha sido descrito (véase, por ejemplo, Galiger et al., Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 2013, 57(7): 3046-3059; Wei et al., Journal of Biological Chemistry, 2013, 288(13):
9549-9562).

El término "coddn optimizable para el contenido en citidina" tal como se usa dentro del contexto de la presente
descripcion se refiere a codones que exhiben un nimero menor de ciidinas que otros codones que codifican el
mismo aminoacido. Asi, cualquier codon de tipo natural que puede reemplazarse por otro codén que codifica
para el mismo aminoacido y que tenga un mayor numero de citidinas dentro de ese codén se considera
optimizable en citidina (optimizable en C). Cualquiera de tales sustituciones de un coddén de tipo natural
optimizable en C por el codén optimizado en C especifico dentro de una region de codificacion de tipo natural
aumenta su contenido general en C y refleja una secuencia de ARNm modificada enriquecida en C. Una
secuencia de ARNm maximizada en C contiene codones optimizados en C para todos los codones
potencialmente optimizables en C. En consecuencia, el 100% o la totalidad de los codones optimizables en C
tedricamente reemplazables se reemplazan en tales condiciones por codones optimizados en C en toda la
longitud de la region de codificacion.

Dentro del contexto de la presente invencion, la célula preferente es una célula de mamifero, mas
preferiblemente una célula humana. La frecuencia de uso de codones para los codones individuales se
proporciona en la Tabla 2 de los ejemplos adjuntos. El término "region de codificacion" tal como se usa en la
presente descripcion, es decir, la region en la que se incrementa el contenido en citidina mediante el uso de
codones optimizados en contenido de citidina, corresponde a esa porcion de un ARN, tal como, por ejemplo,
un ARNm, que codifica un péptido, polipéptido o proteina. La region de codificacion del ARNm puede estar
limitada por las cinco regiones principales no traducidas (5'-UTR) y las tres regiones principales no traducidas
(3-UTR).

En la presente descripcion, los codones optimizables en su contenido en citidina son codones que contienen
un numero menor de citidinas que otros codones que codifican el mismo aminoacido. Cualquiera de los codones
GCG, GCA, GCU caodifica el aminoacido Ala, que puede intercambiarse por el codén GCC que codifica el mismo
aminoacido, y/o

el codén UGU que codifica Cys puede intercambiarse por el codon UGC que codifica el mismo aminoacido, y/o
el codoén GAU que codifica para Asp puede intercambiarse por el codon GAC que codifica el mismo aminoacido,
ylo

el codén que UUU que codifica para Phe puede intercambiarse por el codéon UUC que codifica el mismo
aminoacido,

y/o cualquiera de los codones GGG, GGA, GGU que codifican Gly pueden intercambiarse por el codén GGC
que codifica el mismo aminoacido, y/o

el codén CAU que codifica His pueden intercambiarse por el codén CAC que codifica el mismo aminoacido, y/o
cualquiera de los codones AUA, AUU que codifican para lle puede intercambiarse por el codén AUC, y/o
cualquiera de los codones UUG, UUA, CUG, CUA, CUU que codifican para Leu puede intercambiarse por el
codon CUC que codifica el mismo aminoacido y/o

el codon AAU que codifica Asn puede intercambiarse por el codén AAC que codifica el mismo aminoacido, y/o
cualquiera de los codones CCG, CCA, CCU que codifican Pro pueden intercambiarse por el codéon CCC que
codifica el mismo aminoacido, y/o

cualquiera de los codones AGG, AGA, CGG, CGA, CGU que codifican Arg pueden intercambiarse por el codén
CGC que codifica el mismo aminoacido, y/o

cualquiera de los codones AGU, AGC, UCG, UCA, UCU que codifican Ser pueden intercambiarse por el codén
UCC que codifica el mismo aminoacido, y/o

cualquiera de los codones ACG, ACA, ACU que codifican para Thr puede intercambiarse por el codéon ACC
que codifica el mismo aminoacido, y/o

cualquiera de los codones GUG, GUA, GUU que codifican Val puede intercambiarse por el codén GUC que
codifica el mismo aminoacido, y/o

el codén UAU que codifica para Tyr puede intercambiarse por el codon UAC que codifica el mismo aminoacido.

En cualquiera de los casos anteriores, el nimero de citidinas se incrementa en 1 por cada codén intercambiado.
El intercambio de todos los codones no optimizados en C (correspondientes a los codones optimizables en C)
de la region de codificacion resulta en una secuencia de codificaciéon maximizada en C. De acuerdo con la
invencion, al menos el 70% de los codones no optimizados en C se reemplazan por codones optimizados en
C de la secuencia de tipo natural se reemplazan por codones optimizados en C, preferiblemente al menos el
80%, mas preferiblemente al menos el 90%, dentro de la codificacién region.

Puede ser preferente que para algunos aminoacidos el porcentaje de codones optimizados en C reemplazados
por codones optimizados en C sea inferior al 70%, mientras que para otros aminoacidos el porcentaje de
codones reemplazados sea superior al 70% para cumplir con el porcentaje general de optimizacion-C de al
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menos el 70% de todos los codones de tipo natural optimizables en C de la regién de codificacion.
Preferiblemente, en los ARNm C-optimizados de la invencién, al menos el 50% de los codones de tipo natural
C-optimizables para cualquier aminoacido dado se reemplazan por codones C-optimizados, por ejemplo
cualquier ARNm enriquecido en C modificado contiene preferiblemente al menos un 50% de codones
optimizados en C en las posiciones de los codones de tipo natural optimizables en C que codifican cualquiera
de los aminoacidos mencionados anteriormente Ala, Cys, Asp, Phe, Gly, His, lle, Leu, Asn, Pro, Arg, Ser, Thr,
Val y Tyr, preferiblemente al menos 60%.

Segun el método de la invencion, los codones que codifican aminoacidos que no son optimizables para el
contenido en citidina y que, sin embargo, estan codificados por al menos dos codones, pueden usarse sin
ningun proceso de seleccion adicional. Sin embargo, en una realizacion preferente de la invencion, el codon
de la secuencia de tipo natural que codifica un ARNt relativamente raro en la célula, por ejemplo una célula
humana, se intercambia por un codén que codifica un ARNt relativamente frecuente en la célula, codificando
ambos el mismo aminoacido. Asi, el codon GAA relativamente raro que codifica Glu puede intercambiarse por
el codon GAG relativamente frecuente que codifica el mismo aminoacido y/o el codon AAA relativamente raro
que codifica Lys puede intercambiarse por el codon AAG relativamente frecuente que codifica para el mismo
aminoacido y/o el codén CAA relativamente raro que codifica GIn se intercambia por el codon CAG
relativamente frecuente que codifica el mismo aminoacido.

De acuerdo con la presente descripcion, los aminoacidos Met (AUG) y Trp (UGG), que estan codificados por
un solo codén en cada caso, permanecen sin cambios. Los codones de parada no estan optimizados para el
contenido en citidina, sin embargo, los codones de parada relativamente raros ambar, ocre (UAA, UAG) pueden
intercambiarse por el codon de parada 6palo relativamente frecuente (UGA).

Obviamente, las sustituciones citadas anteriormente pueden usarse individualmente, pero también en todas las
combinaciones posibles para optimizar el contenido en citidina del ARNm modificado en comparacién con la
secuencia de ARNm de tipo natural.

Asi, la region del ARNm modificado que codifica el polipéptido o la proteina cambia en comparacion con la
region codificante del polipéptido o proteina del ARNm de tipo natural de manera que un aminoacido codificado
por al menos dos 0 mas codones, de los cuales uno comprende una citidina adicional, dicho codén puede
intercambiarse por el codén C-optimizado que comprende una citidina adicional, por lo que el aminoacido no
se altera en comparacioén con la secuencia de tipo natural.

En una realizacion preferente, el ARNm modificado tiene, ademas de un mayor contenido en C como se definié
anteriormente, un mayor contenido en guanosina (contenido en G). En analogia con las modificaciones
descritas anteriormente, que dan como resultado un mayor contenido en C, pueden introducirse adicionalmente
las modificaciones correspondientes, dando como resultado un mayor contenido en G del ARNm modificado.
Alli, un codén en el ARNm que es optimizable en su contenido en guanosina se reemplaza por un codon con
un mayor contenido en guanosina. En general, las definiciones y explicaciones proporcionadas anteriormente
con respecto a los codones optimizables en citidina y al contenido aumentado de C se aplican a codones
optimizables con guanosina y al contenido en G de manera analoga. En el contexto de la presente descripcion,
los codones optimizables en guanosina son codones que contienen un nimero menor de guanosinas que otros
codones que codifican el mismo aminoacido.

De acuerdo con el método aqui descrito, el ARNm modificado se modifica de modo que al menos un 70%, 80%
0 90%, preferiblemente al menos un 70% de los codones, que no son elegibles para la optimizacion en C, pero
que son optimizables para el contenido en guanosina, se reemplazan por un codén con un contenido en
guanosina mas alto, aumentando asi el contenido en G del ARNm modificado.

Alternativamente, el ARNm modificado se puede obtener mediante el siguiente enfoque: como primer paso, se
puede aumentar su contenido en G/C, por ejemplo mediante la sustitucién de codones de tipo natural que
tienen un contenido mas bajo de nucleétidos G y C. Al menos el 70%, mas preferiblemente al menos el 80%,
mas preferiblemente al menos el 90%, o con total preferencia el 100% de todos los codones de tipo natural que
son optimizables en G/C, pueden reemplazarse con ese enfoque. La optimizacién de G/C se lleva a cabo como
se describe en el documento W02002098443 A2. Como segundo paso, el enriquecimiento o maximizacion de
GI/C es seguido por un paso de mayor optimizacién de C. Por consiguiente, los codones optimizados para G/C
y/o los codones inalterados dentro de la region de codificacion se optimizan en C seleccionando codones que
tienen un mayor nimero de citidinas en comparacion con los codones que se producen en el ARNm enriquecido
en G/C. Al menos el 70%, mas preferiblemente al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 90%, con
total preferencia el 100% de esos codones optimizados y no alterados por GC, que son optimizables en C, se
reemplazan en ese segundo paso. El segundo paso coincide con el primer paso (como se describid
anteriormente para la realizacién que comienza con el enriquecimiento en C), pero comienza con un patrén de
codon que es diferente del patron de coddn de tipo natural. Como resultado, la maximizacion de G/C y la
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posterior maximizacion de C en toda la longitud de la region de codificacion generalmente da como resultado
la misma secuencia de codificacion que la realizacion alternativa que comienza con la maximizacién de Cy la
maximizacion de G posterior como se describié anteriormente.

De acuerdo con una realizacién adicional de la presente invencion, el contenido de citidina de la regién de
codificacion del ARNm diana que codifica el polipéptido o la proteina se modifica de manera que se logra un
contenido maximo de citidina mediante la introduccién de codones que codifican ARNt que son relativamente
frecuentes dentro de esa célula particular, tal como una célula de mamifero, mas especificamente una célula
humana.

De acuerdo con el método de la invencion para proporcionar un ARNm con una inmunogenicidad y/o capacidad
estimuladora reducida, el contenido en citidina del ARNm modificado que codifica al menos un polipéptido o
proteina biolégicamente activo se incrementa en al menos 1 - 15%, preferiblemente 5 - 10%, preferiblemente
al menos 10 - 15%, preferiblemente al menos 10%, mas preferiblemente al menos 12,5%, mas especificamente
al menos 15% en comparacioén con el contenido en citidina de la secuencia de tipo natural.

Asi, de acuerdo con la presente invencion, es particularmente preferente aumentar el contenido de citidina del
ARNm modificado en la cantidad maxima posible, en particular en la regién de codificacion para el al menos
un péptido o polipéptido, en comparacién con la secuencia de tipo natural.

Preferiblemente, los nucledsidos, que se introducen en el ARNm modificado para aumentar el contenido en G
y/o C se seleccionan del grupo consistente en adenosina, citidina, guanosina y uridina. Preferiblemente, el ARN
modificado se modifica solo con respecto a su contenido en G y/o C como se describe aqui, donde la citidina o
la guanosina (no modificada) reemplaza otros nucledsidos para aumentar el contenido en G y/o C como se
describe aqui. Por tanto, no se usan analogos de los nucledsidos adenosina, citidina, guanosina y uridina,
preferiblemente no se usan analogos de nucledsidos o ribonucledsidos como se definen aqui.

Preferiblemente, el ARNm modificado no se modifica con una modificacién quimica en la posicién 4-, 5- o 6-
de la base pirimidinica de los nucleésidos citidina y/o uridina; una modificacién quimica en la posicién 2-, 6-, 7-
u 8- de la base purica de los nucledsidos adenosina, inosina y/o guanosina; y/o una modificacion quimica en la
posicion 2' del azucar de los nucledsidos de adenosina, inosina, guanosina, citidina y/o uridina.

Mas preferiblemente, el ARNm modificado no se modifica con una modificacién quimica en la posicién 2-, 6-,
7- u 8- de la base purina de los nucledsidos adenosina, inosina y/o guanosina; y no con una modificacion
quimica en la posicién 2' del azdcar de los nucledsidos adenosina, inosina, guanosina, citidina y/o uridina.

Incluso mas preferiblemente, el ARNm modificado no se modifica con una modificacién quimica en la posicion
4-, 5- 0 6- de la base pirimidina de los nucledsidos citidina y/o uridina; ni con una modificacién quimica en la
posicion 2' del azucar de los nucledsidos adenosina, inosina, guanosina, citidina y/o uridina.

Preferiblemente, el ARNm modificado no se modifica con una modificacién quimica en la posicién 5- o0 6- de la
base pirimidina de los nucledsidos citidina y/o uridina, seleccionandose la modificaciéon quimica preferiblemente
del grupo consistente en 4-tio, 5-yodo-/(5-I-), 5-bromo-/(5-Br-), 5-aminoalil-, 5-fluor-/(5-F-), 5-hidroxi-, 5-hidro-
/(5-H-), 5-nitro-, 5-propinil-/(5-(C-C-CHzs)-), 5-metil-, 5-metil-2-tio-, 5-formil-, 5-hidroximetil-, 5-metoxi-, 5-metil
oxiacetato, acido 5-oxiacético-, 5-carboxihidroximetil-, metil 5-(carboxihidroximetil)pirimidina éster, 5-
metoxicarbonilmetil-, 5-metoxicarbonilmetil-2-tio, 5-aminometil-, 5-aminometil-2-tio-, 5-aminometil-2-selenio-, 5-
metilaminometil-, 5-carbamoilmetil-, 5-carboximetilaminometil-, 5-carboximetilaminometil-2-tio-, 5-carboximetil,
5-metildihidro-, 5-taurinometil-, 5-taurinometil-2-tiouridina, 5-isopentenilaminometil-, 5-isopentenilaminometil-2-
tio-, 5-aminopropil-/(5-(CsHgNH3)-), 5-metoxietoximetil-/(5-(CH2-O-C2H4-O-CHa)-) y 6-aza-.

Ademas, el ARNm modificado no se modifica con una modificacién quimica en la posicién 2-, 6-, 7- u 8- de la
base purina de los nucledsidos adenosina, inosina y/o guanosina, donde la modificacién quimica se selecciona
preferiblemente de grupo consistente en 2-amino-, 7-deaza-, 8-aza- y 8-azido-.

Ademas o alternativamente, el ARNm modificado no se modifica con una modificacién quimica en la posicion
2' del azucar de los nucledsidos adenosina, inosina, guanosina, citidina y/o uridina cuando se incorpora en la
secuencia de ARN, donde tales modificaciones quimicas en la posicion 2' del azucar de los nucledsidos
adenosina, inosina, guanosina, citidina y/o uridina se pueden seleccionar del grupo consistente en 2'-desoxi-,
2'-amino-2'-desoxi-/2' -amino-, 2'-fluoro-2'-desoxi-/2-fluor- y 2'-O-metil-2'-desoxi-/2'-O-metil-.

Preferiblemente, el ARNm modificado no se modifica con una modificacién quimica en la posicién 4-, 5- o 6-
de la base pirimidina de los nucleésidos citidina y/o uridina y en la posicién 2' del aztcar ribosa como se definio
anteriormente, seleccionandose la modificacion quimica preferiblemente del grupo consistente en 4-tio-2'-
desoxi-, 4-tio-2’-amino-, 4-tio-2’-fluor-, 4-tio-2’-O-metil-, 5-iodo-2’-desoxi-, 5-iodo-2’-amino-, 5-iodo-2’-fluor-, 5-

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2806 575 T3

iodo-2’-O-metil-, 5-bromo-2’-desoxi-, 5-bromo-2’-amino-, 5-bromo-2’-fluor-, 5-bromo-2’-O-metil-, 5-aminoalil-2’-
desoxi-, 5-aminoalil-2’-amino-, 5-aminoalil-2’-fluor-, 5-aminoalil-2’-O-metil-, 5-fluor-2’-desoxi-, 5-fluor-2’-amino-,
5-fluor-2’-fluor-, 5-fluor-2’-O-metil-, 5-hidroxi-2’-desoxi-, 5-hidroxi-2’-amino-, 5-hidroxi-2’-fluor-, 5-hidroxi-2’-O-
metil-, 5-hidro-2’-desoxi-, 5-hidro-2’-amino-, 5-hidro-2’-fluor-, 5-hidro-2’-O-metil-, 5-nitro-2’-desoxi-, 5-nitro-2’-
amino-, 5-nitro-2’-fluor-, 5-nitro-2’-O-metil-, 5-propinil-2’-desoxi-, 5-propinil-2’-amino-, 5-propinil-2’-fluor-, 5-
propinil-2’-O-metil-, 5-metil-2’-desoxi-, 5-metil-2’-amino-, 5-metil-2’-fluor-, 5-metil-2’-O-metil (5,2’-O-dimetil)-, 5-
metil-2-tio-2’-desoxi-, 5-metil-2-tio-2’-amino-, 5-metil-2-tio-2’-fluor-, 5-metil-2-tio-2’-O-metil-, 5-formil-2’-desoxi-,
5-formil-2’-amino-, 5-formil-2’-fluor-, 5-formil-2’-O-metil-, 5-hidroximetil-2’-desoxi-, 5-hidroximetil-2’-amino-, 5-
hidroximetil-2’-fluor-, 5-hidroximetil-2’-O-metil-, 5-metoxi-2’-desoxi-, 5-metoxi-2’-amino-, 5-metoxi-2’-fluor-, 5-
metoxi-2’-O-metil-, 5-oxiacetato de metilo-2’-desoxi-, 5-oxiacetato de metilo-2’-amino-, 5-oxiacetato de metilo-
2’-fluor-, 5-oxiacetato de metilo-2’-O-metil-, 5-oxiacético-2’-desoxi-, 5-oxiacético-2’-amino-, 5-oxiacético-2'-
fluor-, 5-oxiacético-2’-O-metil-, 5-carboxihidroximetil-2’-desoxi-, 5-carboxihidroximetil-2’-amino-, 5-
carboxihidroximetil-2’-fluor-, 5-carboxihidroximetil-2’-O-metil-, 5-(carboxihidroximetil)pirimidina metil éster-2’-
desoxi-, 5-(carboxihidroximetil)pirimidina metil éster-2’-amino-, 5-(carboxihidroximetil)pirimidina metil éster-2’-
fluor-,  5-(carboxihidroximetil)pirimidina  metil  éster-2’-O-metil-, 5-metoxicarbonilmetil-2’-desoxi-,  5-
metoxicarbonilmetil-2’-amino-, 5-metoxicarbonilmetil-2’-fluor-, 5-metoxicarbonilmetil-2’-O-metil-, 5-
metoxicarbonilmetil-2-tio-2’-desoxi-, 5-metoxicarbonilmetil-2-tio-2’-amino-, 5-metoxicarbonilmetil-2-tio 2’-fluor-,
5-metoxicarbonilmetil-2-tio-2’-O-metil-, 5-aminometil-2’-desoxi-, 5-aminometil-2’-amino-, 5-aminometil-2’-fluor-,
5-aminometil-2’-O-metil-, 5-aminometil-2-tio-2’-desoxi-, 5-aminometil-2-tio-2’-amino-, 5-aminometil-2-tio-2’-
fluor-, 5-aminometil-2-tio-2’-O-metil-, 5-aminometil-2-selenio-2’-desoxi-, 5-aminometil-2-selenio-2’-amino-, 5-

aminometil-2-selenio-2’-fluor-, 5-aminometil-2-selenio-2’-O-metil-, 5-metilaminometil-2’-desoxi-, 5-
metilaminometil-2’-amino-, 5-metilaminometil-2’-fluor-, 5-metilaminometil-2’-O-metil-, 5-carbamoilmetil-2’-
desoxi-, 5-carbamoilmetil-2’-amino-, 5-carbamoilmetil-2’-fluor-, 5-carbamoilmetil-2’-O-metil-, 5-

carboximetilaminometil-2’-desoxi-, 5-carboximetilaminometil-2’-amino-, 5-carboximetilaminometil-2’-fluor-, 5-
carboximetilaminometil-2’-O-metil-, 5-carboximetilaminometil-2-tio-2’-desoxi-, 5-carboximetilaminometil-2-tio-
2’-amino-, 5-carboximetilaminometil-2-tio-2’-fluor-, 5-carboximetilaminometil-2-tio-2’-O-metil-, 5-carboximetil-2’-
desoxi-, 5-carboximetil-2’-amino-, 5-carboximetil-2’-fluor-, 5-carboximetil-2’-O-metil-, 5-metildihidro-2’-desoxi-,
5-metildihidro-2’-amino-, 5-metildihidro-2’-fluor-, 5-metildihidro-2’-O-metil-, 5-taurinometil-2’-desoxi-, 5-
taurinometil-2’-amino-, 5-taurinometil-2’-fluor-, 5-taurinometil-2’-O-metil-, 5-taurinometil-2-tiouridina-2’-desoxi-,
5-taurinometil-2-tiouridina-2’-amino-, 5-taurinometil-2-tiouridina-2’-fluor-, 5-taurinometil-2-tiouridina-2’-O-metil-,
5-isopentenilaminometil-2’-desoxi-, 5-isopentenilaminometil-2’-amino-, 5-isopentenilaminometil-2’-fluor-, 5-
isopentenilaminometil-2’-O-metil-, 5-isopentenilaminometil-2-tio-2’-desoxi-, 5-isopentenilaminometil-2-tio-2’-
amino-, 5-isopentenilaminometil-2-tio-2’-fluor-, 5-isopentenilaminometil-2-tio-2’-O-metil-, 5-aminopropil-2’-
desoxi-, 5-aminopropil-2’-amino-, 5-aminopropil-2’-fluor-, 5-aminopropil-2’-O-metil-, 5-metoxi-etoxi-metil-2’-
desoxi-, 5-metoxi-etoxi-metil-2’-amino-, 5-metoxi-etoxi-metil-2’-fluor-, 5-metoxi-etoxi-metil-2’-O-metil-, 6-aza-2’-
desoxi-, 6-aza-2’-amino-, 6-aza-2’-fluor- y 6-aza-2’-O-metil-.

Mas preferiblemente, el ARNm modificado no se modifica con una modificacién quimica en la posicién 2-, 6-,
7- u 8- de la base purina de los nucle6sidos adenosina, inosina y/o guanosina y en la posicion 2' del azucar
ribosa como se definid anteriormente, seleccionandose la modificacion quimica del grupo consistente en 2-
amino-2’-desoxi-, 2-amino-2’-amino-, 2-amino-2’-fluor-, 2-amino-2’-O-metil-, 7-deaza-2’-desoxi-, 7-deaza-2’-
amino-, 7-deaza-2’-fluor-, 7-deaza-2’-O-metil-, 8-aza-2’-desoxi-, 8-aza-2’-amino-, 8-aza-2’-fluor-, 8-aza-2’-O-
metil-, 8-azido-2’-desoxi-, 8-azido-2’-amino-, 8-azido-2'-fluor- y 8-azido-2'-O-metil-.

De acuerdo con la presente descripcion, el término polipéptido o proteina se refiere a un péptido que tiene al
menos 20 y preferiblemente mas de 50 aminoacidos. Puede referirse a una proteina monomérica o multimérica.
Se entiende que un péptido contiene tipicamente menos de 20 aminoacidos.

De acuerdo con la primera realizaciéon aqui descrita, el término "péptido, polipéptido o proteina biolégicamente
activo" se refiere a un polipéptido o proteina que tiene la capacidad de realizar una o mas funciones bioldgicas
0 un conjunto de actividades normalmente atribuidas al polipéptido en un contexto biolégico. La actividad
biologica puede ser, por ejemplo, una actividad de unién a receptor, por ejemplo como un ligando, una actividad
catalitica, una actividad transportadora o una actividad inducida en proteinas de la estructura celular o
modificaciones de proteinas celulares, por ejemplo fosforilacion. La actividad bioldgica del péptido, polipéptido
o proteina codificada por el ARNm de tipo natural o modificado aqui descrito puede determinarse mediante
cualquier método disponible en la técnica. Por ejemplo, la actividad bioldgica de los miembros de la familia de
proteinas interferon puede determinarse mediante cualquiera de varios métodos, incluida su interaccién con
anticuerpos especificos de interferén, su capacidad para aumentar la resistencia a la infeccion viral o su
capacidad para modular la transcripcion de dianas genéticas reguladas por interferon.

En una realizacion preferente, el péptido, polipéptido o proteina biolégicamente activo no comprende el
producto génico de un gen reporter o un gen marcador. En el contexto de la presente descripcion, el ARNm
preferiblemente no codifica, por ejemplo, luciferasa; proteina verde fluorescente (GFP) y sus variantes (como
eGFP, RFP o BFP); a-globina; hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferasa (HGPRT); B-galactosidasa;
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galactoquinasa; fosfatasa alcalina; fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP)) o un gen de resistencia
(como un gen de resistencia frente a neomicina, puromicina, higromicina y zeocina). En una realizacion
preferente, el ARNm no codifica luciferasa. En otra realizacién, el ARNm no codifica GFP o una variante del
mismo.

En otra realizacion preferente, el péptido, polipéptido o proteina biolégicamente activo no comprende una
proteina (o un fragmento de una proteina) derivada de un virus, preferiblemente de un virus que pertenece a la
familia de Orthomyxoviridae. Preferiblemente, el ARNm no codifica una proteina que se deriva de un virus de
la gripe, mas preferiblemente un virus de la gripe A. Preferiblemente, el ARNm no codifica una proteina de la
gripe A seleccionada del grupo consistente en hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA), nucleoproteina (NP),
proteina de matriz M1, proteina de matriz M2, NS1, NS2 (NEP: proteina de exportaciéon nuclear), PA, PB1
(polimerasa basica 1), PB1-F2 y PB2. En otra realizacion preferente, el ARNm no codifica ovoalbumina (OVA)
o un fragmento de la misma. Preferiblemente, el ARNm no codifica una proteina de gripe A u ovoalbumina.

Mediante el método segun la invencion, por una parte se logra un equilibrio 6ptimo de mayor estabilidad de
ARNmM vy, por ofra parte, propiedades inmunoestimuladoras reducidas. EI mayor contenido en C del ARNm
modificado reduce la inmunogenicidad y/o la capacidad inmunoestimuladora del ARNm, mientras que el mayor
contenido en C y G contribuye a una mayor estabilidad del ARNm. Mayor estabilidad de ARNm significa, por
ejemplo, mayor estabilidad funcional in vivo, que resulta en un mayor nivel de proteina expresada con el tiempo.
Por consiguiente, el AUC in vivo (area bajo la curva) de proteina detectable tras la administracion de ARNm
aumenta significativamente para el ARNm modificado en comparacién con su equivalente de tipo natural.
Simultaneamente, se evoca una respuesta inmune reducida en el paciente (como se determina, por ejemplo,
por cantidades reducidas de citocinas secretadas tras la administracion de ARNm). El nivel de expresion de
citocinas (secrecion), por ejemplo TNF-a e IFN-a (por ejemplo, por PBMC) se reduce en al menos un 20%,
preferiblemente en al menos un 40%, en comparacion con la respuesta inmune desencadenada por el
equivalente de tipo natural. Tal reduccién es medible en condiciones in vivo e in vitro.

De acuerdo con el método de la presente invencién, el indice de adaptacion del codén del ARNm diana
modificado que codifica al menos un polipéptido o proteina biolégicamente activo se incrementa en al menos
0,05 - 0,5, o en al menos 0,1 — 0,4, o en al menos 0,2 — 0,3, o en al menos 0,075 - 0,2, o en al menos 0,1 —
0,2, o al menos en 0,05, o al menos en 0,1, o al menos en 0,2, preferiblemente en al menos 0,125, mas
preferiblemente al menos 0,15, en comparacion con el CAl del ARNm de tipo natural.

El indice de Adaptacion de Codones (CAl) es la técnica méas extendida para analizar el sesgo de uso de
codones. El CAl proporciona una indicacion del nivel de expresion génica bajo el supuesto de que hay una
seleccion de traduccion para optimizar las secuencias génicas de acuerdo con sus niveles de expresion.

El indice de adaptacion de codones como se usa en la presente descripcion puede calcularse de acuerdo con
el método publicado por Sharp y Li (Nucleic Acids Res. 1987, 11 de febrero; 15(3): 1281-95). Las soluciones
implementadas por software para el calculo del CAl también se conocen en la técnica anterior, por ejemplo
"The CAIl Analyzer Package" (Ramazotti et al, In Silico Biol. 2007; 7(4-5): 507-26) y, por tanto, estan facilmente
disponibles para el experto. CAl se define simplemente como la media geométrica del peso asociado a cada
codon a lo largo de la secuencia del gen (medido en codones). Para cada aminoacido, el peso de cada uno de
sus codones, en CAl, se calcula como la relacion entre la frecuencia observada del codon y la frecuencia del
codon sinénimo para ese aminoacido. El CAl utiliza un conjunto de referencia de genes altamente expresados
de una especie para determinar el mérito relativo de cada codoén para calcular una puntuacién para un gen a
partir de la frecuencia de uso de todos los codones en dicho gen. Este indice es util para predecir el nivel de
expresion de un gen e indica el éxito probable de la expresion del gen heterdlogo en un sistema celular dado.

Dentro del alcance de la presente descripcion, el término indice de adaptacion de codones (CAl) como se usa
aqui se refiere a la frecuencia de uso de codones de los genes que codifican al menos un polipéptido o proteina.
La adaptacion del coddn es la adaptacion de los codones de un marco de lectura abierto a los codones
sinénimos preferidos en genes humanos/mamiferos evitando a la vez la introduccién de funciones de secuencia
secundaria no deseadas que impiden la expresién de los marcos de lectura abiertos resultantes.

Dentro del contexto de la presente descripcion, una puntuacion CAl de 1 significa que se usa el codon 6ptimo
para cada aminoacido en cada posicién de coddn. Por tanto, de acuerdo con los métodos de la presente
invencion, la region de codificacion del ARNm tiene un CAl que es mayor que el CAl de la secuencia de
codificacion de tipo natural correspondiente y el CAl del ARNm modificado esta suficientemente cerca de 1, al
menos 0,6, mas preferiblemente al menos 0,7, mas preferiblemente al menos 0,8 y mas preferiblemente al
menos 0,9, de modo que se logra el nivel deseado de expresion del al menos un polipéptido o proteina
bioldgicamente activo. En consecuencia, el CAl del ARNm modificado es al menos mayor en 0,05 — 0,5, o al
menos mayor en 0,1 — 0,4, o al menos mayor en 0,2 — 0,3, o al menos mayor en 0,075 — 0,2, o al menos mayor
en 0,1 -0,2, o al menos mayor en 0,05, o al menos mayor en 0,1, o al menos mayor en 0,2, preferiblemente al
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menos mayor en 0,125, mas preferiblemente al menos mayor en 0,15, que el CAl de la region de ARNm de
tipo natural que codifica el al menos un polipéptido o proteina biolégicamente activo.

También se describe aqui un ARNm modificado que codifica al menos un polipéptido o proteina biolégicamente
activo, que se puede obtener o se obtiene mediante al menos una o mas realizaciones del método inventivo de
la presente invencion y donde el ARNm modificado se caracteriza por una inmunogenicidad y/o capacidad de
inmunoestimulacion reducida en comparacion con el ARNm de tipo natural y también puede caracterizarse por
una mayor estabilidad, en particular una mayor estabilidad funcional, en comparacion con el equivalente de tipo
natural.

En una realizacion especialmente preferente de la presente invencion, el ARNm obtenible puede someterse
ademas a una etapa de determinacion de la inmunogenicidad y/o de la capacidad inmunoestimuladora del
ARNmM modificado de la invencion. Tal paso comprende, por ejemplo, sub-pasos in vitro de transfectar células
competentes, por ejemplo PBMC, con el ARNm modificado de acuerdo con una o mas realizaciones del método
inventivo, cultivar las células, por ejemplo durante 8 h - 24 h, preferiblemente durante 12 h - 48 h,
preferiblemente durante 18 h - 24 h, preferiblemente durante 24 - 48 h, preferiblemente durante al menos 12
horas, preferiblemente durante al menos 18 h, mas preferiblemente durante al menos 20 h, y determinar la
cantidad de citocinas proinflamatorias en el sobrenadante celular. La cantidad de citocinas proinflamatorias
presentes en el sobrenadante de las células transfectadas con el ARNm modificado aqui descrito se compara
con la cantidad de citocinas proinflamatorias presentes en el sobrenadante de células transfectadas con el
ARNmM equivalente de tipo natural.

Técnicas apropiadas para determinar la inmunogenicidad y/o la capacidad inmunoestimuladora de un acido
nucleico, tal como la de, por ejemplo, los ARNm modificados aqui descritos, son conocidas en la técnica y estan
facilmente disponibles para los expertos (Robbins et al., 2009. Oligonucleotides 19(2):89-102). La naturaleza y
el alcance de la respuesta de las citocinas al ARN depende de varios factores, incluyendo el momento, el tipo
de célula, el vehiculo de suministro y la via de administracion. La ausencia de inmunoestimulacion en un solo
punto de tiempo para una sola citocina no demuestra necesariamente la ausencia de inmunoestimulaciéon en
general, de modo que puede ser necesaria la evaluacion de varias respuestas de citocina en multiples puntos
de tiempo. Estan disponibles comercialmente anticuerpos y kits ELISA para la determinacion de interferones
(por ejemplo IFNa e IFNB) y diversas citocinas proinflamatorias, por ejemplo TNFa, TGFp, IL-1 e IL-6.

Si se deseara llevar a cabo estudios in vivo para analizar IFNa y/o citocinas proinflamatorias adecuadas, por
ejemplo TNFa e IL-6, su presencia en el plasma de animales tratados puede usarse para controlar la activacion
sistémica de la respuesta inmune. La medida de la respuesta inmune en un momento apropiado después de
la administracion de ARNm es critica para una evaluacion valida. La administracion sistémica de formulaciones
de ARNm a ratones conduce a una elevacién detectable de las citocinas séricas en 1 a 2 horas, dependiendo
del tipo de vehiculo de suministro y la citocina de interés. Tipicamente, el aumento de los niveles de citocinas
en el suero es transitorio y puede disminuir nuevamente después de 12 a 24 horas de tratamiento. Por ejemplo,
a los ratones se les puede inyectar ARNm complejado y se pueden medir los niveles séricos de, por ejemplo,
IFNa, TNFa e IL-6, 6 horas después de la inyeccion utilizando ensayos ELISA adecuados (Kariko et al., 2012.
Mol. Ther. 20(5):948-53).

Para estudios in vitro, se puede emplear un panel de citocinas similar para evaluar la estimulacién de cultivos
de células inmunes primarias después del tratamiento con el ARNm aqui descrito. La secrecion de citocinas
depende del tipo de célula y, por tanto, es posible que se requieran analizar diversas citocinas. La evaluacion
de la respuesta de las citocinas de cultivos celulares in vitro es menos critica con el tiempo en comparacion
con los estudios in vivo debido a que las citocinas secretadas tienden a acumularse en el sobrenadante del
cultivo celular. Por tanto, la medida de citocinas en un Unico punto de tiempo, como entre 8h - 24h, o entre 16
- 24 h, o entre 12h - 48h, o entre 18h - 24h, o entre 24 - 48h, preferiblemente 12 horas, preferiblemente 18h,
mas preferiblemente 20 h después de la administracion de ARNm, por ejemplo el tratamiento con el ARNm
modificado como se describe aqui a menudo es suficiente para detectar una respuesta inmune. Por ejemplo,
se puede usar un ensayo de sangre total humana in vitro (WBA) o un ensayo basado en células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) para evaluar la respuesta a las citocinas obtenida por el tratamiento con moléculas
de ARNm modificadas de la invencion (Coch et al., 2013. PLoS One 8(8):e71057), como se ilustra en los
ejemplos adjuntos, en particular en el Ejemplo 2. Alternativamente, Pueden aislarse células dendriticas
mieloides primarias y plasmacitoides (pDC) de sangre periférica usando kits de aislamiento celular comerciales
y tratarse con el ARNm de la invencion, tal como el ARNm modificado aqui descrito, en un cultivo celular.
Después de 8 a 20 horas de incubacion, los niveles de citocinas (por ejemplo IFNa, TNFa y/o IL-8) en el medio
de cultivo celular se pueden determinar con ensayos ELISA. Ademas, el estado de activacion de las DC puede
analizarse midiendo la expresioén en la superficie celular de los marcadores de activacion (por ejemplo CD80,
CD83, CD86 y MHC clase l) por citometria de flujo (Kariko et al., 2005. Immunity 23 (2): 165-75).
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Alternativamente, puede evaluarse en células la activacién del sensor de ARN citosdlico RIG-| tratando las
células con el ARNm modificado aqui descrito, generando lisados celulares, separando proteinas por
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida y ensayando la fosforilacion de PKR por transferencia Western. La
fosforilacion de PKR en la posicion 446 de la treonina (pT446) es necesaria para activar de PKR y, por tanto,
representa un marcador de activacion. Ademas, la fosforilacién de la subunidad alfa del factor de iniciacion de
la sintesis de proteinas eucariotas 2 (EIF2-alfa), que es un sustrato fisiolégico para PKR, se puede evaluar con
un anticuerpo dirigido a la serina fosforilada en la posicion 51 (pS51) (Anderson et al., 2010. Nucleic Acids Res.
38(17):5884-92 ).

Se puede comprobar la activacion de la 2'-5'-oligoadenilato-sintetasa (OAS) por ARN en un ensayo enzimatico.
El ensayo para OAS se puede llevar a cabo midiendo los productos 2-5(A). Usando [*H]ATP en la reaccion de
sintetasa, la conversion de 2-5 (A) se mide por digestién de los productos de reaccion con fosfatasa alcalina.
Esto convierte [3H]2-5 (A) en el nucleo (A2'p).A, que esta cargado negativamente y se une al papel de celulosa-
DEAE. EI [PHJATP residual se convierte en adenosina, que no esta cargada y se elimina por lavado. Este ensayo
es adecuado para medir la actividad de OAS en extractos de células crudas, asi como la de OAS purificada
(Sharp et al., 1999. Virology 257 (2): 303-13; Anderson et al., 2011. Nucleic Acids Res. 39(21):9329-38).

Tipicamente, el ARNm modificado obtenible de acuerdo con una o mas realizaciones del método de la invencion
se caracteriza por una menor afinidad a uno o mas de TLR3, TLR7, TLR8, MDA5, RIG-I, LGP2 o 2'-5-
oligoadenilato-sintetasa en comparacion con el ARNm de tipo natural que codifica el mismo péptido, polipéptido
o proteina.

El término "afinidad" tal como se usa aqui se refiere a la capacidad de un ARN, por ejemplo el ARNm modificado
aqui descrito, para unirse y/o funcionar como un ligando y/o para activar eventos de sefalizacion por uno o
mas de TLR3, TLR7, TLR8, MDAS5, RIG-I, LGP2 o 2'-5-oligoadenilato-sintetasa. Asi, el ARN, tal como el ARNm
modificado aqui descrito, que se caracteriza por una menor afinidad a uno o mas de TLR3, TLR7, TLR8, MDAS5,
RIG-I, LGP2 o 2'-5'-oligoadenilato-sintetasa, resulta en una produccion reducida de citocinas proinflamatorias,
por ejemplo TNFa, TGF, IL-1 o IL-6. La afinidad puede reducirse en al menos un 50%, preferentemente en al
menos un 60%, en comparacion con la afinidad del equivalente de tipo natural.

Por tanto, la afinidad del ARNm modificado aqui descrito a uno o mas de TLR3, TLR7, TLR8, MDAS5, RIG-I,
LGP2 o 2'-5'-oligoadenilato-sintetasa esta relacionada con la cantidad de citocinas proinflamatorias producidas
en cualquiera de los ensayos anteriores, es decir, una afinidad y/o activacion de uno o mas de TLR3, TLR7,
TLR8, MDA5, RIG-I, LGP2 o 2'-5'-oligoadenilato-sintetasa reducida se relaciona con una cantidad reducida de
citocinas proinflamatorias liberadas en el sobrenadante celular en comparacién con la cantidad de citocinas
proinflamatorias, por ejemplo TNFa, TGF, IL-1 o IL-6, producidas en respuesta a la transfeccion del ARNm de
tipo natural correspondiente que codifica al menos un polipéptido o proteina biolégicamente activo.

En una realizacién preferente, el método inventivo para proporcionar un ARNm con una inmunogenicidad y/o
una capacidad estimuladora reducida puede ser ejecutado por un ordenador con ayuda de un software
adecuado mediante la ejecucion de al menos un algoritmo respectivo.

El software informatico para el analisis de secuencias y/o para la optimizacion de codones es conocido en la
técnica anterior y es facilmente accesible para los expertos. Los programas de ordenador que pueden usarse
para ejecutar el al menos un algoritmo del método inventivo pueden incluir, por ejemplo, CodonW, GCUA,
INCA, etc. Ademas, se pueden emplear diversos paquetes de software disponibles en linea, por ejemplo "JCat"
disponible de http://www.jcat.de/. El al menos un algoritmo puede comprender, por ejemplo, los siguientes
pasos:

1. Proporcionar la secuencia de ARNm diana de tipo natural, por ejemplo el ARNm completo o una parte
del mismo. Ve al paso 2.

2. Generar una nueva secuencia de ARNm modificada modificando la secuencia diana de acuerdo con
el método que se proporciona en cualquiera de las reivindicaciones 1 - 11. Ve al paso 3.

3. Evaluar la secuencia de ARNm modificada y determinar si tiene una propiedad predeterminada, por
ejemplo que al menos el 70% de los codones de la secuencia de ARNm de tipo natural que son
optimizables para el contenido en citidina se han modificado para el contenido maximo en C posible
sin alterar la secuencia de aminoacidos en comparacién con la secuencia de tipo natural. Si la
secuencia de ARNm modificada tiene la propiedad predeterminada, continuar al paso 4; de lo
contrario, ir al paso 2.

4. Proporcionar la secuencia de ARNm modificada como un ARNm optimizado y modificado.

La secuencia de ARNm modificada obtenida por el algoritmo anterior se puede usar como plantilla, por ejemplo
para la sintesis quimica de ARN o la transcripcion in vitro.
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De acuerdo con una realizacion adicional, el ARNm modificado que codifica para al menos un péptido,
polipéptido o proteina biolégicamente activo puede obtenerse por sintesis, por ejemplo por sintesis quimica.

La sintesis quimica definida del ARNm modificado como se describe aqui en la direcciéon 3'-5' esta bien
establecida en la técnica anterior. La tecnologia utiliza un ribonucledsido con un grupo protector de N adecuado:
generalmente grupo protector 5', siendo el mas popular dimetoxitrifenilo, es decir, un grupo DMT; un grupo
protector T, siendo el mas popular t-butildimetilsilil éter; y una 3'-fosforamidita, siendo la mas popular cianoetil
diisopropilo (componente 1). Este componente se acopla luego a un nucledsido con un grupo protector de N
adecuado, 2’ o 3’ succinato de un ribonucledsido unido a un soporte solido (componente 2). El acoplamiento
del componente 1 y el nucledsido protegido 5'-OH-n-2',3'-protegido (componente 3) también se obtiene en la
fase de solucién en presencia de un activador que conduce a dimeros y oligoribonucledtidos, seguido de
oxidacion (direccion de sintesis 3'—-5'), llevando también a un dinucleétido protegido con un enlace
internucleotidico 3'-5' (Ogilvie, KK, Can. J. Chem., 58, 2686, 1980). De la técnica anterior son conocidas otras
tecnologias de sintesis quimica de ARN, esto es para la sintesis del ARN modificado aqui descrito, por ejemplo
el método descrito en la US 20110275793 A1.

Segun una realizacion especialmente preferente, el ARNm modificado segun el método inventivo de la presente
invencion puede obtenerse por transcripcion in vitro, preferiblemente por transcripcion in vitro mediada por
bacteriofagos, preferiblemente por transcripcion in vitro de polimerasa Sp6 y/o mediada por transcripcion in
vitro de polimerasa T3, con especial preferencia por transcripcion in vitro mediada por polimerasa T7.

En la técnica anterior se han desarrollado sistemas de transcripcion in vitro altamente eficientes, en particular
aquellos que usan polimerasas de fago, tales como T7, SP6 y T3. Las ADN-polimerasas de fago T7, T3 y SP6
dependientes de ADN son ampliamente empleadas para sintetizar una gran cantidad de ARN. Estas enzimas
son altamente procesivas y, por tanto, son capaces de generar moléculas de ARN largas, de hasta miles de
nucleédtidos de longitud, con una baja probabilidad de decaer en plantillas de ADN durante la transcripcion vy,
asi, pueden emplearse para la transcripcion in vitro en la presente invencion. Las ARN polimerasas de fago
reconocen especificamente sus secuencias promotoras de 18 pb (T7, 5-TAATACGACTCACTATAG; T3, 5-
AATTAACCCTCACTAAAG; y SP6, 5'-ATTTAGGTGACACTATAG) e inician la transcripcién precisamente en
el 18° nucledtido guanosina. Con un promotor T7, T3 o SP6 fusionado en el extremo 5' de una plantilla de ADN,
se espera que la reaccion de transcripcion genere una molécula de ARN con la secuencia predicha.

En este método, se transcribe in vitro una molécula de ADN correspondiente al ARNm modificado aqui descrito
para la produccion del ARNm. Esta matriz de ADN tiene un promotor adecuado para la transcripcién in vitro,
por ejemplo un promotor T7 y/o SP6 y/o T3, seguido de la secuencia de nucleétidos deseada para que se
produzca el ARNm y una sefal de terminacion de la transcripcion in vitro. Segun la invencion, la molécula de
ADN que forma la matriz del constructo construccion de ARN a producir, por ejemplo del ARNm modificado
aqui descrito, se prepara mediante replicacion fermentativa y posterior aislamiento como parte de un plasmido
replicable en bacterias.

Plasmidos adecuados para la transcripcion in vitro del ARNm modificado aqui descrito son conocidos en la
técnica y estan disponibles comercialmente. Por ejemplo, se pueden mencionar los siguientes plasmidos
ilustrativos pT7Ts (N° de acceso de GeneBank U26404), la serie pPGEM®, por ejemplo pGEM®-1 (N° de acceso
de GeneBank X65300) y pSP64 (N° de acceso de GeneBank X65327); ver también Mezei y Storts, Purification
of PCR Products, en: Griffin and Griffin (Eds.), Tecnologia PCR: Current Innovation, CRC Press, Boca Raton,
FL, 2001. La transcripcion in vitro del ARNm modificado de acuerdo con la presente invencion también puede
incluir analogos de ribonucleosidos trifosfato (NTP), tales como aquellos requeridos para la proteccion 5' del
ARNmM modificado transcrito in vitro de acuerdo con la invencion. No deben usarse para la transcripcion in vitro
analogos de rNTP distintos a los presentes de forma natural en los ARNm, en particular ARNm de mamifero,
por ejemplo ARNm humano, ya que el ARNm puede verse afectado de manera desventajosa y, lo que es mas
importante, si el ARNm transcrito in vitro aqui descrito se va a usar en terapias de reemplazo proteico, esto
puede no entrar en conflicto con las regulaciones nacionales.

Segun una realizacion especialmente preferente, el ARNm modificado obtenible mediante el método de
acuerdo con la presente invencion se puede sintetizar mediante transcripcion in vitro incluyendo analogos de
rNTP de origen natural, por ejemplo trifosfato de 5-metilcitidina y/o trifosfato de pseudouridina.

De acuerdo con otra realizacién preferente, el ARNm modificado obtenible por el método de la invencion puede
sintetizarse mediante transcripcion in vitro incluyendo otros analogos de rNTP de origen natural.

El término "analogos de ribonucledsido trifosfato” tal como se usa aqui se refiere a compuestos ribonucledsido-

trifosfato que comprenden una modificacion quimica, pudiendo comprender la modificacién quimica una
modificacion de esqueleto, una modificacién de azicar o una modificacion de bases. Estos analogos de
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ribonucledsidos trifosfato también se denominan aqui como nucledsidos trifosfato modificados, ribonucledsidos
modificados o nucledsidos modificados.

En este contexto, los nucledsidos trifosfato modificados como se definen aqui son analogos/modificaciones de
nucledtidos, por ejemplo modificaciones de esqueleto, modificaciones de azicar o modificaciones de bases.
Una modificacién de esqueleto en el contexto de la presente descripcion es una modificacion donde los fosfatos
del esqueleto de nucledtidos estan quimicamente modificados. Una modificacion de azlcar en el contexto de
la presente descripcién es una modificacion quimica del aztcar de los nucleétidos. Ademas, una modificacion
de bases en el contexto de la presente descripcidon es una modificacion quimica del resto base de los
nucledtidos. En este contexto, los analogos o modificaciones de nucledtidos se seleccionan preferiblemente de
analogos de nucledtidos que son aplicables para la transcripcion y/o la traduccion.

Modificaciones de azucar

Los nucleosidos y nucledtidos modificados que pueden usarse en el contexto de la presente descripcion pueden
estar modificados en el resto azucar. Por ejemplo, el grupo 2'-hidroxilo (OH) puede modificarse o reemplazarse
con varios sustituyentes "oxi" o "desoxi" diferentes. Ejemplos de modificaciones “oxi” del grupo 2'-hidroxilo
incluyen, sin limitacion, alcoxi o ariloxi (-OR, por ejemplo, R=H, alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo
0 azucar); polietilenglicoles (PEG), -O(CH2CH;0),CH>.CH;0OR; acidos nucleicos "bloqueados" (LNA) donde el
2'-hidroxilo esta unido, por ejemplo por un puente metileno, al carbono 4' del mismo azucar ribosa; y grupos
amino (-O-amino, donde el grupo amino, por ejemplo NRR, puede ser alquilamino, dialquilamino, heterociclilo,
arilamino, diarilamino, heteroarilamino o diheteroarilamino, etilendiamina, poliamino) o aminoalcoxi.

Las modificaciones "desoxi" incluyen hidrégeno, amino (por ejemplo NHy; alquilamino, dialquilamino,
heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, diheteroarilamino o aminoacido); o el grupo amino se
puede unir al azucar mediante un enlazador, comprendiendo el enlazador uno o mas de los atomos C, Ny O.

El grupo de aztcar también puede contener uno o mas carbonos con la configuracion estereoquimica opuesta
con respecto a la del carbono correspondiente en la ribosa. Por tanto, un nucleétido modificado puede incluir
nucleétidos que contienen, por ejemplo, arabinosa como azucar.

Modificaciones de esqueleto

El esqueleto fosfato puede modificarse adicionalmente en los nucledsidos y nucleétidos modificados. Los
grupos fosfato del esqueleto pueden modificarse reemplazando uno o mas de los atomos de oxigeno por un
sustituyente diferente. Ademas, los nucledsidos y nucledtidos modificados pueden incluir el reemplazo
completo de un resto fosfato no modificado por un fosfato modificado como se describe aqui. Ejemplos de
grupos fosfato modificados incluyen, sin limitarse a, fosforotioato, fosforoselenatos, borano fosfatos, ésteres de
borano fosfatos, hidrogenofosfonatos, fosfoamidatos, alquil o aril fosfonatos y fosfotriésteres. En los
fosforoditioatos ambos oxigenos no enlazantes estan reemplazados por azufre. El enlazador de fosfato también
puede modificarse sustituyendo un oxigeno enlazante por nitrodgeno (fosfoamidatos puenteados), azufre
(fosforotioatos puenteados) y carbono (metilen-fosfonatos puenteados).

Modificaciones de bases

Los nucledsidos y nucledtidos modificados que pueden usarse segun la presente descripcion pueden
modificarse adicionalmente en el grupo nucleobase. Ejemplos de nucleobases que se encuentran en el ARN
incluyen, entre otros, adenina, guanina, citosina y uracilo. Por ejemplo, los nucledsidos y nucleotidos aqui
descritos pueden modificarse quimicamente en la cara principal del surco. En algunas realizaciones, las
principales modificaciones quimicas del surco pueden incluir un grupo amino, un grupo tiol, un grupo alquilo o
un grupo halo.

En realizaciones particularmente preferentes aqui descritas, los analogos/modificaciones de nucleétidos se
seleccionan de modificaciones de bases, preferentemente seleccionadas de 2-amino-6-cloropurinaribésido-5'-
trifosfato, 2-aminopurinaribésido-5'-trifosfato;  2-aminoadenosina-5-trifosfato,  2'-amino-2'-desoxicitidina-
trifosfato, 2-tiocitidina-5'-trifosfato, 2-tiouridina-5'-trifosfato, 2'-fluorotimidina-5'-trifosfato, 2'-O-metilinosina-5'-
trifosfato  4-tiouridina-5'-trifosfato, 5-aminoalilcitidina-5'-trifosfato, 5-aminoaliluridina-5'-trifosfato, 5-
bromocitidina-5'-trifosfato, 5-bromouridina-5'-trifosfato, 5-bromo-2'-desoxicitidina-5'-trifosfato, 5-bromo-2'-
desoxiuridina-5'-trifosfato, 5-yodocitidina-5'-trifosfato, 5-yodo-2'-desoxicitidina-5'-trifosfato, 5-yodouridina-5'-
trifosfato, 5-yodo-2'-desoxiuridina-5'-trifosfato, 5-metilcitidina-5'-trifosfato, 5-metiluridina-5'-trifosfato, 5-propinil-
2'-desoxicitidina-5'-trifosfato, 5-propinil-2'-desoxiuridina-5'-trifosfato, 6-azacitidina-5'-trifosfato, 6-azauridina-5'-
trifosfato, 6-cloropurinaribésido-5'-trifosfato, 7-deazaadenosina-5'-trifosfato, 7-deazaguanosina-5'-trifosfato, 8-
azaadenosina-5'-trifosfato, 8-azidoadenosina-5'-trifosfato, benzimidazolribésido-5'-trifosfato, N1-
metiladenosina-5'-trifosfato, N1-metilguanosina-5'-trifosfato, N6-metiladenosina-5'-trifosfato, 06-
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metilguanosina-5'-trifosfato, pseudouridina-5'-trifosfato o puromicina-5'-trifosfato, xantosina-5'-trifosfato. Se da
preferencia particular a los nucleétidos para modificaciones de base seleccionadas del grupo de nucleétidos
modificados en bases que consisten en 5-metilcitidina-5'-trifosfato, 7-deazaguanosina-5'-trifosfato, 5-
bromocitidina-5'-trifosfato y pseudouridina- 5'-trifosfato.

En algunas realizaciones, los nucledsidos modificados incluyen piridin-4-ona ribonucleésido, 5-aza-uridina, 2-
tio-5-azauridina, 2-tiouridina, 4-tiopseudouridina, 2-tiopseudouridina, 5-hidroxiuridina, 3-metiluridina, 5-
carboximetiluridina, 1-carboximetilpseudouridina, 5-propiniluridina, 1-propinilpseudouridina, 5-
taurinometiluridina, 1-taurinometilpseudouridina, 5-taurinometil-2-tiouridina, 1-taurinometil-4-tiouridina, 5-
metiluridina, 1-metilpseudouridina, 4-tio-1-metilpseudouridina, 2-tio-1-metilpseudouridina, 1-metil-1-deaza-
pseudouridina, 2-tio-1-metil-1-deazapseudouridina, dihidrouridina, dihidropseudouridina, 2-tiodihidrouridina, 2-
tiodihidropseudouridina, 2-metoxiuridina, 2-metoxi-4-tiouridina, 4-metoxipseudourina, pseudourina y 4-metoxi-
2-tiopseudouridina.

En algunas realizaciones, los nucledsidos modificados incluyen 5-azacitidina, pseudoisocitidina, 3-metilcitidina,
N4-acetilcitidina, 5-formilcitidina, N4-metilcitidina, 5-hidroximetilcitidina, 1-metil-pseudoisocitidina,
pirrolocitidina,  pirrolopseudocitidina, 2-tiocitidina, 2-tio-5-metilcitidina, 4-tiopseudoisocitidina, 4-tio-1-
metilpseudoisocitidina, 4-tio-1-metil-1-deazapseudoisocitidina, 1-metil-1-deazapseudoisocitidina, zebularina, 5-
azazebularina, 5-metilzebularina, 5-aza-2-tiozebularina, 2-tiozebularina, 2-metoxicitidina, 2-metoxi-5-
metilcitidina, 4-metoxipseudoisocitidina y 4-metoxi-1-metilpseudoisocitidina.

En otras realizaciones, los nucledsidos modificados incluyen 2-aminopurina, 2,6-diaminopurina, 7-
deazaadenina, 7-deaza-8-azaadenina, 7-deaza-2-aminopurina, 7-deaza-8-aza-2-aminopurina, 7-deaza-2,6-
diaminopurina, 7-deaza-8-aza-2,6-diaminopurina, 1-metiladenosina, N6-metiladenosina, N6-
isopenteniladenosina, N6-(cis-hidroxiisopentenil)adenosina, 2-metiltio-N6-(cis-hidroxiisopentenil)adenosina,
N6-glicinilcarbamoiladenosina, N6-treonilcarbamoilamino, 2-metiltio-N6-treonilcarbamoiladenosina, N6,N6-
dimetiladenosina, 7-metiladenosina, 2-metiltioadenina y 2-metoxiadenosina.

En otras realizaciones, los nucledsidos modificados incluyen inosina, 1-metilinosina, wiosina, wibutosina, 7-
deazaguanosina, 7-deaza-8-azaguanosina, 6-tioguanosina, 6-tio-7-deazaguanosina, 6-tio-7-deaza-8-
azaguanosina, 7-metilguanosina, 6-tio-7-metilguanosina, 7-metilinosina, 6-metoxiguanosina, 1-metilguanosina,
N2-metilguanosina, N2,N2-dimetilguanosina, 8-oxoguanosina, 7-metil-8-oxoguanosina, 1-metil-6-tioguanosina,
N2-metil-6-tioguanosina y N2,N2-dimetil-6-tioguanosina.

En algunas realizaciones, el nucleétido puede modificarse en la cara principal del surco y puede incluir
reemplazar el hidrégeno en C-5 del uracilo por un grupo metilo o halo. En realizaciones especificas, un
nucledsido modificado es 5'-O-(1-tiofosfato)adenosina, 5'-O-(1-tiofosfato)citidina, 5'-O-(1-tiofosfato)guanosina,
5'-0O-(1-tiofosfato)uridina o 5'-O-(1-tiofosfato)pseudouridina.

En realizaciones especificas adicionales, los nucleétidos modificados incluyen modificaciones de nucledsidos
seleccionadas de 6-azacitidina, 2-tiocitidina, 2-tiocitidina, pseudoisocitidina, 5-aminoaliluridina, 5-yodouridina,
N1-metilpseudouridina,  5,6-dihidrouridina,  a-tiouridina,  4-tiouridina, 6-azauridina,  5-hidroxiuridina,
desoxitimidina, 5-metiluridina, pirrolocitidina, inosina, a-tioguanosina, 6-metilguanosina, 5-metilcitidina, 8-
oxoguanosina, 7-deazaguanosina, N1-metiladenosina, 2-amino-6-cloropurina, N6-metil-2-aminopurina,
pseudoisocitidina, 6-cloropurina, N6-metiladenosina, a-tioadenosina, 8-azidoadenosina, 7-deazaadenosina.

Otros nucledtidos modificados se han descrito previamente (W02013052523).

En algunas realizaciones de la presente invencion, el ARNm modificado obtenible por el método de acuerdo
con la invenciéon no comprende ningun nucleésido modificado como se describieron anteriormente. En estas
realizaciones, el ARNm modificado preferentemente comprende exclusivamente nucledsidos que se
seleccionan del grupo consistente en adenosina, citidina, guanosina y uridina. Preferiblemente, el ARNm
modificado se modifica solo con respecto a su contenido en G y/o C como se describe aqui, donde la citidina o
la guanosina (no modificadas) reemplazan otros nucledsidos para aumentar el contenido en G y/o C como se
describe aqui.

Preferentemente, el ARNm modificado que es obtenible por el método segun la invencion no se ha modificado
con una modificacién quimica en la posicion 4-, 5- o 6- de la base pirimidinica de los nucleésidos de citidina y/o
uridina, con una modificaciéon quimica en la posicién 2-, 6-, 7- u 8- de la base purica de los nucledsidos de
adenosina, inosina y/o guanosina y/o con una modificacion quimica en la posicion 2' del azucar de los
nucledsidos de adenosina, inosina, guanosina, citidina y/o uridina.

Mas preferiblemente, el ARNm modificado obtenible mediante el método segun la invencidon no se ha
modificado con una modificaciéon quimica en la posicién 2-, 6-, 7- u 8- de la base purica de los nucledsidos de
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adenosina, inosina y/o guanosina y con una modificacion quimica en la posicion 2' del azicar de los nucledsidos
de adenosina, inosina, guanosina, citidina y/o uridina.

Incluso con mayor preferencia, el ARNm modificado obtenible mediante el método de acuerdo con la invencion
no se ha modificado con una modificacién quimica en la posicién 4-, 5- o 6- de la base pirimidinica de los
nucledsidos de citidina y/o uridina y con una modificacién quimica en la posicion 2' del azdcar de los nucledsidos
de adenosina, inosina, guanosina, citidina y/o uridina.

Preferentemente, el ARNm modificado obtenible por el método de acuerdo con la invencién no se ha modificado
con una modificaciéon quimica en la posicion 5- o 6- de la base pirimidinica de los nucledsidos citidina y/o uridina,
seleccionandose la modificacion quimica preferiblemente del grupo consistente en 4-tio, 5-yodo-/(5-I-), 5-
bromo-/(5-Br-), 5-aminoalil-, 5-fluor-/(5-F-) , 5-hidroxi-, 5-hidro-/(5-H-), 5-nitro-, 5-propinil-/(5-(C C-CHz)-), 5-
metil-, 5-metil-2-tio-, 5-formil-, 5-hidroximetil-, 5-metoxi-, 5-oxiacetato de metilo-, acido 5-oxiacético-, 5-
carboxihidroximetil-, 5-(carboxihidroximetil)pirimidina metil éster-, 5-metoxicarbonilmetil-, 5-
metoxicarbonilmetil-2-tio, 5-aminometil-, 5-aminometil-2-tio-, 5-aminometil-2-selenio-, 5-metilaminometil-, 5-
carbamoilmetil-, 5-carboximetilaminometil-, 5-carboximetilaminometil-2-tio-, 5-carboximetil-, 5-metildihidro-, 5-
taurinometil-,  5-taurinometil-2-tiouridina,  5-isopentenilaminometil-,  5-isopentenilaminometil-2-tio-,  5-
aminopropil-/(5-(CsHgNH3)-), 5-metoxi-etoxi-metil-/(5-(CH2-O-C;Hs-O-CHs)-) y 6-aza-.

Ademas, el ARNm modificado obtenible por el método de acuerdo con la invencién preferiblemente no se ha
modificado con una modificacién quimica en la posicién 2-, 6-, 7- u 8- de la base purica de los nucledsidos
adenosina, inosina y/o guanosina, seleccionandose la modificacion quimica preferiblemente del grupo
consistente en 2-amino-, 7-deaza-, 8-aza- y 8-azido-.

Ademas o alternativamente, el ARNm modificado obtenible por el método de acuerdo con la invencion
preferiblemente no se ha modificado con una modificacion quimica en la posicion 2' del azicar de los
nucledsidos adenosina, inosina, guanosina, citidina y/o uridina, cuando se incorpora en la secuencia de ARN,
donde tales modificaciones quimicas en la posicion 2' del azicar de los nucledsidos adenosina, inosina,
guanosina, citidina y/o uridina pueden seleccionarse del grupo consistente en 2'-desoxi-, 2'-amino-2'-desoxi-
/2'-amino-, 2'-fluor-2'-desoxi-/2'-fluor- y 2'-O-metil-2'-desoxi-/2'-O-metil-.

Preferentemente, el ARNm modificado obtenible por el método de acuerdo con la invencién no se ha modificado
con una modificacién quimica en la posicion 4-, 5- o 6- de la base pirimidinica de los nucledsidos citidina y/o
uridina y en la posicion 2' del azucar ribosa como se definid anteriormente, seleccionandose la modificacion
quimica preferiblemente del grupo consistente en 4-tio-2'-desoxi-, 4-tio-2'-amino-, 4-tio-2'-fluor-, 4-tio-2'-O-metil-
, 5-yodo-2'-desoxi-, 5-yodo-2'-amino-, 5-yodo-2'-fluor-, 5-yodo-2'-O-metil-, 5-bromo-2'-desoxi-, 5-bromo-2'-
amino-, 5-bromo-2'-fluor-, 5-bromo-2'-O-metil-, 5-aminoalil-2'-desoxi-, 5-aminoalil-2'-amino-, 5-aminoalil-2'-
fluor-, 5-aminoalil-2'-O-metil-, 5-fluor-2'-desoxi- , 5-fluor-2'-amino-, 5-fluor-2'-fluor-, 5-fluor-2'-O-metil-, 5-hidroxi-
2'-desoxi-, 5-hidroxi-2'-amino-, 5-hidroxi-2'-fluor-, 5-hidroxi-2'-O-metil-, 5-hidro-2'-desoxi-, 5-hidro-2'-amino-, 5-
hidro-2'-fluor-, 5-hidro-2'-O-metil-, 5-nitro-2'-desoxi-, 5-nitro-2'-amino-, 5-nitro-2'-fluor-, 5-nitro-2'-O-metil-, 5-
propinil-2'-desoxi-, 5-propinil-2'-amino-, 5-propinil-2'-fluor-, 5-propinil-2'-O-metil-, 5-metil-2'-desoxi-, 5-metil-2'-
amino-, 5-metil-2'-fluor-, 5-metil-2'-O-metil (5,2'-O-dimetil)-, 5-metil-2-tio-2'-desoxi-, 5-metil-2-tio-2'-amino-, 5-
metil -2-tio-2'-fluor-, 5-metil-2-tio-2'-O-metil-, 5-formil-2'-desoxi-, 5-formil-2'-amino-, 5-formil-2'-fluor-, 5-formil-2'-
O-metil-, 5-hidroximetil-2'-desoxi-, 5-hidroximetil-2'-amino-, 5-hidroximetil-2'-fluor-, 5 -hidroximetil-2'-O-metil-, 5-
metoxi-2'-desoxi-, 5-metoxi-2'-amino-, 5-metoxi-2'-fluor-, 5-metoxi-2'-O-metil-, 5-oxiacetato de metilo-2'-desoxi-
, 5-oxiacetato de metilo-2'-amino-, 5-oxiacetato de metilo-2’-fluor-, 5-oxiacetato de metilo-2’-O-metil-, acido 5-
oxiacético-2'-desoxi-, acido 5-oxiacético-2'-amino-, acido 5-oxiacético-2'-fluor-, acido 5-oxiacético-2'-O-metil-,
5-carboxihidroximetil-2'-desoxi-, 5-carboxihidroximetil-2'-amino-, 5-carboxihidroximetil-2'-fluor-, 5-
carboxihidroximetil-2'-O-metil-, 5-(carboxihidroximetil)pirimidina metil ester-2'-desoxi-, 5-
(carboxihidroximetil)pirimidina metil ester-2'-amino-, 5-(carboxihidroximetil)pirimidina metil éster-2'-fluor-, 5-
(carboxhidroximetil)pirimidina metil éster-2'-O-metil-, 5-metoxicarbonilmetil-2'-desoxi-, 5-metoxicarbonilmetil-2'-
amino-, 5-metoxicarbonilmetil-2'-fluor-, 5-metoxicarbonilmetil-2'-O-metil-, 5-metoxicarbonilmetil-2-tio-2'-desoxi-
, 5-metoxicarbonilmetil-2-tio-2'-amino-, 5-metoxicarbonilmetil-2-tio-2'-fluor-, 5-metoxicarbonilmetil-2-tio-2'-O-
metil-, 5-aminometil-2'-desoxi-, 5-aminometil-2'-amino-, 5-aminometil-2'-fluor-, 5-aminometil-2'-O-metil-, 5-
aminometil-2-tio-2'-desoxi-, 5-aminometil-2-tio-2'-amino-, 5- aminometil-2-tio-2'-fluor-, 5-aminometil-2-tio-2'-O-
metil-, 5-aminometil-2-selenio-2'-desoxi-, 5-aminometil-2-selenio-2'-amino-, 5-aminometil-2-selenio-2'-fluor-, 5-
aminometil-2-selenio-2'-O-metil-, 5-metilaminometil-2'-desoxi-, 5-metilaminometil-2'-amino-, 5-metilaminometil-
2'-fluor-, 5-metilaminometil-2'-O-metil-, 5-carbamoilmetil-2'-desoxi-, 5-carbamoilmetil-2'-amino-, 5-
carbamoilmetil-2'-fluor-, 5-carbamoilmetil-2'-O-metil-, 5-carboximetilaminometil-2'-desoxi-, 5-
carboximetilaminometil-2'-amino-, 5-carboximetilaminometil-2'-fluor-, 5-carboximetilaminometil-2'-O-metil-, 5-
carboximetilaminometil-2-tio-2'-desoxi-, 5-carboximetilaminometil-2-tio-2'-amino -, 5-carboximetilaminometil-2-
tio-2'-fluor-, 5-carboximetilaminometil-2-tio-2'-O-metil-, 5-carboximetil-2'-desoxi-, 5-carboximetil-2'-amino-, 5-
carboximetil-2'-fluor-,  5-carboximetil-2'-O-metil-, 5-metildihidro-2'-desoxi-, 5-metildihidro-2'-amino-, 5-
metildihidro-2'-fluor-,  5-metildihidro-2'-O-metil-,  5-taurinometil-2'-desoxi-,  5-taurinometil-2'-amino-,  5-
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taurinometil-2'-fluor-, 5-taurinometil-2'-O-metil-, 5-taurinometil-2-tiouridina-2'-desoxi-, 5-taurinometil-2-
tiouridina-2'-amino-, 5-taurinometil-2-tiouridina-2'-fluor-, 5-taurinometil-2-tiouridina-2'-O-metil-, 5-
isopentenilaminometil-2'-desoxi-, 5-isopentenilaminometil-2'-amino-, 5- isopentenilaminometil-2'-fluor-, 5-
isopentenilaminometil-2'-O-metil-, 5-isopentenilaminometil-2-tio-2'-desoxi-, 5-isopentenilaminometil-2-tio-2'-
amino-, 5- isopentenilaminometil-2-tio-2'-fluor-, 5-isopentenilaminometil-2-tio-2"-O-metil-, 5-aminopropil-2'-
desoxi-, 5-aminopropil-2'-amino-, 5-aminopropil-2'-fluor-, 5-aminopropil-2'-O-metil-, 5-metoxi-etoxi-metil-2'-
desoxi-, 5-metoxi-etoxi-metil-2'-amino-, 5-metoxi-etoxi-metil-2'-fluor-, 5-metoxi-etoxi-metil-2'-O-metil-, 6-aza-2'-
desoxi-, 6-aza-2'-amino-, 6-aza-2'-fluor- y 6-aza-2'-O-metil-.

Con mayor preferencia, el ARNm modificado obtenible por el método de acuerdo con la invencidon no se ha
modificado con una modificacién quimica en la posiciéon 2-, 6-, 7- u 8- de la base purica de los nucledsidos
adenosina, inosina y/o guanosina y en la posicion 2' del azucar ribosa como se definié anteriormente,
seleccionandose la modificacion quimica del grupo consistente en 2-amino-2'-desoxi-, 2-amino-2'-amino-, 2-
amino-2'-fluor-, 2-amino-2'-O-metil-, 7-deaza-2'-desoxi-, 7-deaza-2'-amino-, 7-deaza-2'-fluor-, 7-deaza-2'-O-
metil-, 8-aza-2'-desoxi-, 8-aza-2'-amino-, 8-aza-2'-fluor-, 8-aza-2'-O-metil-, 8-azido-2'-desoxi-, 8-azido-2'-amino-
, 8-azido-2'-fluor- y 8-azido-2'-O-metil-.

Segun otra realizacion, el ARNm modificado obtenible segin una o mas realizaciones del método inventivo de
modulacion dirigida de la respuesta inmune frente a un ARNm carece de elementos de secuencia
desestabilizadores (DSE) en la 3' y/o 5-UTR.

Tal como se usa aqui, el término "elemento de secuencia desestabilizador" (DSE) se refiere a una secuencia
de nucledtidos que reduce la vida media de un transcripto, por ejemplo la vida media del ARNm modificado de
la invencion, dentro de una célula y/u organismo, por ejemplo un humano. En consecuencia, un DSE
comprende una secuencia de nucledtidos que reduce la vida media intracelular de un transcripto de ARN.

Se encuentran secuencias DSE en ARNm de corta duracion, por ejemplo c-fos, c-jun, c-myc, GM-CSF, IL-3,
TNF-alfa, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, uroquinasa, bcl-2, SGLT1 (Na(+)-transportador de glucosa acoplado), Cox-2
(ciclooxigenasa 2), IL8, PAI-2 (inhibidor del activador de plasminégeno tipo 2), receptor adrenérgico beta-1,
GAP43 (5' UTR y 3'UTR), elementos ricos en AU (ARE) y/o elementos ricos en U (URE), incluyendo, entre
otros, copias Unicas, en tandem o multiples o superpuestas de UUAUUUA(U/A)(U/A) (donde U/A es A o U) y/o
el pentamero AUUUA y/o el tetramero AUUU. Por consiguiente, la plantila de ADN utilizada para la
transcripcion in vitro del ARNm modificado aqui descrito carece de las secuencias correspondientes.

Son conocidos en la técnica ensayos para medir la degradacion de ARN, por ejemplo la degradacion del ARNm
modificado aqui descrito, y, por tanto, la estabilidad del ARNm. Por ejemplo, la vida media del ARN se puede
medir siguiendo los métodos descritos por Duan y Jefcoate (Duan y Jefcoate, 2007. J. Mol. Endocrinol 38(1-
2):159-79).

De acuerdo con este método, las células se pueden disponer, por ejemplo, en placas de 12 pocillos con una
densidad del 25% 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccion, se puede transfectar 1 uyg de ARNm
modificado de la invencién por pocillo. Se puede usar la siguiente proporcion: 1 ug de ARNm, 1 pl de reactivo
Translt-ARNm, 1 yl de reactivo de refuerzo de ARNm y 100 pl de medio sin suero. EIl ARNm modificado aqui
descrito se puede mezclar primero con medios libres de suero, luego se puede agregar y mezclar reactivo de
refuerzo de ARN, seguido de la adicion del reactivo de transfeccion. La mezcla se puede incubar a temperatura
ambiente durante tres minutos y distribuir el alicuotas directamente sobre las células en, por ejemplo, medios
completos. Doce horas después de la transfeccion, cuando los niveles de ARNm celular han alcanzado un
estado estable, las células pueden lavarse una vez y el medio de cultivo celular puede cambiarse por medio
completo sin reactivos de transfeccion (mezcla) (punto de tiempo de hora cero). La degradacion del ARNm
modificado aqui descrito dentro de las células se puede determinar entonces recolectando las células en
momentos de tiempo apropiados, por ejemplo 12h y/o 16h y/o 18h y/o 20h y/o 24 y/o 48h después de la
transfeccion. EI ARN celular total puede aislarse posteriormente y puede determinarse la cantidad de ARNm
modificado aqui descrito mediante transcripcion inversa y/o PCR cuantitativa en tiempo real usando cebadores
especificos que se unen a la region de codificacion del ARNm modificado aqui descrito y/o ala 5-y/oala 3'-
UTR del ARNm modificado. Entonces puede calcularse la vida media del ARNm modificado aqui descrito por
ajuste de regresion lineal de los puntos de tiempo en graficos semi-log.

En una realizacién preferente, el ARNm modificado aqui descrito puede comprender ademas una estructura 5'-
CAP y/o una cola poliA de al menos 60 nucleétidos, preferiblemente de al menos 70 nucleétidos, y/o una
secuencia estabilizadora 3'.

Dentro de la presente invencion, el término "estructura CAP" se refiere a una estructura que se encuentra en
el extremo 5' de un ARNm, por ejemplo de un ARNm modificado de acuerdo con una o mas realizaciones del
método de la presente invencion, y generalmente consiste en un nucleétido guanosina unido al ARNm a través
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de un enlace inusual de trifosfato 5' a 5'. El nucledtido guanosina se metila en la posicion 7 directamente
después de la proteccidon in vivo con una metil-transferasa. Esto se conoce como cap 7-metilguanilato,
abreviado m7G. Otras modificaciones incluyen la posible metilaciéon de los grupos 2’-hidroxi de los primeros 2
azucares ribosa del extremo 5' del ARNm.

Para una traduccion eficiente de un ARNm dado, por ejemplo el ARNm modificado aqui descrito, es necesaria
una union efectiva de los ribosomas al sitio de unién al ribosoma, que también se denomina "secuencia Kozak"
(5'-GCCGCCACCAUGG, donde AUG denota el coddn de inicio). A este respecto, se ha establecido que un
mayor contenido en A/U alrededor de este sitio permite una union de ribosomas mas eficiente al ARNm (Kozak,
Mol Cell Biol. 1989 Nov; 9(11): 5073-80). Por consiguiente, el ARNm modificado puede comprender una
secuencia Kozak para una unién del ribosoma mas eficiente al ARNm. EI ARNm modificado puede comprender
ademas una cola poli-A, que es una secuencia de hasta 200 nucleétidos adenosina en el extremo 3' del ARNm.

De acuerdo otra realizacion, el ARNm modificado aqui descrito puede comprender en la region 3' no traducida
una o mas secuencias estabilizadoras, que son capaces de aumentar la vida media del ARNm en el citosol.
Estas secuencias estabilizadoras pueden presentar una homologia de secuencia del 100% con las secuencias
naturales que estan presentes en virus, bacterias y células eucariotas, pero también pueden ser parcial o
completamente sintéticas. Como ejemplo de secuencias estabilizadoras que pueden emplearse, pueden
mencionarse las secuencias no traducidas (UTR) del gen de B-gtobina, por ejemplo de homo sapiens o de
xenopus laevis. Otro ejemplo de secuencia estabilizadora tiene la férmula general
(C/U)CCANXCCC(U/A)PyxUC(C/U)CC, la cual esta contenida en la 3'-UTR del ARNm muy estable que codifica
para a-globina, a-(1)-colageno, 15-lipoxigenasa o tirosina-hidroxilasa (véase Holcik y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
Estados Unidos 1997, 94: 2410 a 2414). Dichas secuencias estabilizadoras pueden empelarse individualmente
o0 combinadas entre si para estabilizar el ARNm modificado aqui descrito, asi como en combinacién con otras
secuencias estabilizadoras conocidas por el experto en la materia.

También se describe aqui una composicion farmacéutica que comprende un ARNm modificado segun una o
mas de las realizaciones anteriores. La composicion farmacéutica opcionalmente comprende uno o mas
excipientes, vehiculos, diluyentes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

El término "farmacéuticamente aceptable", tal como se usa en relacién con las composiciones farmacéuticas
aqui descritas, se refiere a entidades moleculares y composiciones que son fisiolégicamente tolerables y que
normalmente no producen reacciones adversas cuando se administran a un individuo, por ejemplo a un
humano. Preferentemente, tal como se usa aqui, el término "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado
por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal o citado en la Farmacopea de EE.UU o en otra
farmacopea generalmente reconocida para su uso en animales, y mas particularmente en humanos.

El término "vehiculo" como se usa en relaciéon con las composiciones farmacéuticas aqui descritas se refiere a
un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra el compuesto. Dichos vehiculos
farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, como agua y aceites. Preferentemente, como vehiculos se
emplean soluciones acuosas o soluciones acuosas salinas y soluciones acuosas de dextrosa y glicerol, en
particular para soluciones inyectables. En "Remington's Pharmaceutical Sciences", de E.W. Martin, 182 edicion,
se describen vehiculos farmacéuticos adecuados. El término "farmacéuticamente aceptable" se refiere a la no
toxicidad de un material que no interactia con la accién del componente activo, es decir, con la accién del
ARNmM modificado de la composiciéon farmacéutica.

Excipientes y/o vehiculos adecuados para su uso con la composicion farmacéutica aqui descrita son, por
ejemplo, agua, solucion salina, dextrosa, glicerol, etanol o similares, y combinaciones de los mismos. Ademas,
si se desea, el vehiculo puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares, tales como agentes
humectantes o emulsionantes o agentes tampon del pH. Los métodos reales de preparacion de tales formas
de dosificacién son conocidos o seran evidentes para los expertos en la técnica, tales como aquellos que se
divulgan, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton,
Pennsylvania, 17a edicion, 1985; Remington: The Science and Practice of Pharmacy, A.R. Gennaro, (2000)
Lippincott, Williams & Wilkins. También se proporciona una lista no limitativa de excipientes cominmente
utilizados y aceptados en las "VOLUME 3B Guidelines Medicinal products for human use Safety, environment
and information Excipients in the label and package leaflet of medicinal products for human use, July 2003"
emitido por Comisién europea. En cualquier caso, la composiciéon o formulaciéon a administrar contendra una
cantidad del agente adecuada para alcanzar el estado deseado en el sujeto a tratar.

Posibles sustancias vehiculo para su uso con la composicién farmacéutica aqui descrita para la administracion
parenteral son, por ejemplo, agua estéril, solucion estéril de cloruro de sodio, polialquilenglicoles, naftalenos
hidrogenados y, en particular, polimeros lactida biocompatibles, copolimeros lactida/glicélido o copolimeros
polioxietileno/polioxipropileno. La composicion farmacéutica puede comprender ademas sustancias de carga o
sustancias tales como lactosa o manitol. Los vehiculos preferentes para su uso en la composicién farmacéutica
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de la invencion son tipicamente materiales vehiculo acuosos, agua para inyeccion (WFI) o agua tamponada
con fosfato, citrato, HEPES o acetato, etc., y el pH se ajusta tipicamente a 5,0 a 8,0, preferentemente a 6,5 a
7,5. Preferentemente, el portador o vehiculo comprendera ademas componentes salinos, por ejemplo cloruro
de sodio, cloruro de potasio u otros componentes que, por ejemplo, generan una solucion isoténica.
Adicionalmente, el portador o el vehiculo puede contener, ademas de los constituyentes mencionados
anteriormente, componentes adicionales, tales como seroalbimina humana (HSA), polisorbato 80, azdcares o
aminoacidos.

En una realizacion especialmente preferente, la presente descripcion se refiere a una composicién farmacéutica
que comprende el ARNm modificado de acuerdo con una o mas realizaciones del método de la invencion para
su uso en el tratamiento de enfermedades susceptibles de terapia de reemplazo proteico, por ejemplo para el
tratamiento de enfermedades hereditarias o endocrinoldgicas, preferentemente para su uso en el tratamiento
de enfermedades causadas por trastornos de aminoacidos, trastornos del metabolismo de los carbohidratos,
trastornos de la biosintesis del colesterol, defectos de oxidacion de acidos grasos y trastornos del metabolismo
de las grasas, acidosis lactica, enfermedades por almacenamiento de glucégeno, trastornos mitocondriales,
trastornos de acidos organicos, trastornos del ciclo de la urea, trastornos de la enfermedad de almacenamiento
lisosémico.

El término "terapia de reemplazo proteico" tal como se usa aqui se refiere a la introduccion de un ARNm, tal
como, por ejemplo, el ARNm modificado aqui descrito, en un individuo que tiene una deficiencia en una proteina
codificada por el ARNm modificado, es decir, un ARNm modificado por el método de la invenciéon de modulacion
dirigida de la respuesta inmune frente a dicho ARNm que codifica al menos un polipéptido o proteina
biol6gicamente activo.

Asi, la composicién farmacéutica aqui descrita que comprende el ARNm modificado de acuerdo con una o mas
realizaciones del método de la invencion puede emplearse en el tratamiento de enfermedades o para ayudar
en el tratamiento de las enfermedades que se caracterizan por una deficiencia proteica.

El término "enfermedades que se caracterizan por una deficiencia proteica" tal como se usa en el contexto de
la presente descripcion, tal como, por ejemplo, en el contexto de la composicién farmacéutica que comprende
el ARNm maodificado de la invencion, se refiere a cualquier trastorno que se presente con una patologia causada
la ausencia o por una cantidad insuficiente de una proteina. Este término incluye trastornos del plegamiento de
proteinas, esto es, trastornos conformacionales, que resultan en un producto proteico biolégicamente inactivo.
La insuficiencia de proteinas puede estar involucrada en enfermedades infecciosas, inmunosupresion, fallo
organico, problemas glandulares, enfermedades por radiacion, deficiencias nutricionales, envenenamiento u
otros dafios ambientales o externos.

Existen actualmente alrededor de 1.100 trastornos hereditarios conocidos caracterizados por una deficiencia
de proteinas o por pérdida de funcidn en tejidos especificos. Tedricamente, estos trastornos pueden tratarse
mediante la terapia de reemplazo proteico; por ejemplo la presente descripcion contempla la terapia para
proteinas actualmente adecuadas para su uso en la terapia de reemplazo proteico disponible ahora o en el
futuro. En tales trastornos, ciertas células o todas las células de un individuo carecen de una proteina funcional
suficiente, contienen una forma inactiva de la proteina o contienen niveles insuficientes para la funcion
bioldgica.

Ademas, la lista de enfermedades identificadas como trastornos conformacionales, causadas por mutaciones
que alteran el plegamiento de proteinas y el retardo de la proteina mutante en el RE, resultando en una
deficiencia proteica, estd aumentando. Estas incluyen fibrosis quistica, deficiencia de a1-antitripsina,
hipercolesterolemia familiar, enfermedad de Fabry, enfermedad de Alzheimer (Selkoe, Annu. Rev. Neurosci.
1994; 17: 489-517), osteogénesis imperfecta (Chessler et al., J. Biol. Chem 1993; 268: 18226-18233), sindrome
de glucoproteinas deficiente en carbohidratos (Marquardt et al., Eur. J. Cell. Biol. 1995; 66: 268-273), sindrome
de Maroteaux-Lamy (Bradford et al., Biochem. J. 1999; 341: 193-201), ceguera hereditaria (Kaushal et al.,
Biochemistry 1994; 33: 6121-8), trombastenia de Glanzmann (Kato et al., Blood 1992; 79: 3212-8), deficiencia
hereditaria del factor VII (Arbini et al., Blood 1996; 87: 5085-94), albinismo oculocutaneo (Halaban et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 2000; 97: 5889-94) y deficiencia de proteina C (Katsumi, et al., Blood 1996; 87: 4164-75).
Recientemente, una mutacion de la enfermedad adrenoleucodistrofia (ALD) ligada al cromosoma X resulté en
un plegamiento incorrecto del transportador de peroxisomas deficiente que podria rescatarse mediante cultivo
a baja temperatura de las células afectadas (Walter et al., Am J Hum Genet 2001; 69: 35 -48). Es generalmente
aceptado que las mutaciones se producen de manera uniforme en toda la secuencia de un gen. Por tanto, es
predecible que el fenotipo resultante del plegamiento incorrecto de la proteina deficiente existe en muchos otros
trastornos genéticos.

Muchos de los trastornos hereditarios de deficiencia de proteinas son deficiencias enzimaticas. Como se indico
anteriormente, una gran clase de trastornos hereditarios de enzimas implica mutaciones en las enzimas
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lisosébmicas y se denominan trastornos de almacenamiento lisosémico (LSD). Los trastornos de
almacenamiento lisosémico son un grupo de enfermedades causadas por la acumulacion de glucosfingolipidos,
glucoégeno, mucopolisacaridos. Ejemplos de trastornos lisosémicos incluyen, sin limitarse a, la enfermedad de
Gaucher (Beutler et al., The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 8th ed. 2001 Scriver et al.,
Ed. paginas. 3635-3668, McGraw-Hill, Nueva York), GM1-gangliosidosis (Idem en pp 3775-3810), fucosidosis
(The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease 1995. Scriver, C. R., Beaudet, A. L., Sly, W. S. and
Valle, D., ed pp. 2529-2561, McGraw-Hill, New York), mucopolisacaridosis (idem en pp 3421-3452),
enfermedad de Pompe (idem en pp. 3389-3420), enfermedad de Hurler-Scheie (Weismann et al., Science
1970; 169, 72-74), enfermedades de Niemann-Pick A y B, (The Metabolic and Molecular Bases of Inherited
Disease 8th ed. 2001. Scriver et al. ed., pp 3589-3610, McGraw-Hill, Now York) y la enfermedad de Fabry (idem
en pp. 3733-3774).

La enfermedad de Fabry es un error innato ligado al cromosoma X del metabolismo de los glicosfingolipidos
causado por una actividad deficiente de la a-galactosidasa A (a-Gal A) lisosémica ((Desnick et al., The
Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 8th Edition Scriver et al. ed., pp. 3733-3774, McGraw-Hill,
New York 2001; Brady et al., N. Engl. J. Med. 1967; 276,1163-1167). Este defecto enzimatico lleva a la
deposicion progresiva de glucosfingolipidos neutros con residuos de a-galactosilo, predominantemente
globotriaosilceramida (GL-3) en fluidos corporales y lisosomas tisulares. Se estima que la frecuencia de la
enfermedad es de aproximadamente 1:40.000 en varones y se informa en todo el mundo dentro de diferentes
grupos étnicos. Clasicamente, en los varones afectados, las manifestaciones clinicas incluyen angioqueratoma,
acroparestesias, hipohidrosis y opacidad corneal y lenticular caracteristicas (The Metabolic and Molecular
Bases of Inherited Disease, 8th Edition 2001, Scriver et al., ed., pp. 3733-3774, McGraw-Hill, New York). La
esperanza de vida del varén afectado se reduce y generalmente la muerte se produce en la cuarta o quinta
década como resultado de una enfermedad vascular del corazon, del cerebro y/o de los rifiones. En contraste,
los pacientes con la "variante cardiaca" mas leve normalmente tienen del 5 al 15% de la actividad normal de a-
Gal A y muestran hipertrofia ventricular izquierda o miocardiopatia. Estos pacientes con variantes cardiacas
son esencialmente asintomaticos cuando sus contrapartes clasicamente afectadas estan gravemente
comprometidas. Recientemente se han encontrado variantes cardiacas en el 11% de los pacientes varones
adultos con miocardiopatia hipertrofica del ventriculo izquierdo sin explicacion, lo que sugiere que la
enfermedad de Fabry puede ser mas frecuente de lo estimado previamente (Nakao et al., N. Engl. J. Med.
1995; 333: 288-293 ). El gen a-Gal A ha sido mapeado a Xg22 (Bishop et al., Am. J. Hum. Genet. 1985; 37:
A144)y se ha descrito el ADNc de longitud completa y secuencias gendmicas completas de 12 kb que codifican
a-Gal A (Calhoun et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 1985; 82: 7364-7368; Bishop y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1986; 83: 4859-4863; Tsuiji y col., Bur. J. Biochem. 1987; 165: 275-280; y Kornreich et al., Nucleic Acids
Res. 1989;17: 3301-3302). Existe una marcada heterogeneidad genética de mutaciones que causan la
enfermedad de Fabry (The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 8th Edition 2001, Scriver et
al., ed, pp. 3733-3774, McGrawHill, New York.; Eng et al., Am. J. Hum. Genet. 1993; 53: 1186-1197; Eng et al.,
Mol. Med. 1997; 3:174-182; and Davies et al., Bur. J. Hum. Genet. 1996; 4: 219-224). Hasta la fecha, se ha
informado de diversas mutaciones sin sentido, anti sentido y de empalme, ademas de pequefias deleciones e
inserciones y reordenamientos genéticos mas grandes.

La enfermedad de Gaucher es una deficiencia de la enzima lisosémica B-glucocerebrosidasa que descompone
los glucocerebrésidos grasos. La grasa luego se acumula, principalmente en el higado, el bazo y la médula
6sea. La enfermedad de Gaucher puede provocar dolor, fatiga, ictericia, dafio 6seo, anemia e incluso la muerte.
Existen tres fenotipos clinicos de la enfermedad de Gaucher. En los pacientes Tipo 1 se manifiesta temprano
en la vida adulta o la juventud, se magullan faciimente y experimentan fatiga debido a la anemia, la disminucién
de plaquetas sanguineas, el agrandamiento del higado y del bazo, el debilitamiento del esqueleto y, en algunos
casos, tienen insuficiencia pulmonar y renal. No hay signos de afectacion cerebral. En el tipo I, el
agrandamiento del higado y del bazo de inicio precoz ocurre a los 3 meses de edad y existe una afectacion
cerebral extensa. Hay una alta tasa de mortalidad a los 2 afios. El tipo Il se caracteriza por el agrandamiento
del higado y del bazo y ataques cerebrales. El gen de la $-glucocerebrosidasa se encuentra en el cromosoma
1921 humano. Su precursor proteico contiene 536 aminoacidos y la proteina madura tiene una longitud de 497
aminodcidos.

La enfermedad de Gaucher es considerablemente mas comun en los descendientes de personas judias de
Europa del Este (Ashkenazi), aunque pueden verse afectadas personas de cualquier grupo étnico. Entre la
poblacién judia Ashkenazi, la enfermedad de Gaucher es el trastorno genético mas comun, con una incidencia
de aproximadamente 1 de cada 450 personas. En el publico en general, la enfermedad de Gaucher afecta
aproximadamente a 1 de cada 100.000 personas. Segun la National Gaucher Foundation, 2.500
estadounidenses padecen la enfermedad de Gaucher.

La deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es la deficiencia enzimatica humana ligada a X
mas comun. La enzima G6PD cataliza una reacciéon de oxidacion/reduccion esencial para la produccién de
ribosa, que es un componente esencial tanto del ADN como del ARN. G6PD también participa en el
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mantenimiento de niveles adecuados de NADPH dentro de la célula. El NADPH es un cofactor requerido en
muchas reacciones biosintéticas. Las personas con esta deficiencia tienen sintomas clinicos que incluyen
ictericia neonatal, dolor abdominal y/o de espalda, mareos, dolor de cabeza, disnea (respiracion irregular) y
palpitaciones.

Otros ejemplos de enfermedades susceptibles de terapia de reemplazo proteico que pueden tratarse con la
composicion farmacéutica aqui descrita, por ejemplo con una composicién farmacéutica que comprende un
ARNmM modificado de acuerdo con una o mas de las realizaciones aqui descritas, incluyen:

trastornos de la enfermedad de almacenamiento lisosomico, por ejemplo deficiencia de activador/GM2,
gangliosidosis, alfa-manosidosis, aspartilglucosaminuria, enfermedad de almacenamiento de colesteril éster,
deficiencia crénica de hexosaminidasa A, cistinosis, enfermedad de Danon, enfermedad de Farber, fucosidosis,
galactosialidosis, enfermedad de Gaucher Tipo |, Il, lll; gangliosidosis GM1, enfermedad crénica de células
I/mucolipidosis Il infantil/infantil tardia/juvenil/adulta, enfermedad de almacenamiento de acido sialico libre
infantil/ISSD, deficiencia de hexosaminidasa A juvenil, enfermedad de Krabbe, deficiencia de lipasa acida
lisosémica infantil/de inicio tardio, inicio temprano, leucodistrofia metacromatica de inicio tardio, trastornos de
mucopolisacaridosis, polidistrofia pseudo-Hurler/Mucolipidosis IlIA, sindrome de Hurler MPSI, sindrome de
Scheps MPSI, sindrome de Hurler-Scheie MPS |, sindrome de Hunter MPS II, sindrome de Sanfilippo Tipo
A/MPS Il A, sindrome de Sanfilippo Tipo B/MPS Il B, sindrome de Sanfilippo tipo C/MPS Il C, sindrome de
Sanfilippo tipo D/MPS Il D, Morquio tipo A/IMPS IVA, Morquio tipo B/MPS VB, deficiencia de hialuronidasa
MPS X, Maroteaux-Lamy MPS VI, Sindrome de Sly MPS VII, mucolipidosis |/sialidosis, mucolipidosis IlIC,
mucolipidosis tipo 1V, deficiencia de sulfatasa multiple, enfermedad de Niemann-Pick Tipo A/Tipo B/Tipo C,
lipofuscinosis neuronal ceroide, enfermedad CLN6, enfermedad juvenil Batten-Spielmeyer-Vogt/juvenil
NCL/CLNS3 infantil variante infantil tardia atipica/juvenil temprana, variante finlandesa de la CLN5 infantil tardia,
enfermedad de Jansky-Bielschowsky/enfermedad CLN2 / TPP1 infantil tardia, enfermedad de Kufs/ NCL/CLN4
del adulto, epilepsia del norte/ CLN8 variante tardia infantil, Santavuori-Haltia/CLN1 infantil/enfermedad PPT,
beta-manosidosis, enfermedad de Pompe/enfermedad de almacenamiento de glucégeno tipo I,
picnodisostosis, enfermedad de Sandhoff/temprana del adulto/gangliosidosis GM2, enfermedad de Sandhoff/
gangliosidosis GM2 - infantil, enfermedad de Sandhoff /GM2 gangliosidosis - juvenil, enfermedad de Schindler,
enfermedad de Salla/enfermedad de almacenamiento de &acido sialico, gangliosidosis Tay-Sachs/GM2,
enfermedad de Wolman y/o

trastornos del metabolismo de los aminoacidos, por ejemplo alcaptonuria, aspartilglucosaminuria, acidemia
metilmaldnica, enfermedad de la orina de jarabe de arce, homocistinuria, tirosinemia, trimetilaminuria,
enfermedad de Hartnup, deficiencia de biotinidasa, deficiencia de ornitina carbamoiltransferasa, enfermedad
de deficiencia de carbamoil-fosfato-sintasa |, citrulinemia, hiperargininemia, hiperhomocisteinemia,
hipermetioninemia, hiperlisinemias, hiperglicinemia no cetosica, acidemia de proponico, hiperprolinemia y/o

trastornos del metabolismo de los carbohidratos, por ejemplo intolerancia a la lactosa, otros trastornos del
metabolismo de los carbohidratos, enfermedad de almacenamiento de glucégeno, enfermedad de
almacenamiento de glucégeno tipo | (enfermedad de von Gierke), enfermedad de almacenamiento de
glucogeno tipo 1l (enfermedad de Pompe), enfermedad de almacenamiento de glucégeno tipo Ill, enfermedad
de almacenamiento de glucégeno tipo IV, enfermedad de almacenamiento de glucégeno tipo V (enfermedad
de McArdle), trastornos del metabolismo de la fructosa, fructosuria esencial, deficiencia de fructosa-1,6-
difosfatasa, intolerancia hereditaria a la fructosa, trastornos del metabolismo de la galactosa, galactosemia,
deficiencia de galactoquinasa, trastornos de la absorcion intestinal de carbohidratos, por ejemplo malabsorcion
de glucosa-galactosa, deficiencia de sacarasa, trastornos del metabolismo del piruvato y gluconeogénesis, por
ejemplo deficiencia de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, deficiencia de piruvato carboxilasa, deficiencia de
piruvato deshidrogenasa, otros trastornos del metabolismo de carbohidratos, tales como pentosuria esencial,
oxalosis, oxaluria, glucosuria renal y/o trastornos de la biosintesis de lipidos y colesterol, tales como
hipercolesterolemia pura, hipercolesterolemia familiar, hiperlipoproteinemia de Fredrickson tipo lla,
hiperbetalipoproteinemia, hiperlipidemia, grupo A, hiperlipoproteinaemia de tipo baja-densidad lipoproteica
(LDL), hipergluceridemia, hipergluceridemia endoégena, hiperlipoproteinaemia de Fredrickson tipo 1V,
hiperlipidemia grupo B, hiperprebetalipoproteinaemia de tipo muy baja-dendidad-lipoproteica (VLDL)
hiperlipoproteinaemia y/o

acidosis lactica causada, por ejemplo, por deficiencia de glucosa-6-fosfatasa, deficiencia de fructosa 1,6-
difosfatasa, deficiencia de piruvato-deshidrogenasa, deficiencia de piruvato-carboxilasa y/o

enfermedades de almacenamiento de glucégeno (GSD), por ejemplo GSD tipo |, GSD tipo Il, GSD tipo lll, GSD
tipo IV, GSD tipo V, GSD tipo VI, GSD tipo VII, GSD tipo VIIl, GSD tipo IX, GSD tipo X, GSD tipo Xl y/o

trastornos mitocondriales, por ejemplo Sindrome de Kearns-Sayre, encefalopatia mitocondrial, acidosis lactica
y episodios similares a derrames cerebrales (sindrome MELAS), sindrome de encefalopatia
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neurogastrointestinal mitocondrial (MNGIE), mioclonus con epilepsia y con fibras rojas irregulares (sindrome
MERRF), neuropatia, ataxia y retinitis pigmentosa (sindrome NARP) y/o

trastornos de acidos organicos, por ejemplo acidemia glutarica tipo 1, tipo 2, hiperlisinemia, acidemia pipecdlica,
sacaropinuria y/o trastornos del ciclo de la urea, por ejemplo citrulinemia, hiperamonemia.

Ademas de los trastornos hereditarios, la composicion farmacéutica aqui descrita puede usarse en y/o para
ayudar en el tratamiento de otras deficiencias enzimaticas que se derivan del dafio a un tejido u érgano como
resultado de trastornos primarios o secundarios. Por ejemplo, el dafio al tejido pancreatico o la pancreatitis son
causadas por el alcoholismo y producen una deficiencia de las enzimas pancreaticas necesarias para la
digestion. La pancreatitis se esta tratando actualmente con terapia de reemplazo enzimatico.

Ademas de los trastornos caracterizados por deficiencias de proteinas, la composicion farmacéutica aqui
descrita puede tratar algunos trastornos para reemplazar proteinas con el fin de mejorar o estimular los
procesos bioldgicos. Por ejemplo, actualmente a los individuos con anemia se les administra eritropoyetina
recombinante (EPOGEN®, PROCRIT®, EPOIETIN®) para estimular la produccién de glébulos rojos y
aumentar el transporte de oxigeno a los tejidos. Ademas, se administran los interferones recombinantes, como
el interferon alfa 2b (INTRON A®, PEG-INTRON® o REBETOL®) y el interferon beta 1a (AVONEX®,
BETASERON®) para tratar la hepatitis B y la esclerosis multiple, respectivamente. Aun otras proteinas
administradas son la desoxirribonucleasa humana recombinante | (rhDNase-PULMOZYME®), una enzima que
divide selectivamente el ADN utilizado para mejorar la funcién pulmonar en pacientes con fibrosis quistica;
hormona estimulante de la tiroides recombinante (THYROGEN®) desarrollada para su uso en pacientes con
cancer de tiroides que han tenido tiroidectomia casi total o total y que, por tanto, deben tomar hormonas
tiroideas; G-CSF recombinante (NEUPOGEN®) para tratar la neutropenia de la quimioterapia y enzimas
digestivas en individuos con pancreatitis. Asi, la composicion farmacéutica aqui descrita puede emplearse en
el tratamiento de las afecciones mencionadas anteriormente.

Ademas, la composicion farmacéutica puede emplearse en el tratamiento y/o ayudar en el tratamiento de la
deficiencia de hormona de crecimiento, por ejemplo deficiencia de la hormona del crecimiento relacionada con
la hipofisis, deficiencia de la hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH). Por consiguiente, la
composicion farmacéutica puede emplearse para tratar o ayudar en el tratamiento de dichas enfermedades.

La composicion farmacéutica aqui descrita que comprende el ARNm modificado de acuerdo con una o mas
realizaciones del método de la invencion también se pueden usar en otras areas de la terapia de reemplazo
proteico, por ejemplo en el tratamiento de enfermedades infecciosas y cancer con anticuerpos, con un sitio
activo altamente especifico y bien definido. Asi, la composicion farmacéutica puede comprender un ARNm
modificado como se describe aqui que codifica para un anticuerpo para su uso en el tratamiento del cancer o
de enfermedades infecciosas. Los anticuerpos codificados por el ARNm modificado comprendido en la
composicion farmacéutica pueden ser, por ejemplo, cualquier tipo de anticuerpo; sin embargo, en una
realizacion preferente, el anticuerpo codificado es un fragmento Fv de cadena sencilla (scFv), preferiblemente
un intracuerpo.

El término "intracuerpo" o "intracuerpos" tal como se usa aqui se refiere a anticuerpos expresados
intracelularmente. Por ejemplo, los anticuerpos completos, cadenas pesadas, fragmentos Fab', anticuerpos de
cadena sencilla y los diacuerpos se pueden usar como intracuerpos, preferiblemente el intracuerpo es un
anticuerpo de cadena sencilla.

La composicion farmacéutica que comprende un ARNm modificado aqui descrito que codifica un anticuerpo,
por ejemplo un fragmento Fv de cadena sencilla (scFv), se puede administrar a un paciente que lo necesite,
preferiblemente se administra una cantidad terapéuticamente efectiva de la composicion farmacéutica. El
cancer puede incluir, por ejemplo, cancer de mama, de colon, de ovario, de endometrio, gastrico, pancreatico,
de proéstata y de la glandula salival. La administracion de la composicién farmacéutica puede ser via cualquiera
de diversos métodos convenientes, incluyen, por ejemplo, la administracion inyectable sistémica, inyeccion en
un tumor o tejido canceroso, la administracion oral.

De acuerdo con otra realizacion, la presente descripcion se refiere a un método para tratar a un sujeto que
necesita terapia de reemplazo proteico que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad
farmacéuticamente efectiva de la composiciéon farmacéutica de acuerdo con una o mas realizaciones aqui
descritas o con una cantidad efectiva del ARNm modificado, que se ha modificado de acuerdo con una o mas
de las realizaciones del método inventivo.

El modo y el método de administracion y la dosificacion de la composicion farmacéutica aqui descrita depende
de varios factores, por ejemplo de la naturaleza de la enfermedad a tratar, también del peso corporal, la edad
y el sexo del paciente y de la via de administracion de la composicion farmacéutica de la invencion.
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La composicion farmacéutica aqui descrita puede administrarse a un individuo que lo necesite, por ejemplo un
paciente, por cualquier via de administracion adecuada, tal como via oral, topica, rectal, vaginal, dérmica,
intratumoral, nasal, administracion lingual, parenteral o administracion por inhalacion, insuflacion, inyeccion,
infusiéon o enema.

Ademas, el método de tratamiento aqui descrito puede comprender la administraciéon oral, tépica, rectal,
vaginal, dérmica, intratumoral, nasal, lingual, parenteral o la administracion por inhalacion, insuflacion,
inyeccion, infusion o enema. Las vias de administracion preferentes son la administracion oral y parenteral, tal
como inyeccion intravenosa, intramuscular, subcutanea, intranodal, intralinfatica, intratumoral o intraperitoneal
o la administracion transdérmica.

También se describe aqui un método para expresar un péptido, polipéptido o proteina biolégicamente activo
en un tejido in vivo, comprendiendo el método poner en contacto al paciente con una composicion farmacéutica
de acuerdo con una o mas de las realizaciones anteriores o poner en contacto al paciente con el ARNm
modificado de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores, donde la administracién de la
composicion farmacéutica o del ARNm modificado da como resultado una respuesta inmune innata reducida
por parte del paciente en relacién con un paciente en contacto con la molécula de ARNm de tipo natural que
codifica el mismo polipéptido o proteina. Tipicamente, el nivel de expresiéon de ARNm in vivo aumenta por el
ARNm diana modificado aqui descrito en comparacién con el ARNm de tipo natural.

LISTADO DE SECUENCIAS

SEQID NO:1  R873, ARNm de tipo natural de luciferasa de Photinus pyralis
SEQID NO:2 R875, secuencia de ARNm enriquecida en G/C

SEQID NO:3 R2103, secuencia de ARNm enriquecida en C

SEQID NO:4 R2349, secuencia de ARNm enriquecida en G/C

SEQID NO:5 R2350, secuencia de ARNm optimizada en C

SEQID NO:6 R2791, secuencia de ARNm enriquecida en G/C

SEQID NO:7 R2793, secuencia de ARNm optimizada en C

Ejemplos

Ejemplo 1: preparacion de ARNm

1. Preparacién de constructos de ADN y ARNm

Para los presentes ejemplos, se prepararon secuencias de ADN que codifican para la luciferasa de Photinus
pyralis y se usaron para posteriores reacciones de transcripcion in vitro.

Segun una primera preparacion, se prepararon las secuencias de ADN que codifican los ARNm mostrados en
la Tabla 1.

Las secuencias enriquecidas en G/C de los ejemplos proporcionados se obtuvieron segun el método descrito
en la W02002098443 A2. La region codificante de ARNm modificado enriquecida en C se obtuvo por el método
de la presente invencion. Sin embargo, alternativamente, el ARNm enriquecido en C de los ejemplos incluidos
también se puede obtener de acuerdo con la realizacion alternativa como se describe anteriormente, es decir,
en un primer paso, se puede aumentar el contenido en G/C, por ejemplo mediante la sustitucion de codones
de tipo natural que tienen un contenido inferior de nucledtidos G y C como se describe en la W02002098443
A2. Como segundo paso, el enriquecimiento o maximizacion de G/C es seguido por un paso de mayor
optimizacion de C.

Se construyd un vector para la transcripcion in vitro que contiene un promotor T7 seguido de una secuencia
que codifica para la luciferasa Photinus pyralis (PpLuc(wt), obtenida de Promega) y una secuencia poli(A) de
70 nucledtidos de adenosina (secuencia poli(A) A70) . EIl ARNm obtenido de este vector por transcripcion in
vitro se designa "PpLuc (wt) - A70" (R873). En la Figura 1 (SEQ ID NO: 1) se muestra la secuencia del
correspondiente ARNm de luciferasa de tipo natural.

El vector se modificé reemplazando la secuencia de codificacion de tipo natural del ARNm por una secuencia
de codificacion enriquecida en GC (R875, Figura 2, SEQ ID NO: 2) o enriquecida en C (R2103, Figura 3, SEQ
ID NO: 3), respectivamente, para la estabilizacion. EI ARNm se obtuvo de estos vectores por transcripcion in
vitro.
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Se construyo otro vector adicional para la transcripcion in vifro que contiene un promotor T7 seguido de una
secuencia enriquecida en GC que codifica para la luciferasa de Photinus pyralis (PpLuc(GC)IIl) y una secuencia
poli(A) A64. El vector se modificé reemplazando la secuencia de codificacion optimizada en GC por una
secuencia enriquecida en C.

El ARNm obtenido de estos vectores por transcripcion in vitro se designa "PpLuc(GC)IIl - A64" (R2349) o
“PpLuc(GC)V - A64 (R2350), respectivamente. En las SEQ ID NO: 4 (Figura 4) y SEQ ID NO: 5 (Figura 5) se
muestran las secuencias de los correspondientes ARNm.

Se prepararon otros dos vectores introduciendo una 5-TOP-UTR derivada de la proteina ribosémica 32L,
modificando la secuencia de codificacién de tipo natural mediante la introduccién de una secuencia optimizada
en GC o en C para la estabilizacion, seguida de una secuencia estabilizadora derivada de la 3-UTR-albumina,
un tramo de 64 adenosinas (secuencia poli(A)), un tramo de 30 citidinas (secuencia poli(C)) y un tallo-bucle de
histona. EI ARNm obtenido de estos vectores por transcripcion in vifro se designa R2791 o R2793,
respectivamente. En las SEQ ID NO: 6 (Figura 6) y SEQ ID NO: 7 (Figura 7) se muestran las secuencias de los
correspondientes ARNm.

Tabla 1: Constructos de ARNm de luciferasa

Numero R SEQ ID NO. Constructo Composicion de ARN
completo
R873 SEQID NO. 1 | ppLuc (wt)..A70 Base | Numero %
A 534 30,4
C 371 21,1
G 418 23,8
T 435 24,7
R875 SEQID NO. 2 ppLuc (GC) II..A70 Base | Numero %
A 405 23,0
C 579 32,9
G 517 29,4
T 257 14,6
R2103 SEQ ID NO. 3 pppLuc (GC) V..A70 Base | Numero %
A 390 22,2
C 710 40,4
G 386 22,0
T 272 15,5
R2349 SEQID NO. 4 PpLuc (GC) Ill..A64 Base | Numero %
A 397 22,7
C 600 34,4
G 492 28,2
T 257 14,7
R2350 SEQID NO.5 | PpLuc (GC) V..A64 Base | Numero %
A 382 21,9
C 709 40,6
G 385 22,1
T 270 15,5
R2791 SEQID NO. 6 | 32L4 .. PpLuc (GC) Il..albumin7 .. A64 .. Base | Numero %
C30-histoneSL-N5 A 476 23,4
C 668 32,8
G 556 27,3
T 335 16,5
R2793 SEQID NO. 7 | 32L4 .. PpLuc (GC) V..albumin7 .. A6 4 .. Base | Numero %
C30-histoneSL-N5 A 461 22,7
C 799 39,3
G 425 20,9
T 350 17,2

2. Transcripcioén in vitro

Los respectivos plasmidos de ADN preparados segun el parrafo 1 se transcribieron in vitro usando polimerasa
T7 en presencia de un analogo de CAP (m’GpppG). Posteriormente, el ARNm se purifico usando
PureMessenger® (CureVac, Tibingen, Alemania; WO2008/077592A1).

3. Reactivos
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Reactivo de complejacion: protamina

4. Formulacién de ARNm

El ARNm se complejé con protamina mediante la adicion de protamina al ARNm en la proporcion
ARN:protamina 2:1 (p/p).

Ejemplo 2: Inmunoestimulacion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) tratadas con
ARNm modificados

Preparacion de PBMC humanos

25 ml de una capa leucocitaria se dispusieron en capas sobre 20 ml de Ficoll en un tubo Falcon de 50 ml.
Después de centrifugacion a 805 fuerza centrifuga relativa (rcf) durante 20 minutos, se recogieron las células
de la interfase. Las células se lavaron dos veces mediante resuspension en PBS y centrifugacion. Después del
conteo, las células se resuspendieron a 50 millones de células por ml en suero de ternera fetal, DMSO al 10%,
y se congelaron.

Estimulacién de PBMC

Se sembraron PBMC humanas a una densidad de 108 células/ml en cada pocillo de una placa de 96 pocillos
(2 x 105 células/pocillo) en medio X - Vivo 15 (Lonza) y se trataron con 10 ug/ml de ARNm enriquecido con GC
o C durante 20 horas y se determind la concentracion de TNFa en el sobrenadante mediante ELISA.

ELISA de citocinas (TNFa)

Se recubrieron placas ELISA de 96 pocillos con anticuerpo de captura (BD Pharmingen) en tampdn de
recubrimiento (Na;CO3; 15 mM, NaHCO3; 15 mM, NaNs; al 0,02%, pH 9,6) durante una noche a temperatura
ambiente. Las placas se bloquearon con tampdn de bloqueo (PBS, Tween-20 al 0,05%, BSA al 1%, pH 7,4)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres veces (PBS, Tween-20 al 0,05%, pH 7,4).
Se afadieron a las placas 50 ul de sobrenadantes de PBMC estimuladas, diluidos con 50 yl de tampén de
bloqueo, y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres veces. Se afiadio
anticuerpo de deteccion biotinilado diluido en tampdn de bloqueo a las placas y se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las placas se lavaron tres veces. Se anadi6 a las placas HRP-estreptavidina diluida en
tampon de bloqueo sin NaNs y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las placas se lavaron
tres veces. Se afiadieron 100 pl/pocillo de sustrato TMB (Perbioscience) a las placas. Para detener el desarrollo
del color, se afiadieron 100 pl de H,SO,4 al 20% a las placas. Se midi6 la absorbancia a 450 nm.

Transfeccion de células Hela y determinacion de la actividad de la luciferasa

Las células HelLa se tripsinizaron y se lavaron en medio opti-MEM (Life Technologies). Las células se
electroporaron con ARNm que codifica PpLuc en un volumen de 200 ul. Las células electroporadas se
sembraron en placas de 24 pocillos en 1 ml de medio RPMI 1640 (entre 0,3 y 0,5 uyg de ARNm de PpLuc y
100.000 células por pocillo). 6, 24 o 48 horas después de la transfeccion, se aspird el medio y se lisaron las
células. Los lisados se almacenaron a -80 °C. La actividad de luciferasa se midié como unidades de luz relativas
(RLU) en un lector de placas BioTek SynergyHT. La actividad de PpLuc se midié en tiempos de medida de 5
segundos usando 50 pl de lisado y 200 ul de tampdn de luciferina (luciferina 75 puM, glicilglicina 25 mM, pH 7,8
(NaOH), MgSO4 15 mM, ATP 2 mM).

Resultados
La Figura 8 muestra que el tratamiento de PBMC humanas con ARNm enriquecido en C (R2793) da como
resultado una secrecion de TNFa significativamente menor en comparacion con el tratamiento con ARNm

enriquecido con GC (R2791).

La Figura 9A muestra que la actividad de luciferasa codificada por ARNm enriquecido con GC (R875) y ARNm
enriquecido con C (R2103) era comparable tanto en términos de nivel maximo como de cinética.

La Figura 9B muestra que la actividad de luciferasa codificada por ARNm enriquecido con GC (R875) era
mucho mayor que la del constructo de tipo natural (R873).

Ejemplo 3: Relacion dosis-respuesta para la inmunoestimulacion de PBMC tratadas con ARNm
modificados
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Estimulacion PBMC

Las PBMC humanas se prepararon como se describe en el Ejemplo 2. Se sembraron las PBMC a una densidad
de 108 células/ml en cada pocillo de una placa de 96 pocillos (2 x 10° células/pocillo) en medio X-Vivo 15
(Lonza) y se trataron con 40 o 20 pg/ml de ARNm enriquecido con GC o C como se indica durante 20 horas.
Se determinaron las concentraciones de TNFa e IFNa en el sobrenadante mediante ELISA.

ELISA de citocinas

El ELISA para TNFa se realizé como se describe en el Ejemplo 2. El ELISA de IFNa se realizé de forma
analoga, reemplazando los anticuerpos de captura y deteccion de manera apropiada (Mabtech).

Resultados

La Figura 10 muestra la relacion dosis-respuesta para la secrecion de TNFa de PBMC humanas tratadas con
diversos ARNm modificados. Como puede verse, el tratamiento con ARNm enriquecido en C da como resultado
una menor secrecion de TNFa que con ARNm enriquecido con GC.

La Figura 11 muestra la relacidon dosis-respuesta para la secrecion de IFN de PBMC humanas tratadas con

diversos ARNm modificados. Como puede verse, el tratamiento con ARNm enriquecido en C da como resultado
una menor secrecion de IFN que con ARNm enriquecido con GC.
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Tabla 2
Resumen de la composicion de nucledtidos y uso de codones de los constructos empelados en los presentes
ejemplos
 r oy Lu C. Luc{wt) ppluc(GC) 13 PpLuc{GC) IIT Luc (GO)Y
Uso coddn humano COdIgO GC- ppluc(GC) Ciwt ppluc(GC) 13 poluc{GC I 33 { v
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5 842 G: a1 5: 507 5: 376
A: 333 A: 358 A: 324 Ar 309
T 240 T 426 T: 248 T: 264
C: 538 c: 35 c: 573 c: Toe
Codones raros Codones raros Codones raros Codones raros 0 | Codones raros 0
5 15 24 CAI: 0,190 CAI: 0,355
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Ala GCA 0.2z 15.8 Ala ccr o.00 | eee 7,00 o6 | Soo 1120 P ge 0.09 2% lacs o .00
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TGA 1.00 1.00
TAG D.00 0,00
TAA  0.00 0.00
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gggagaugua
uucuauccge
gcceugguuc
gcugaguacu
acaaaucaca
ggcgeguuau
uugcucaaca
caaaaaauuu
ucuaaaacgg
cccgguuuua
cugaucauga
acugccugeg
gauacugcga
ggauauuuga
cugaggagcc
uucuucgcca
ucugguggcg
ccagguauca
gagggeggaug

guggaucugg

gguccuauga

caaagcuuac
uggaagaugg
cuggaacaau
ucgaaauguc
gaaucgucgu
uuaucggagu
guaugggcau
ugaacgugca
auuaccaggg
augaauacga
acuccucugg
ugagauucuc
uuuuaagugu
uauguggauu
uucaggauua
aaagcacucu
cuccccucuc
ggcaaggaua
auaaaccggg
auaccgggaa

uuauguccgg

cauggaagac
aaccgcugga
ugcuuuuaca
cguucgguug
augcagugaa
ugcaguugcg
uucgcagccu
aaaaaagcuc
auuucagucg
uuuugugcca
aucuacuggu
gcaugccaga
uguuccauuc
ucgagucguc
caagauucaa
gauugacaaa
uaaggaaguc
ugggcucacu
CgCggucggu
aacgcugggc

uuvauguaaac

gccaaaaaca
gagcaacugc
gaugcacaua
gcagaagcua
aacucucuuc
cccgegaacg
accguggugu
ccaaucaucc
auguacacgu
gaguccuucg
cugccuaaag
gauccuauuu
caucacgguu
uuaauguaua
agugcgeugc
uacgauuuau
ggggaagecgeg
gagacuacau
aaaguuguuc
guuaaucaaa

aauccggaag

uaaagaaagg
auaaggcuau
ucgaggugga
ugaaacgaua
aauucuuuau
acauuuauaa
ucguuuccaa
aaaaaauuau
ucgucacauc
auagggacaa
gugucgcucu
uuggcaauca
uuggaauguu
gauuugaaga
uggugccaac
cuaauuuaca
uugccaagag
cagcuauucu
cauuuuuuga
gaggcgaacu
cgaccaacgc

33

cccggegeca
gaagagauac
caucacuuac
ugggcugaau
gccgguguug
ugaacgugaa
aaagggguug
uaucauggau
ucaucuaccu
gacaauugca
gccucauaga
aaucauuccg
uacuacacuc
agagcuguuu
ccuauucucc
cgaaauugcu
guuccaucug
gauuacaccc
agcgaagguu
gugugugaga

cuugauugac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



10

aaggauggau

aucguugacc
uuggaaucca
gacgaugacg
acggaaaaag
ggaggaguug
aaaaucagag
guagaucuaa

dddaaaaaaa

<210> 2
<211> 1758
<212> ARN

ggcuacauuc
gccugaaguc
ucuugcucca
ccggugaacu
agaucgugga
uguuugugga
agauccucau
aaaaaaaaaa

daaaaaaa

uggagacaua
ucugauuaag
acaccccaac
ucccgecgec
uuacgucgcec
cgaaguaccg
aaaggccaag

aaaaaaaaaa

<213> Secuecnia Sequence

<220>

ES 2806 575 T3

gcuuacuggg

uacaaaggcu

aucuucgacg

guuguuguuu

agucaaguaa

aaaggucuua

aagggcggaa

aaaaadaaaa

acgaagacga
aucagguggc
caggugucgc
uggagcacgg
caaccgcgaa
ccggaaaacu
agaucgccgu

aaaaaaaaaa

<223> ARNm enriquecido en G/C de luciferasa de Photinus pyralis

<400> 2

gggagaugua
uucuaccccc
gcccuggugc
gcggaguacu
accaaccacc
ggggcccucu
cugcugaacu
cagaagaucc
agcaagacgg
ccgggguuca
cugaucauga
accgcgugceg
gacaccgcca
ggguaccuca
cuccgeuccc

uucuucgeca

ageggeeees

caaagcuuac

uggaggacgsg

ccgggaccau

ucgagaugag

gcaucguggu

ucaucggcgu

ccaugggcau

ugaacgugca

acuaccaggg

acgaguacga

acagcuccgg

ugcgcuucuc

uccugagcgu

ucugcggeuu

ugcaggacua

agagcacccu

ccccgeugag

cauggaggac
gaccgcgggc
cgccuucacg
cgugcgecug
cugcuccgag
ggcggucgcec
cagccagcecc
gaagaagcug
cuuccagucc
cuucgucccc
cagcacgggs
ccacgcccgg
cgugcccuuc
ccgegugguc
caagauccag

gaucgacaag

caaggaggug

gccaagaaca
gagcagcucc
gacgcccaca
gccgaggeca
aacagccugc
ccggccaacg
accguggugu
ccgaucaucc
auguauaccu
gaguccuucg
cugcccaagg
gacccgaucu
caccacgggu
cugauguacc
agcgcccugce
uacgaccucu

ggcgaggeeg

ucaagaaggg
acaaggccau
ucgaggucga
ugaagcggua
aguucuucau
acaucuacaa
ucgucuccaa
agaagaucau
ucgugaccag
accgcgacaa
gecguggececu
ucggcaacca
ucggcauguu
gguucgagga
ucgugcccac
ccaaccugca

ucgccaageg

34

acacuucuuc
ucccgcugaa
aggucuuccc
aaagacgaug
aaaguugcgc
cgacgcaaga
guaaccucua

aaaadaaaaa

ccccgececg
gaagcgguac
caucaccuac
cggeceucaac
gcecegugeug
Ccgagcgegag
gaaggggcuc
caucauggac
ccaccucccc
gaccaucgcc
cccccaccgg
gaucaucccc
caccacgcug
ggagcuguuc
ccuguucucc
cgagaucgcg

guuccaccuc

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1758

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



cccgggaucc
gagggcgacg
gucgaccucg
gggcccauga
aaggacggcu
aucguggacc
cuggagucca
gacgacgacg
accgagaagg
g88CcgeesuLse
aagauccgcg
guagaucuaa
aaaaaaaaaa
<210>3

<211> 1758
<212> ARN

gccagggeua
acaagcccgg
acaccggcaa
ucaugagcgg
ggcugcacuc
ggcugaagag
uccugcucca
cgggegageu
agaucgugga
uguucgucga
agauccucau
aaaaaaaaaa

aaaaaaaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

cgggcugacc
CgCcegugses
gacgcugggs
cuacgucaac
cggggacauc
ccucaucaag
gcacccgaac
gceegeegec
cuacguggcc
cgaggugccc
caaggccaag

aaaaaaaaaa

ES 2 806

gagacgaccu
aagguggucc
gugaaccagc
aaccccgagg
gccuacuggg
uacaagggcu
aucuucgacg
gugguggucc
agccagguca
aagggccuga

aagggcggca

adaaaaaaaa

575 T3

ccgecauccu
cguucuucga
ggggcgageu
ccaccaacgc
acgaggacga
accagguggc
ccggggucge
ucgagcacgg
cgaccgccaa
ccgggaagcu
agaucgccgu

adaaaaaaaa

<223> ARNm enriquecido en C de luciferasa de Photinus pyralis

<400> 3

gggagaugua
uucuaccccc
geceucgucc
gccgaguacu
accaaccacc
ggcgeecucu
cuccucaacu
cagaagaucc
uccaagaccg
cccggeuuca
cucaucauga
accgccugceg

gacaccgcca

caaagcuuac
ucgaggacgg
ccggcaccau
ucgagauguc
gcaucgucgu
ucaucggcgu
ccaugggcau
ucaacgucca
acuaccaggg
acgaguacga
acuccuccgg
uccgcuucuc

uccucuccgu

cauggaggac
caccgccggce
cgccuucacc
cguccgccuc
cugcuccgag
cgccgucgec
cucccagccc
gaagaagcuc
cuuccagucc
cuucgucccce
cuccaccggc
ccacgeccge

cguccceuuc

gccaagaaca
gagcagcucc
gacgcccaca
gccgaggecea
aacucccucc
cccgecaacg
accgucgucu
cccaucaucc
auguauaccu
gaguccuucg
cuccccaagg
gaccccaucu

caccacggcu

ucaagaaggg
acaaggccau
ucgaggucga
ugaagcgcua
aguucuucau
acaucuacaa
ucgucuccaa
agaagaucau
ucgucaccuc
accgcgacaa
gcgucgeecu
ucggcaacca

ucggcauguu

35

gaucaccccc

ggccaaggug
gugcgugegce
ccucaucgac
gcacuucuuc
gcccgecgag
cggceugcecc
caagaccaug
gaagcugcge
ggacgcgegs
cugaggacua

aaaaaaaaaa

cccegeceecc
gaagcgcuac
caucaccuac
cggccucaac
gceceguccuc
cgagcgcgag
gaagggccuc
caucauggac
ccaccucccc
gaccaucgcc
cccccaccge
gaucaucccc

caccacccuc

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1758

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



10

ggcuaccuca
cuccgeuccc
uucuucgeca
uccggegecg
cccggeaucc
gagggcgacg
gucgaccucg
ggccccauga
aaggacggcu
aucgucgacc
cucgagucca
gacgacgacg
accgagaagg
gecgegegucg
aagauccgcg
guagaucuaa
aaaaaaaaaa
<210> 4

<211> 1746
<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ucugcggecuu
uccaggacua
aguccacccu
ccceccucuc
gccagggeua
acaagcccgg
acaccggcaa
ucauguccgg
ggcuccacuc
gccucaaguc
uccuccucca
ccggegageu
agaucgucga
ucuucgucga
agauccucau
aaaaaaaaaa

daaaaaaaa

ccgegucguc
caagauccag
caucgacaag
caaggagguc
cggccucacc
cgccgucggce
gacccucggce
cuacgucaac
cggcgacauc
ccucaucaag
gcaccccaac
cccegeegec
cuacgucgcc
cgaggucccc
caaggccaag

daaaaaaaaa

ES 2806 575 T3

cucauguacc
uccgcceucc
uacgaccucu
gecgaggccg
gagaccaccu
aaggucgucc
gucaaccagc
aaccccgagg
gccuacuggg
uacaagggcu
aucuucgacg
gucgucgucc
ucccagguca
aagggccuca

aagggcecggcea

daaaaaaaaa

gcuucgagga
ucguccccac
ccaaccucca
ucgccaagcg
ccgccauccu
ccuucuucga
gecggegageu
ccaccaacgc
acgaggacga
accaggucgc
ccggegucge
ucgagcacgg
ccaccgccaa
ccggcaagcu
agaucgccgu

aaadaaaaaa

<223> enriquecido en G/C de luciferasa de Photinus pyralis

<400> 4

gggagaaagc
cceccuggagg
gugcccgegga
uacuucgaga
caccgcaucg
cucuucaucg
aacuccaugg
auccugaacg

accgacuacc

uuaccaugga
acgggaccgc
ccaucgccuu
ugagcgugceg
uggucugcuc
gcguggccgu
gcaucagcca
ugcagaagaa

agggcuucca

ggacgccaag
cggcgagceag
caccgacgcc
ccuggecegag
cgagaacagc
cgeceeecgec
gcccaccgug
gcugcccauc

guccauguau

aacaucaaga
cuccacaagg
cacaucgagg
gccaugaage
cugcaguucu
aacgacaucu
guguucgucu
auccagaaga

accuucguga

agggccccge
ccaugaagcg
ucgacaucac
gguacggcecu
ucaugcccgu
acaacgagcg
ccaagaaggg
ucaucaucau

ccagccaccu

36

ggagcucuuc
ccucuucucc
cgagaucgcc
cuuccaccuc
caucaccccc
ggccaagguc
cugcguccge
ccucaucgac
gcacuucuuc
ccccgecgag
cggccucccc
caagaccaug
gaagcuccgc
cgacgcccege
cugaggacua

daaaaaaaaaa

cceccuucuac
guacgcccug
cuacgccgag
caacaccaac
geugggggcece
ggagcugceug
gcuccagaag
ggacagcaag

cccucccggg

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1758

60
120
180
240
300
360
420
480

540



10

uucaacgagu
augaacagcu
ugcgugcgeu
gccauccuga
cucaucugeg
ucccugcagg
gccaagagea
ggggceccuc
auccgecagg
gacgacaagc
cucgacaccg
augaucauga
ggcuggeuge
gaccggeuga
uccauccuge
EacECCEEEE
aaggagaucg
gugguguucg
cgcgagaucc
tuaaaaaaaa
aaaaaa
<210>5

<211> 1745
<212> ARN

acgacuucgu
ccggeageac
ucucccacgc
gcgucgugec
gcuuccgegu
acuacaagau
cccugaucga
ugagcaagga
geuacgggeu
ccggegecgu
gcaagacccu
gcggcuacgu
acuccgggga
agagccucau
uccagecaccc
agcugcccgec
uggacuacgu
ucgacgaggu
ucaucaagge

daaaaaaaaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ccccgagucc
cgggeugecc
ccgggacccc
cuuccaccac
gguccugaug
ccagagcgcc
caaguacgac
BBUBgECEag
gaccgagacc
EBEgBaagsug

gggggugaac

caacaacccc
caucgccuac
caaguacaag
caacaucuuc
CECCEUBBUE
ggccagecag
gcccaagggce

caagaagggc

aaaaaaaaaa

ES 2806 575 T3

uucgaccgeg
aagggcgugg
aucuucggca
geguucggea
uaccgguucg
cugcucguge
cucuccaacc
gcegucgeca
accuccgeca
guccccuucu
Cagcgeeece
gaggccacca
UgBBacgags
ggcuaccagg
BacgCCBEER
guccucgage
gucaccaccg
cugaccggga
ggcaagaucg

adaaaaaaaa

acaagaccau
cccucccceca
accagaucau
uguucaccac
aggaggagcu
ccacccuguu
ugcacgagau
agcgguucca
uccugaucac
ucgaggccaa
agcugugcgu
acgcccucau
acgagcacuu
uggcecccge
UCECCEECCU
acggcaagac
ccaagaagcu
agcuggacgc
ccgucugagg

aaaaaaaaaa

<223> enriquecido en C de luciferasa de Photinus pyralis

<400> 5

ggagaaagcu
cccucgagga
uccccggeac
acuucgagau
accgcaucgu

ucuucaucgg

uaccauggag
cggcaccgec
caucgccuuc
guccguccgc
cgucugcucc

cgucgccguc

gacgccaaga

ggcgagcagc

accgacgecc

cucgccgagg

gagaacuccc

gcececcgecea

acaucaagaa

uccacaaggc

acaucgaggu

ccaugaagcg

uccaguucuu

acgacaucua

gggccccgec
caugaagcgc
cgacaucacc
cuacggcceuc
caugcccguc

caacgagcgc

37

cgcccugauc
ccggaccgec
ccccgacacc
ccugggguac
guuccuccge
cuccuucuuc
cgccageggce
ccuccccggg
cccegaggge
gguggucgac
gcgeggacecec
cgacaaggac
cuucaucgug
cgagcuggag
gccegacgac
caugaccgag
BCBCEECEEE
ccggaagauc
acuaguagau

aaaaaaaaaa

cccuucuacc
uacgcccucg
uacgccgagu
aacaccaacc
cucggcgecc

gagcuccuca

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

138e

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1746

60

120

180

240

300

360



acuccauggg
uccucaacgu
ccgacuacca
ucaacgagua
ugaacuccuc
gcguccgeuu
ccauccucuc
ucaucugcgg
cccuccagga
ccaaguccac
gcgeceeecu
uccgccaggg
acgacaagcc
ucgacaccgg
ugaucauguc
gcuggcucca
accgccucaa
ccauccuccu
acgccggega
aggagaucgu
ucgucuucgu
gcgagauccu
uaaaaaaaaa
aaaaa
<210> 6

<211> 2035
<212> ARN

caucucccag
ccagaagaag
gggcuuccag
cgacuucguc
cggcuccacc
cucccacgec
cgucgucccc
cuuccgecguc
cuacaagauc
ccucaucgac
cuccaaggag
cuacggccuc
cggegecguc
caagacccuc
cggcuacguc
cuccggegac
gucccucauc
ccagcacccc
gcuccccgec
cgacuacguc
cgacgagguc
caucaaggcc

aaaaaaaaaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

cccaccgucg
cuccccauca
uccauguaua
cccgaguccu
ggccucccca
cgcgacccca
uuccaccacg
guccucaugu
caguccgecc
aaguacgacc
gucggcgagg
accgagacca
ggcaaggucg
ggcgucaacc
aacaaccccg
aucgccuacu
aaguacaagg
aacaucuucg
gccgucgucg
gccucccagg
cccaagggec
aagaagggecg

aaaaaaaaaa

ES 2 806

ucuucgucuc
uccagaagau
ccuucgucac
ucgaccgcga
agggcgucgce
ucuucggcaa
gcuucggcau
accgcuucga
uccucguccc
ucuccaaccu
ccgucgccaa
ccuccgeccau
uccccuucuu
agcgeggega
aggccaccaa
gggacgagga
gcuaccaggu
acgccggegu
uccucgagca
ucaccaccgc
ucaccggcaa
gcaagaucgc

aaaaaaaaaa

575 T3

caagaagggc
caucaucaug
cucccaccuc
caagaccauc
ccucccccac
ccagaucauc
guucaccacc
ggaggagcuc
cacccucuuc
ccacgagauc
gcgcuuccac
ccucaucacc
cgaggccaag
gcucugcguc
cgcccucauc
cgagcacuuc
cgceececgece
cgceggecuc
cggcaagacc
caagaagcuc
gcucgacgcec
cgucugagga

aaaaaaaaaa

<223> enriquecido en C/G de luciferasa de Photinus pyralis

<400> 6

38

cuccagaaga
gacuccaaga
cccceeggeu
gcccucauca
cgcaccgecu
cccgacacceg
cucggcuacc
uuccuccgcu
uccuucuucg
gccuccggeg
cuccccggea
cccgagegeg
gucgucgacc
cgeggeecca
gacaaggacg
uucaucgucg
gagcucgagu
cccgacgacg
augaccgaga
CECBECEsCE
cgcaagaucc
cuaguagauc

aaaaaaaaaa

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1745



ggggcgeugce
acgccaagaa
gcgagcagceu
cggacgcececa
uggccgagec
agaacagccu
ccecggecaa
ccaccguggu
ugccgaucau
ccauguauac
ccgaguccuu
ggcugcccaa
gggacccgau
uccaccacgg
uccugaugua
agagcgcccu
aguacgaccu
ugggcgagec
ccgagacgac
ggaagguggu
gggugaacca
acaaccccga

ucgccuacug

cuacggaggu
caucaagaag
ccacaaggcc
caucgagguc
caugaagcgg
gcaguucuuc
cgacaucuac
guucgucucc
ccagaagauc
cuucgugacc
cgaccgcegac
gggcgugecc
cuucggcaac
guucggcaug
ccgguucgag
gcucgugccc
cuccaaccug
cgucgccaag
cuccgccauc
cccguucuuc
gCeggsceag

ggccaccaac

ggacgaggac

ggcagccauc
ggccccgecce
augaagcggu
gacaucaccu
uacggccuca
augcccgugce
aacgagceges
aagaaggggc
aucaucaugg
agccaccucc
aagaccaucg
cucccccacc
cagaucaucc
uucaccacgc
gaggagcugu
acccuguucu
cacgagaucg
cgguuccacc
cugaucaccc
gaggccaagg
CUBUBCEUEC
gcecucaucg

gagcacuucu

ES 2806 575 T3

uccuucucgg
cguucuaccc
acgcccuggu
acgcggagua
acaccaacca
ugggggccecu
agcugcugaa
uccagaagau
acagcaagac
cccegggguu
cccugaucau
ggaccgcgug
ccgacaccgc
ugggguaccu
uccuccgeuc
ccuucuucgc
Cgagcgecee
uccccgggau
ccgagggcega
uggucgaccu
gcgggeccau

acaaggacgg

ucaucgugga

caucaagcuu

ccuggaggac
geeegggacc
cuucgagaug
ccgcaucgug
cuucaucggc
cuccaugggc
ccugaacgug
ggacuaccag
caacgaguac
gaacagcucc
cgugcgcuuc
cauccugagc
caucugcggc
ccugcaggac
caagagcacc
ggceceegeug

ccgccaggge

cgacaagccc
cgacaccggc
gaucaugagc
cuggcugcac

ccggecugaag

39

accauggagg
gggaccgegg
aucgccuuca
agcgugcgcec
gucugcuccg
guggcgegucg
aucagccagce
cagaagaagc
ggcuuccagu
gacuucgucc
ggcagcacgg
ucccacgccc
gucgugcccu
uuccgegugg
uacaagaucc
cugaucgaca
agcaaggagg
uacgggcuga
g8Ccecgeuegs
aagacgcugg
ggcuacguca

uccggggaca

agccucauca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



aguacaaggg
acaucuucga
ccgugguggu
ccagccaggu
ccaagggcecu
agaaggecee
uaccaugaga
ucguuggugu
cuuuucucug
aaaaaaaaaa
cceeccccec
<210>7

<211> 2035
<212> ARN

cuaccaggug
cgeccgggguc
ccucgagcac
cacgaccgcec
gaccgggaag
caagaucgcc
auaagagaaa
aaagccaaca
ugcuucaauu
aaaaaaaaaa

cccececceccce

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2806 575 T3

gcgeeegeeg
gccggeeuge
ggcaagacca
aagaagcugc
cuggacgcgc
gucugaggac
gaaaaugaag
cccugucuaa
aauaaaaaau
aaaaaaaaaa

cccccccaaa

agcuggaguc
ccgacgacga
ugaccgagaa
geggcggeguy
ggaagauccg
uagugcauca
aucaauagcu
aaaacauaaa
ggaaagaacc
aaaaaaaaaa

ggcucuuuuc

<223> luciferasa de Photinus pyralis enriquecida en C

<400> 7

gggecgeuge
acgccaagaa
gcgagcagcu
ccgacgccca
ucgccgaggce
agaacucccu
cccecegecaa
ccaccgucgu
uccccaucau

ccauguauac

cuacggaggu
caucaagaag
ccacaaggcc
caucgagguc
caugaagcgc
ccaguucuuc
cgacaucuac
cuucgucucc
ccagaagauc

cuucgucacc

ggcagccauc
ggcccegecc
augaagcgcu
gacaucaccu
uacggccuca
augcccgucc
aacgagcgeg
aagaagggcc
aucaucaugg

ucccaccucc

uccuucucgg

ccuucuaccc

acgcccucgu

acgccgagua

acaccaacca

ucggcgeccu

agcuccucaa

uccagaagau

acuccaagac

cccecggeuu

cauccugcuc
cgcgeessag
ggagaucgug
gguguucguc
cgagauccuc
cauuuaaaag
uauucaucuc
uuucuuuaau
uagaucuaaa
aaaaaaaaaa

agagccacca

caucaagcuu
ccucgaggac
cceceggeacc
cuucgagaug
ccgcaucguc
cuucaucggc
cuccaugggc
ccucaacguc
cgacuaccag

caacgaguac

40

cagcacccga
cugcccgecg
gacuacgugg
gacgaggugc
aucaaggcca
caucucagcc
uuuuucuuuu
cauuuugccu
aaaaaaaaaa
augcaucccc

gaauu

accauggagg
ggcaccgccg
aucgccuuca
uccguccgcec
gucugcuccg
gucgccgucg
aucucccagc
cagaagaagc
ggcuuccagu

gacuucgucc

1448

1500

1564@

1620

1680

174¢

1800

1860

1920

1980

2035

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ccgaguccuu
gccuccccaa
gcgaccccau
uccaccacgg
uccucaugua
aguccgcccu
aguacgaccu
ucggcgaggc
ccgagaccac
gcaaggucgu
gcgucaacca
acaaccccga
ucgccuacug
aguacaaggg
acaucuucga
ccgucgucgu
ccucccaggu
ccaagggccu
agaagggees
uaccaugaga
UCguuggugu
cuuuucucug
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REIVINDICACIONES

Método para proporcionar un ARNm con una inmunogenicidad y/o capacidad inmunoestimuladora
reducida que codifica al menos un polipéptido o proteina biolégicamente activo, donde el método
comprende las etapas de:

1) identificar una secuencia de ARNm de tipo natural diana que codifica para el polipéptido o la proteina
bioldgicamente activos,

2) modificar al menos el 70% de los codones de la secuencia de tipo natural que son optimizables en su
contenido en citidina mediante el aumento del contenido en citidina del ARNm, de forma que el
contenido en citidina de la zona de la region codificadora del ARNm es mas grande que el contenido
en citidina de la region codificante del ARNm de tipo natural, no cambiando la secuencia de
aminoacidos codificada en comparacion con la de tipo natural,

3) opcionalmente modificar al menos el 70% de los codones para los aminoacidos que no son
seleccionables para la optimizacion en C, pero que son optimizables en cuanto al contenido en
guanosina, aumentando el contenido en guanosina, y

4) sintetizar el ARNm modificado diana, comprendiendo la sintesis una etapa de sintesis quimica o de
transcripcion in vitro,

donde el ARNm modificado diana de menor inmunogenicidad y/o de menor capacidad
inmunoestimuladora se selecciona de los ARNm modificados diana obtenibles mediante el método.

Método segun la reivindicacion 1, donde la regién codificante del ARNm diana esta modificada de forma
que se alcanza un contenido maximo en citidina por la introduccién de codones, los cuales codifican ARNt
relativamente frecuentes.

Método segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, donde el contenido en citidina de la region
codificante del ARNm modificado que codifica al menos un polipéptido o proteina es al menos un 10%,
preferentemente al menos un 12,5%, con mayor preferencia al menos un 15% mayor que el contenido en
citidina comparado con la regién codificadora del polipéptido o proteina del ARNm de tipo natural.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde todos los codones de la secuencia de tipo
natural que no son optimizables en su contenido en citidina y que codifican para un codén relativamente
raro en la célula son reemplazados por codones que codifican para un ARNt relativamente frecuente en
la célula que porta el mismo aminoacido que el ARNt relativamente raro.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde el indice de adaptacion de codén (CAl) de la
region codificante del ARNm modificado diana es superior en al menos 0,05, preferentemente superior en
al menos 0,1, preferentemente superior en al menos 0,125, con mayor preferencia superior en al menos
0,15 que el CAl de la regioén codificante del ARNm de tipo natural que codifica el polipéptido o proteina.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el método comprende ademas la etapa de
determinar la inmunogenicidad y/o la capacidad inmunoestimuladora del ARNm modificado diana que
codifica para el al menos un polipéptido o proteina.

Método seguin cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde la determinacion de la inmunogenicidad y/o
la capacidad inmunoestimuladora del ARNm modificado diana comprende las subetapas de

i) transfectar PBMC con el ARNm diana modificado segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5;

i) cultivar las células durante un tiempo apropiado, preferentemente al menos 8 horas,
preferiblemente durante al menos 12 horas, mas preferiblemente durante al menos 20 horas, y

iii)  medir la cantidad de citocinas proinflamatorias en el sobrenadante celular.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde el método se reitera para disminuir ain mas
la inmunogenicidad y/o la capacidad inmunoestimuladora del ARNm diana.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, donde el método se lleva a cabo mediante la
ejecucion de al menos un algoritmo en un ordenador con ayuda de un software adecuado.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, donde el ARNm modificado diana se obtiene por
transcripcion in vitro, preferiblemente por transcripcion in vitro mediada por polimerasa de bacteriéfago,
preferentemente por transcripcion in vitro mediada por polimerasa Sp6 y/o transcripcion in vitro mediada
por polimerasa T3, en especial por transcripcion in vitro mediada por polimerasa T7.
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R873

GGGAGAUGUACAAAGCUUACCAUGGAAGACGCCAAAAACAUAAAGAAAGGCCCGGCGCCA
UUCUAUCCGCUGGAAGAUGGAACCGCUGGAGAGCAACUGCAUAAGGCUAUGAAGAGAUAC
GCCCUGGUUCCUGGAACAAUUGCUUUUACAGAUGCACAUAUCGAGGUGGACAUCACUUAC
GCUGAGUACUUCGAAAUGUCCGUUCGGUUGGCAGAAGCUAUGAAACGAUAUGGGCUGAAU
ACAAAUCACAGAAUCGUCGUAUGCAGUGAAAACUCUCUUCAAUUCUUUAUGCCGGUGUUG
GGCGCGUUAUUUAUCGGAGUUGCAGUUGCGCCCGCGAACGACAUUUAUAAUGAACGUGAA
UUGCUCAACAGUAUGGGCAUUUCGCAGCCUACCGUGGUGUUCGUUUCCAAAAAGGGGUUG
CAAAAAAUUUUGAACGUGCAAAAAAAGCUCCCAAUCAUCCAAAAAAUUAUUAUCAUGGAU
UCUAAAACGGAUUACCAGGGAUUUCAGUCGAUGUACACGUUCGUCACAUCUCAUCUACCU
CCCGGUUUUAAUGAAUACGAUUUUGUGCCAGAGUCCUUCGAUAGGGACAAGACAAUUGCA
CUGAUCAUGAACUCCUCUGGAUCUACUGGUCUGCCUAAAGGUGUCGCUCUGCCUCAUAGA
ACUGCCUGCGUGAGAUUCUCGCAUGCCAGAGAUCCUAUUUUUGGCAAUCAAAUCAUUCCG
GAUACUGCGAUUUUAAGUGUUGUUCCAUUCCAUCACGGUUUUGGAAUGUUUACUACACUC
GGAUAUUUGAUAUGUGGAUUUCGAGUCGUCUUAAUGUAUAGAUUUGAAGAAGAGCUGUUU
CUGAGGAGCCUUCAGGAUUACAAGAUUCAAAGUGCGCUGCUGGUGCCAACCCUAUUCUCC
UUCUUCGCCAAAAGCACUCUGAUUGACAAAUACGAUUUAUCUAAUUUACACGAAAUUGCU
UCUGGUGGCGCUCCCCUCUCUAAGGAAGUCGGGGAAGCGGUUGCCAAGAGGUUCCAUCUG
CCAGGUAUCAGGCAAGGAUAUGGGCUCACUGAGACUACAUCAGCUAUUCUGAUUACACCC
GAGGGGGAUGAUAAACCGGGCGCGGUCGGUAAAGUUGUUCCAUUUUUUGAAGCGAAGGUU
GUGGAUCUGGAUACCGGGAAAACGCUGGGCGUUAAUCAAAGAGGCGAACUGUGUGUGAGA
GGUCCUAUGAUUAUGUCCGGUUAUGUARAACAAUCCGGAAGCGACCAACGCCUUGAUUGAC
AAGGAUGGAUGGCUACAUUCUGGAGACAUAGCUUACUGGGACGAAGACGAACACUUCUUC
AUCGUUGACCGCCUGAAGUCUCUGAUUAAGUACAAAGGCUAUCAGGUGGCUCCCGCUGAA
UUGGAAUCCAUCUUGCUCCAACACCCCAACAUCUUCGACGCAGGUGUCGCAGGUCUUCCC
GACGAUGACGCCGGUGAACUUCCCGCCGCCGUUGUUGUUUUGGAGCACGGAAAGACGAUG
ACGGAAAAAGAGAUCGUGGAUUACGUCGCCAGUCAAGUAACAACCGCGAAAAAGUUGCGC
GGAGGAGUUGUGUUUGUGGACGAAGUACCGAAAGGUCUUACCGGAAAACUCGACGCAAGA
AAAAUCAGAGAGAUCCUCAUAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGAUCGCCGUGUAACCUCUA

GUAGAUCU.
AAAAAAAAAAAAAAAAAA

Fig. 1
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R875

GGGAGAUGUACAAAGCUUACCAUGGAGGACGCCAAGAACAUCAAGAAGGGCCCCGCCCCG:
UUCUACCCCCUGGAGGACGGGACCGCGGGCGAGCAGCUCCACAAGGCCAUGAAGCGGUAC
GCCCUGGUGCCCGGGACCAUCGCCUUCACGGACGCCCACAUCGAGGUCGACAUCACCUAC
GCGGAGUACUUCGAGAUGAGCGUGCGCCUGGCCGAGGCCAUGAAGCGGUACGGCCUCAAC
ACCAACCACCGCAUCGUGGUCUGCUCCGAGAACAGCCUGCAGUUCUUCAUGCCCGUGCUG
GGGGCCCUCUUCAUCGGCGUGGCGGUCGCCCCGGCCAACGACAUCUACAACGAGCGGGAG
CUGCUGAACUCCAUGGGCAUCAGCCAGCCCACCGUGGUGUUCGUCUCCAAGAAGGGGCUC
CAGAAGAUCCUGAACGUGCAGAAGAAGCUGCCGAUCAUCCAGAAGAUCAUCAUCAUGGAC
AGCAAGACGGACUACCAGGGCUUCCAGUCCAUGUAUACCUUCGUGACCAGCCACCUCCCC
CCGGGGUUCAACGAGUACGACUUCGUCCCCGAGUCCUUCGACCGCGACAAGACCAUCGCC
CUGAUCAUGAACAGCUCCGGCAGCACGGGGCUGCCCAAGGGCGUGGCCCUCCCCCACCGG
ACCGCGUGCGUGCGCUUCUCCCACGCCCGGGACCCGAUCUUCGGCAACCAGAUCAUCCCC
GACACCGCCAUCCUGAGCGUCGUGCCCUUCCACCACGGGUUCGGCAUGUUCACCACGCUG
GGGUACCUCAUCUGCGGCUUCCGCGUGGUCCUGAUGUACCGGUUCGAGGAGGAGCUGUUC
CUCCGCUCCCUGCAGGACUACAAGAUCCAGAGCGCCCUGCUCGUGCCCACCCUGUUCUCC
UUCUUCGCCAAGAGCACCCUGAUCGACAAGUACGACCUCUCCAACCUGCACGAGAUCGCG
AGCGGCGGGGCCCCGCUGAGCAAGGAGGUGGGCGAGGCCGUCGCCAAGCGGUUCCACCUC
CCCGGGAUCCGCCAGGGCUACGGGCUGACCGAGACGACCUCCGCCAUCCUGAUCACCCCC
GAGGGCGACGACAAGCCCGGCGCGGUGGGGAAGGUGGUCCCGUUCUUCGAGGCCAAGGUG
GUCGACCUCGACACCGGCAAGACGCUGGGGGUGAACCAGCGGGGCGAGCUGUGCGUGCGC
GGGCCCAUGAUCAUGAGCGGCUACGUCAACAACCCCGAGGCCACCAACGCCCUCAUCGAC
AAGGACGGCUGGCUGCACUCCGGGGACAUCGCCUACUGGGACGAGGACGAGCACUUCUUC
AUCGUGGACCGGCUGAAGAGCCUCAUCAAGUACAAGGGCUACCAGGUGGCGCCCGCCGAG
CUGGAGUCCAUCCUGCUCCAGCACCCGAACAUCUUCGACGCCGGGGUCGCCGGCCUGCCC
GACGACGACGCGGGGGAGCUGCCCGCCGCCGUGGUGGUCCUCGAGCACGGCAAGACCAUG
ACCGAGAAGGAGAUCGUGGACUACGUGGCCAGCCAGGUCACGACCGCCAAGAAGCUGCGC
GGCGGGGUGGUGUUCGUCGACGAGGUGCCCAAGGGCCUGACCGGGAAGCUGGACGCGCGG
AAGAUCCGCGAGAUCCUCAUCAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGAUCGCCGUCUGAGGACUA

GUAGAUCU.
AARAAAAARAAAAAAAAAA

Fig. 2
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R2103

GGGAGAUGUACAAAGCUUACCAUGGAGGACGCCAAGAACAUCAAGAAGGGCCCCGCCCCC
UUCUACCCCCUCGAGGACGGCACCGCCGGCGAGCAGCUCCACAAGGCCAUGAAGCGCUAC
GCCCUCGUCCCCGGCACCAUCGCCUUCACCGACGCCCACAUCGAGGUCGACAUCACCUAC
GCCGAGUACUUCGAGAUGUCCGUCCGCCUCGCCGAGGCCAUGAAGCGCUACGGCCUCAAC
ACCAACCACCGCAUCGUCGUCUGCUCCGAGAACUCCCUCCAGUUCUUCAUGCCCGUCCUC
GGCGCCCUCUUCAUCGGCGUCGCCGUCGCCCCCGCCAACGACAUCUACAACGAGCGCGAG
CUCCUCAACUCCAUGGGCAUCUCCCAGCCCACCGUCGUCUUCGUCUCCAAGAAGGGCCUC
CAGAAGAUCCUCAACGUCCAGAAGAAGCUCCCCAUCAUCCAGAAGAUCAUCAUCAUGGAC
UCCAAGACCGACUACCAGGGCUUCCAGUCCAUGUAUACCUUCGUCACCUCCCACCUCCCC
CCCGGCUUCAACGAGUACGACUUCGUCCCCGAGUCCUUCGACCGCGACAAGACCAUCGCC
CUCAUCAUGAACUCCUCCGGCUCCACCGGCCUCCCCAAGGGCGUCGCCCUCCCCCACCGC
ACCGCCUGCGUCCGCUUCUCCCACGCCCGCGACCCCAUCUUCGGCAACCAGAUCAUCCCC
GACACCGCCAUCCUCUCCGUCGUCCCCUUCCACCACGGCUUCGGCAUGUUCACCACCCUC
GGCUACCUCAUCUGCGGCUUCCGCGUCGUCCUCAUGUACCGCUUCGAGGAGGAGCUCUUC
CUCCGCUCCCUCCAGGACUACAAGAUCCAGUCCGCCCUCCUCGUCCCCACCCUCUUCUCC
UUCUUCGCCAAGUCCACCCUCAUCGACAAGUACGACCUCUCCAACCUCCACGAGAUCGCC
UCCGGCGGCGCCCCCCUCUCCAAGGAGGUCGGCGAGGCCGUCGCCAAGCGCUUCCACCUC
CCCGGCAUCCGCCAGGGCUACGGCCUCACCGAGACCACCUCCGCCAUCCUCAUCACCCCC
GAGGGCGACGACAAGCCCGGCGCCGUCGGCAAGGUCGUCCCCUUCUUCGAGGCCAAGGUC
GUCGACCUCGACACCGGCAAGACCCUCGGCGUCAACCAGCGCGGCGAGCUCUGCGUCCGC
GGCCCCAUGAUCAUGUCCGGCUACGUCAACAACCCCGAGGCCACCAACGCCCUCAUCGAC

AAGGACGGCUGGCUCCACUCCGGCGACAUCGCCUACUGGGACGAGGACGAGCACUUCUUC
AUCGUCGACCGCCUCAAGUCCCUCAUCAAGUACAAGGGCUACCAGGUCGCCCCCGCCGAG
CUCGAGUCCAUCCUCCUCCAGCACCCCAACAUCUUCGACGCCGGCGUCGCCGGCCUCCCC
GACGACGACGCCGGCGAGCUCCCCGCCGCCGUCGUCGUCCUCGAGCACGGCAAGACCAUG
ACCGAGAAGGAGAUCGUCGACUACGUCGCCUCCCAGGUCACCACCGCCAAGAAGCUCCGC
GGCGGCGUCGUCUUCGUCGACGAGGUCCCCAAGGGCCUCACCGGCAAGCUCGACGCCCGC
AAGAUCCGCGAGAUCCUCAUCAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGAUCGCCGUCUGAGGACUA

Fig. 3
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R2349

GGGAGAAAGCUUACCAUGGAGGACGCCAAGAACAUCAAGAAGGGCCCCGCCCCCUUCUAC
CCCCUGGAGGACGGGACCGCCGGCGAGCAGCUCCACAAGGCCAUGAAGCGGUACGCCCUG
GUGCCCGGGACCAUCGCCUUCACCGACGCCCACAUCGAGGUCGACAUCACCUACGCCGAG
UACUUCGAGAUGAGCGUGCGCCUGGCCGAGGCCAUGAAGCGGUACGGCCUCAACACCAAC
CACCGCAUCGUGGUCUGCUCCGAGAACAGCCUGCAGUUCUUCAUGCCCGUGCUGGGGGCC
CUCUUCAUCGGCGUGGCCGUCGCCCCCGCCAACGACAUCUACAACGAGCGGGAGCUGCUG
AACUCCAUGGGCAUCAGCCAGCCCACCGUGGUGUUCGUCUCCAAGAAGGGGCUCCAGAAG
AUCCUGAACGUGCAGAAGAAGCUGCCCAUCAUCCAGAAGAUCAUCAUCAUGGACAGCAAG
ACCGACUACCAGGGCUUCCAGUCCAUGUAUACCUUCGUGACCAGCCACCUCCCUCCCGGG
UUCAACGAGUACGACUUCGUCCCCGAGUCCUUCGACCGCGACAAGACCAUCGCCCUGAUC
AUGAACAGCUCCGGCAGCACCGGGCUGCCCAAGGGCGUGGCCCUCCCCCACCGGACCGCC
UGCGUGCGCUUCUCCCACGCCCGGGACCCCAUCUUCGGCAACCAGAUCAUCCCCGACACC
GCCAUCCUGAGCGUCGUGCCCUUCCACCACGGGUUCGGCAUGUUCACCACCCUGGGGUAC
CUCAUCUGCGGCUUCCGCGUGGUCCUGAUGUACCGGUUCGAGGAGGAGCUGUUCCUCCGC
UCCCUGCAGGACUACAAGAUCCAGAGCGCCCUGCUCGUGCCCACCCUGUUCUCCUUCUUC
GCCAAGAGCACCCUGAUCGACAAGUACGACCUCUCCAACCUGCACGAGAUCGCCAGCGGC
GGGGCCCCUCUGAGCAAGGAGGUGGGCGAGGCCGUCGCCAAGCGGUUCCACCUCCCCGGG
AUCCGCCAGGGCUACGGGCUGACCGAGACCACCUCCGCCAUCCUGAUCACCCCCGAGGGC
GACGACAAGCCCGGCGCCGUGGGGAAGGUGGUCCCCUUCUUCGAGGCCAAGGUGGUCGAC
CUCGACACCGGCAAGACCCUGGGGGUGAACCAGCGGGGCGAGCUGUGCGUGCGCGGGCCC
AUGAUCAUGAGCGGCUACGUCAACAACCCCGAGGCCACCAACGCCCUCAUCGACAAGGAC
GGCUGGCUGCACUCCGGGGACAUCGCCUACUGGGACGAGGACGAGCACUUCUUCAUCGUG
GACCGGCUGAAGAGCCUCAUCAAGUACAAGGGCUACCAGGUGGCCCCCGCCGAGCUGGAG
UCCAUCCUGCUCCAGCACCCCAACAUCUUCGACGCCGGGGUCGCCGGCCUGCCCGACGAC
GACGCCGGGGAGCUGCCCGCCGCCGUGGUGGUCCUCGAGCACGGCAAGACCAUGACCGAG
AAGGAGAUCGUGGACUACGUGGCCAGCCAGGUCACCACCGCCAAGAAGCUGCGCGGCGGG
GUGGUGUUCGUCGACGAGGUGCCCAAGGGCCUGACCGGGAAGCUGGACGCCCGGAAGAUC
CGCGAGAUCCUCAUCAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGAUCGCCGUCUGAGGACUAGUAGAU
CuU

Fig. 4
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R2350

GGGAGAAAGCUUACCAUGGAGGACGCCAAGAACAUCAAGAAGGGCCCCGCCCCCUUCUAC
CCCCUCGAGGACGGCACCGCCGGCGAGCAGCUCCACAAGGCCAUGAAGCGCUACGCCCUC
GUCCCCGGCACCAUCGCCUUCACCGACGCCCACAUCGAGGUCGACAUCACCUACGCCGAG
UACUUCGAGAUGUCCGUCCGCCUCGCCGAGGCCAUGAAGCGCUACGGCCUCAACACCAAC
CACCGCAUCGUCGUCUGCUCCGAGAACUCCCUCCAGUUCUUCAUGCCCGUCCUCGGCGCC
CUCUUCAUCGGCGUCGCCGUCGCCCCCGCCAACGACAUCUACAACGAGCGCGAGCUCCUC
AACUCCAUGGGCAUCUCCCAGCCCACCGUCGUCUUCGUCUCCAAGAAGGGCCUCCAGAAG
AUCCUCAACGUCCAGAAGAAGCUCCCCAUCAUCCAGAAGAUCAUCAUCAUGGACUCCAAG
ACCGACUACCAGGGCUUCCAGUCCAUGUAUACCUUCGUCACCUCCCACCUCCCCCCCGGC
UUCAACGAGUACGACUUCGUCCCCGAGUCCUUCGACCGCGACAAGACCAUCGCCCUCAUC
AUGAACUCCUCCGGCUCCACCGGCCUCCCCAAGGGCGUCGCCCUCCCCCACCGCACCGCC
UGCGUCCGCUUCUCCCACGCCCGCGACCCCAUCUUCGGCAACCAGAUCAUCCCCGACACC
GCCAUCCUCUCCGUCGUCCCCUUCCACCACGGCUUCGGCAUGUUCACCACCCUCGGCUAC
CUCAUCUGCGGCUUCCGCGUCGUCCUCAUGUACCGCUUCGAGGAGGAGCUCUUCCUCCGC
UCCCUCCAGGACUACAAGAUCCAGUCCGCCCUCCUCGUCCCCACCCUCUUCUCCUUCUUC
GCCAAGUCCACCCUCAUCGACAAGUACGACCUCUCCAACCUCCACGAGAUCGCCUCCGGC
GGCGCCCCCCUCUCCAAGGAGGUCGGCGAGGCCGUCGCCAAGCGCUUCCACCUCCCCGGC
AUCCGCCAGGGCUACGGCCUCACCGAGACCACCUCCGCCAUCCUCAUCACCCCCGAGGGC
GACGACAAGCCCGGCGCCGUCGGCAAGGUCGUCCCCUUCUUCGAGGCCAAGGUCGUCGAC
CUCGACACCGGCAAGACCCUCGGCGUCAACCAGCGCGGCGAGCUCUGCGUCCGCGGCCCC
AUGAUCAUGUCCGGCUACGUCAACAACCCCGAGGCCACCAACGCCCUCAUCGACAAGGAC
GGCUGGCUCCACUCCGGCGACAUCGCCUACUGGGACGAGGACGAGCACUUCUUCAUCGUC
GACCGCCUCAAGUCCCUCAUCAAGUACAAGGGCUACCAGGUCGCCCCCGCCGAGCUCGAG
UCCAUCCUCCUCCAGCACCCCAACAUCUUCGACGCCGGCGUCGCCGGCCUCCCCGACGAC
GACGCCGGCGAGCUCCCCGCCGCCGUCGUCGUCCUCGAGCACGGCAAGACCAUGACCGAG
AAGGAGAUCGUCGACUACGUCGCCUCCCAGGUCACCACCGCCAAGAAGCUCCGCGGCGGC
GUCGUCUUCGUCGACGAGGUCCCCAAGGGCCUCACCGGCAAGCUCGACGCCCGCAAGAUC
CGCGAGAUCCUCAUCAAGGCCAAGAAGGGCGGCAAGAUCGCCGUCUGAGGACUAGUAGAU
CUu.

Fig. 5
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R2791

GGGGCGCUGCCUACGGAGGUGGCAGCCAUCUCCUUCUCGGCAUCAAGCUUACCAUGGAGG
ACGCCAAGAACAUCAAGAAGGGCCCCGCCCCGUUCUACCCCCUGGAGGACGGGACCGCGG
GCGAGCAGCUCCACAAGGCCAUGAAGCGGUACGCCCUGGUGCCCGGGACCAUCGCCUUCA
CGGACGCCCACAUCGAGGUCGACAUCACCUACGCGGAGUACUUCGAGAUGAGCGUGCGCC
UGGCCGAGGCCAUGAAGCGGUACGGCCUCAACACCAACCACCGCAUCGUGGUCUGCUCCG
AGAACAGCCUGCAGUUCUUCAUGCCCGUGCUGGGGGCCCUCUUCAUCGGCGUGGCGGUCG
CCCCGGCCAACGACAUCUACAACGAGCGGGAGCUGCUGAACUCCAUGGGCAUCAGCCAGC
CCACCGUGGUGUUCGUCUCCAAGAAGGGGCUCCAGAAGAUCCUGAACGUGCAGAAGAAGC
UGCCGAUCAUCCAGAAGAUCAUCAUCAUGGACAGCAAGACGGACUACCAGGGCUUCCAGU
CCAUGUAUACCUUCGUGACCAGCCACCUCCCCCCGGGGUUCAACGAGUACGACUUCGUCC
CCGAGUCCUUCGACCGCGACAAGACCAUCGCCCUGAUCAUGAACAGCUCCGGCAGCACGG
GGCUGCCCAAGGGCGUGGCCCUCCCCCACCGGACCGCGUGCGUGCGCUUCUCCCACGCCC
GGGACCCGAUCUUCGGCAACCAGAUCAUCCCCGACACCGCCAUCCUGAGCGUCGUGCCCU
UCCACCACGGGUUCGGCAUGUUCACCACGCUGGGGUACCUCAUCUGCGGCUUCCGCGUGG
UCCUGAUGUACCGGUUCGAGGAGGAGCUGUUCCUCCGCUCCCUGCAGGACUACAAGAUCC
AGAGCGCCCUGCUCGUGCCCACCCUGUUCUCCUUCUUCGCCAAGAGCACCCUGAUCGACA
AGUACGACCUCUCCAACCUGCACGAGAUCGCGAGCGGCGGGGCCCCGCUGAGCAAGGAGG
UGGGCGAGGCCGUCGCCAAGCGGUUCCACCUCCCCGGGAUCCGCCAGGGCUACGGGCUGA
CCGAGACGACCUCCGCCAUCCUGAUCACCCCCGAGGGCGACGACAAGCCCGGCGCGGUGG
GGAAGGUGGUCCCGUUCUUCGAGGCCAAGGUGGUCGACCUCGACACCGGCAAGACGCUGG
GGGUGAACCAGCGGGGCGAGCUGUGCGUGCGCGGGCCCAUGAUCAUGAGCGGCUACGUCA
ACAACCCCGAGGCCACCAACGCCCUCAUCGACAAGGACGGCUGGCUGCACUCCGGGGACA
UCGCCUACUGGGACGAGGACGAGCACUUCUUCAUCGUGGACCGGCUGAAGAGCCUCAUCA
AGUACAAGGGCUACCAGGUGGCGCCCGCCGAGCUGGAGUCCAUCCUGCUCCAGCACCCGA
ACAUCUUCGACGCCGGGGUCGCCGGCCUGCCCGACGACGACGCGGGGGAGCUGCCCGCCG
CCGUGGUGGUCCUCGAGCACGGCAAGACCAUGACCGAGAAGGAGAUCGUGGACUACGUGG
CCAGCCAGGUCACGACCGCCAAGAAGCUGCGCGGCGGGGUGGUGUUCGUCGACGAGGUGC
CCAAGGGCCUGACCGGGAAGCUGGACGCGCGGAAGAUCCGCGAGAUCCUCAUCAAGGCCA
AGAAGGGCGGCAAGAUCGCCGUCUGAGGACUAGUGCAUCACAUUUAAAAGCAUCUCAGCC
UACCAUGAGAAUAAGAGAAAGAAAAUGAAGAUCAAUAGCUUAUUCAUCUCUUUUUCUUUU
UCGUUGGUGUAAAGCCAACACCCUGUCUAAAAAACAUAAAUUUCUUUAAUCAUUUUGCCU
CUUUUCUCUGUGCUUCAAUUAAUAAAAAAUGGAAAGAACCUAGAUCUAAAAAAAAAAAAA |
UGCAUCCCC

CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCAAAGGCUCUUUUCAGAGCCACCAGAAUU
Fig. 6
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R2793

GGGGCGCUGCCUACGGAGGUGGCAGCCAUCUCCUUCUCGGCAUCAAGCUUACCAUGGAGG
ACGCCAAGAACAUCAAGAAGGGCCCCGCCCCCUUCUACCCCCUCGAGGACGGCACCGCCG
GCGAGCAGCUCCACAAGGCCAUGAAGCGCUACGCCCUCGUCCCCGGCACCAUCGCCUUCA
CCGACGCCCACAUCGAGGUCGACAUCACCUACGCCGAGUACUUCGAGAUGUCCGUCCGCC
UCGCCGAGGCCAUGAAGCGCUACGGCCUCAACACCAACCACCGCAUCGUCGUCUGCUCCG
AGAACUCCCUCCAGUUCUUCAUGCCCGUCCUCGGCGCCCUCUUCAUCGGCGUCGCCGUCG
CCCCCGCCAACGACAUCUACAACGAGCGCGAGCUCCUCAACUCCAUGGGCAUCUCCCAGC
CCACCGUCGUCUUCGUCUCCAAGAAGGGCCUCCAGAAGAUCCUCAACGUCCAGAAGAAGC
UCCCCAUCAUCCAGAAGAUCAUCAUCAUGGACUCCAAGACCGACUACCAGGGCUUCCAGU
CCAUGUAUACCUUCGUCACCUCCCACCUCCCCCCCGGCUUCAACGAGUACGACUUCGUCC
CCGAGUCCUUCGACCGCGACAAGACCAUCGCCCUCAUCAUGAACUCCUCCGGCUCCACCG
GCCUCCCCAAGGGCGUCGCCCUCCCCCACCGCACCGCCUGCGUCCGCUUCUCCCACGCCC
GCGACCCCAUCUUCGGCAACCAGAUCAUCCCCGACACCGCCAUCCUCUCCGUCGUCCCCU
UCCACCACGGCUUCGGCAUGUUCACCACCCUCGGCUACCUCAUCUGCGGCUUCCGCGUCG
UCCUCAUGUACCGCUUCGAGGAGGAGCUCUUCCUCCGCUCCCUCCAGGACUACAAGAUCC
AGUCCGCCCUCCUCGUCCCCACCCUCUUCUCCUUCUUCGCCAAGUCCACCCUCAUCGACA
AGUACGACCUCUCCAACCUCCACGAGAUCGCCUCCGGCGGCGCCCCCCUCUCCAAGGAGG
UCGGCGAGGCCGUCGCCAAGCGCUUCCACCUCCCCGGCAUCCGCCAGGGCUACGGCCUCA
CCGAGACCACCUCCGCCAUCCUCAUCACCCCCGAGGGCGACGACAAGCCCGGCGCCGUCG
GCAAGGUCGUCCCCUUCUUCGAGGCCAAGGUCGUCGACCUCGACACCGGCAAGACCCUCG
GCGUCAACCAGCGCGGCGAGCUCUGCGUCCGCGGCCCCAUGAUCAUGUCCGGCUACGUCA
ACAACCCCGAGGCCACCAACGCCCUCAUCGACAAGGACGGCUGGCUCCACUCCGGCGACA
UCGCCUACUGGGACGAGGACGAGCACUUCUUCAUCGUCGACCGCCUCAAGUCCCUCAUCA
AGUACAAGGGCUACCAGGUCGCCCCCGCCGAGCUCGAGUCCAUCCUCCUCCAGCACCCCA
ACAUCUUCGACGCCGGCGUCGCCGGCCUCCCCGACGACGACGCCGGCGAGCUCCCCGCCG
CCGUCGUCGUCCUCGAGCACGGCAAGACCAUGACCGAGAAGGAGAUCGUCGACUACGUCG
CCUCCCAGGUCACCACCGCCAAGAAGCUCCGCGGCGGCGUCGUCUUCGUCGACGAGGUCC
CCAAGGGCCUCACCGGCAAGCUCGACGCCCGCAAGAUCCGCGAGAUCCUCAUCAAGGCCA
AGAAGGGCGGCAAGAUCGCCGUCUGAGGACUAGUGCAUCACAUUUAAAAGCAUCUCAGCC
UACCAUGAGAAUAAGAGAAAGAAAAUGAAGAUCAAUAGCUUAUUCAUCUCUUUUUCUUUU
UCGUUGGUGUAAAGCCAACACCCUGUCUAAAAAACAUAAAUUUCUUUAAUCAUUUUGCCU
CUUUUCUCUGUGCUUCAAUUAAUAAAAAAUGGAAAGAACCUAGAUCUAAAAAAAAAAARA
UGCAUCCCC
CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCARAGGCUCUUUUCAGAGCCACCAGAAUU

Fig. 7
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TNFa inducido por ARNm (PBMC)
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PpLuc [RLU]
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PpLuc de ARNm (HeLa)
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TNFa inducido por ARNm (PBMC)
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