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DESCRIPCION
Uso de ARN para reprogramar células somaticas
Campo de la invencién

La presente invencion proporciona los métodos para desdiferenciar células somaticas en células de tipo madre sin
generar embriones o fetos. Mas especificamente, la presente invenciéon proporciona los métodos para efectuar la
desdiferenciacién de células somaticas a células que tienen caracteristicas de célula madre, particularmente,
pluripotencia, mediante la introduccién de ARN que codifica factores que inducen la desdiferenciacién de las células
somaticas en células somaticas y cultivar la células somaticas permitiendo desdiferenciar las células. Después que se
desdiferencian, las células se pueden inducir para re-diferenciar en la misma o un tipo de célula somatica diferente, tal
como neuronal, hematopoyética, muscular, epitelial, y otros tipos de células. Las células-madre derivadas por la
presente invencién tienen aplicaciones médicas para el tratamiento de enfermedades degenerativas mediante "terapia
celular" y se pueden usar en nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento de trastornos cardiacos, neurolégicos,
endocrinolégicos, vasculares, de la retina, dermatolégicos, musculatura-esquelética, y otras enfermedades.

Antecedentes de la invencién

Las células madre denominadas ademas células progenitoras son células con capacidades para auto renovarse,
permanecer indiferenciadas, y para volverse diferenciadas en uno o mas tipos de células especializadas con fenotipos
maduros. Las células madre no son terminalmente diferenciadas y no estan en el final de una via de diferenciacion.

Las células totipotentes contienen toda la informacion genética necesaria para crear todas las células del cuerpo, que
incluyen las células de la placenta. Las células humanas tienen esta capacidad totipotente s6lo durante las primeras
divisiones de un 6vulo fecundado. Después de tres a cuatro divisiones de células totipotentes, sigue una serie de etapas
en las que las células se vuelven cada vez mas especializadas. La siguiente etapa de divisién resulta en células
pluripotentes, que son muy versatiles y pueden dar lugar a cualquier tipo de célula, excepto las células de la placenta u
otros tejidos de soporte del Utero. En la etapa siguiente, las células se vuelven multipotentes, lo que significa que
pueden dar lugar a varios otros tipos de células, pero esos tipos son limitados en nimero. Al final de la cadena larga de
divisiones celulares que componen el embrién estan las células "terminalmente diferenciadas" que se consideran estar
comprometidas permanentemente a una funcion especifica.

Existen tres grupos principales de células madre: (i) células madre somaticas o adultas (células post-natal), que existen
en todos los organismos post-natales, (ii) células madre embrionarias, que se pueden derivar de una etapa de
desarrollo pre-embrionario o embrionario y (iii) células madre fetales (pre-natal), que se pueden aislar del feto en
desarrollo.

Las tecnologias de células madre que implican el aislamiento y uso de células madre embrionarias humanas se han
vuelto en un tema importante de la investigacion médica. Las células madre embrionarias humanas tienen un potencial
para diferenciarse en cualquiera de los tipos de células en el cuerpo humano, que incluyen los tejidos complejos. Se
espera que muchas enfermedades que resultan de la disfuncién de las células pueden ser susceptibles al tratamiento
mediante la administraciéon de células madre embrionarias humanas o células derivadas de células madre embrionarias
humanas. La capacidad de las células madre embrionarias pluripotentes para diferenciarse y dar lugar a una pluralidad
de células maduras especializadas revela la aplicacion potencial de estas células como un medio para sustituir,
restaurar o complementar las células dafiadas o enfermas, tejidos y 6rganos. Sin embargo, consideraciones cientificas y
éticas han frenado el progreso de la investigacion que usa células madre embrionarias recuperadas de embriones
abortados o embriones formados usando técnicas de fertilizacion in vitro.

Las células madre adultas estan presentes sélo en frecuencias bajas y exhiben potencial de diferenciacion restringido y
un crecimiento pobre. Un problema adicional asociado con el uso de células madres adultas es que estas células no son
inmunolégicamente privilegiadas, o pueden perder su privilegio inmunolégico después del trasplante, en donde el
término "inmunolégicamente privilegiada" se usa para denotar un estado donde el sistema inmunitario del receptor no
reconoce las células como extranas. Asi, solo los trasplantes autélogos son posibles en la mayoria de los casos cuando
se usan células madre adultas. La mayoria de las formas de terapia de célula madre actualmente previstas son
procedimientos médicos personalizados practicamente y por lo tanto, factores econdmicos asociados con tales
procedimientos limitan su potencial de amplio alcance.

La restauracion de la expresion de al menos algunos genes embrionarios especificos medidos se ha observado en
células somaticas a continuacion de la fusién con células madre embrionarias. Sin embargo, las células resultantes son
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hibridas, frecuentemente con un genotipo tetraploide, y por lo tanto no son adecuadas como células normales o
histocompatibles para propdsitos de trasplante.

El uso de la transferencia nuclear de la célula somatica ha demostrado reprogramar adecuadamente el contenido
nuclear de la célula somatica para adoptar la pluripotencia, sin embargo, plantea un conjunto de preocupaciones
ademas de la posicion moral. Las tensiones colocadas tanto en el évulo como el nucleo introducido son enormes, lo que
conduce a una alta pérdida en las células resultantes. Ademas, el procedimiento se tiene que realizar manualmente bajo
un microscopio, y por lo tanto, la transferencia nuclear de la célula somatica es muy intensiva en recursos.
Adicionalmente, no toda la informacién genética de las células donadoras se transfiere, se quedan atras como la
mitocondria de la célula donadora que contienen su propio ADN mitocondrial. Las células hibridas resultantes conservan
esas estructuras mitocondriales que originalmente pertenecieron al huevo. Como consecuencia, los clones no son
copias perfectas del donador del nicleo.

Una etapa importante para las células pluripotentes derivadas del paciente se logré por Takahashi y otros en 2006. Se
demostré que la sobreexpresién de factores de transcripcién definidos (TFs) que son conocidos para regular y mantener
la pluripotencia de células madre (Takahasi y otros, 2006, Cell 126, 663-676; Schulz & Hoffmann, 2007, Epigenetics 2,
37-42) pueden inducir un estado pluripotente de fibroblastos somaticos murinos, denominado células madre
pluripotentes inducidas (iPS). En este estudio los autores identificaron OCT3/4, SOX2, KLF4 y c-MYC que se requieren
para la generacion de la célula iPS (Takahasi y otros, 2006). En un estudio posterior los autores demostraron que los
mismos TFs son capaces de reprogramar fibroblastos humanos adultos (Takahasi y otros, 2007, Cell 131, 861-872),
mientras que otros atribuyen esta actividad a un céctel TF modificado compuesto de OCT3/4, SOX2, NANOG y LIN28
respecto fibroblastos humanos (Yu y otros, 2007, Science 318, 1917) o murino (Wernig y otros, 2007, Nature 448, 318-
324). Para los estudios iniciales, asi como la mayoria de los estudios posteriores los TFs de reprogramaciéon se
sobreexpresaron usando vectores retrovirales o lentivirales. Debido al silenciamiento de los promotores virales estos
estudios reproduciblemente muestran que la expresion de TFs exdgenos se suspende durante el proceso de
reprogramacion (revisado por Hotta & Ellis, 2008, J. Cell Biochem. 105, 940-948). En consecuencia, el estado
pluripotente se mantiene por los factores de transcripcion enddégenos activados. Ademas, el silenciamiento de TFs
expresados viralmente es requisito previo para la posterior re-diferenciacién de las células iPS a precursores especificos
a tejido (Yu y otros, 2007). Una desventaja importante de la entrega viral es la reactivacion estocastica de los retrovirus
integrados que codifican oncogenes potentes, que en el caso de c-MYC conduce a la induccion de tumores en ratones
quiméricos (Okita y otros, 2007, Nature 448, 313-317). Mientras tanto se ha demostrado que la generacion de células
iPS es posible en ausencia de MYC (Nakagawa y otros, 2008, Nat. Biotechnol., 26(1), 101 - 106). En general, sé6lo
OCT4 y SOX2 se reportaron ser esencial para la reprogramacion, los oncogenes como MYC y KLF4 parecen actuar
como potenciadores (McDevitt & Palecek, 2008, Curr. Opin. Biotechnol. 19, 527-33). En consecuencia se demostr6 que
otros productos génicos transformantes como antigeno SV40 Large-T o hTERT puede mejorar la eficacia de la
generacién de iPS (Mali y otros, 2008, Stem Cells 26, 1998-2005). Como la reprogramacién epigenética implica
remodelacion de cromatina la adicién de la inhibidores de histona deacetilasa (HDAC) (como &cido valproico) o
inhibidores ADN metiltransferasa (como 5'-azaC) mejoran en gran medida la eficiencia de la reprogramacion (Huangfu y
otros, 2008, Nat. Biotechnol. 26, 795-797) y reducen la necesidad de TFs para OCT4 y SOX2 (Huangfu y otros, 2008,
Nat. Biotechnol. 26, 1269-1275).

Otra estrategia para reducir el riesgo asociado con la integracion retroviral en el genoma huésped es el uso de vectores
adenovirales no-integradores, que median una expresion transgénica transitoria suficiente para la reprogramacion
(Stadtfeld y otros, 2008, 322, 945-949). La integracién del transgén se evita ademas por el uso de plasmidos de
expresion eucariota convencional que conduce a la expresion génica transitoria. Hasta ahora, con esta estrategia los
MEFs han sido reprogramados con éxito a células iPS (Okita y otros, 2008, Science 322, 949-53). La integracion
gendmica no se detectd en este estudio, sin embargo, no se puede completamente excluir la integracion genémica
estable en una pequeiia fraccion de las células de ADN de plasmido transfectado.

Los fibroblastos humanos adultos se derivan facilmente de donadores sanos o - en futuras aplicaciones clinicas - de
pacientes sin intervencion quirirgica riesgosa. Sin embargo, un estudio reciente ha demostrado que los queratinocitos
humanos son mas facilmente y mas eficientemente reprogramados a células iPS, y que por ejemplo, los queratinocitos
derivados de foliculo piloso podrian ser la mejor fuente de eleccion para las células iPS derivadas de los pacientes
(Aasen y otros, 2008, Nat. Biotechnol. 26(11) ,1276-84).

Sigue siendo una necesidad de las tecnologias mejoradas para reprogramar las células somaticas diferenciadas
producir en gran numero y con buena calidad células reprogramadas adecuadas para la investigacién, pruebas de
control de calidad, y para el uso en terapia celular.

La presente invencion proporciona tecnologias para producir células reprogramadas evitando el uso de ADN. Estas
tecnologias usan células que se obtienen facilmente y econdmicamente en cantidades ilimitadas y proporcionan células
reprogramadas Utiles en la terapia celular. El enfoque de acuerdo con la presente invencion carece completamente el
riesgo de integracién gendémica y abre la posibilidad de reprogramacién sin modificacion del genoma del huésped.
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Breve descripcion de la invencién

La presente invencion explota el hecho de que, cuando se proporciona con factores adecuados, un destino de las
células terminalmente diferenciadas se puede redirigir a la pluripotencialidad. Especificamente, la presente invencion
proporciona la tecnologia para reprogramar una célula somatica diferenciada de animal a una célula que tiene
propiedades de célula madre. Este método permite la desdiferenciacion de un tipo de células somaticas en células tipo
madre pluripotentes que usan un sistema definido in vitro. EI método de la invencién en una modalidad proporciona tipos
de célula autdloga (isogénica) para el trasplante celular en el mismo individuo que doné la muestra inicial de célula
somatica.

De acuerdo con la presente invencion, uno o mas células somaticas se proporcionan con ARN capaz de expresar uno o
mas factores que inducen la reprogramacion de células somaticas a células que tienen caracteristicas de célula madre.
La expresion de ARN capaz de expresar estos factores confiere caracteristicas de una célula indiferenciada a una célula
somatica y facilita la reprogramacion de la célula somatica.

La introduccién de los factores en forma de ARN tiene la ventaja, en relacion con el uso de constructos de ADN, que,
para la expresién, el ARN solo tiene que entrar en el citoplasma de las células, no en el nucleo de la célula. Por lo tanto
la transferencia de ARN no es dependiente de la actividad de divisién de las células que se transfectan. Ademas, las
velocidades de transfeccion alcanzables con ARN son relativamente altas, para muchos tipos de células aun >90%, y
por lo tanto, no existe necesidad de seleccion. Las cantidades de proteina lograda corresponden a las de expresion
fisiologica.

Ademas, de acuerdo con la invencidn, es posible controlar la cantidad de ARN que se introduce en una célula, asi
como el nivel de estabilidad y traduccion del ARN en la célula. Por lo tanto la cantidad y el tiempo de expresion de
ciertos factores expresados por el ARN en la célula se pueden ajustar segun sea necesario. De esta manera es posible
simular los efectos de diferentes niveles de expresién en una célula e introducir ARN en una célula en cantidades
suficientes para inducir la reprogramacioén y la desdiferenciacion de células somaticas para producir células que tienen
caracteristicas de célula madre, preferentemente en cantidades suficientes para permitir el desarrollo de células
somaticas en células pluripotentes.

Lo mas importante, el ARN transfectado no resulta en integracion significativa en el genoma huésped. En contraste, la
transfeccién de ADN para uso médico se considera como terapia génica. La transferencia de ADN se asocia con un
riesgo significativo de mutaciones en el genoma huésped con el aumento del riesgo de transformacién maligna. Asi, la
transferencia de ARN tiene un perfil de seguridad mucho mejor y no se considera como terapia génica. Ademas, el ARN
transfectado se degrada en la célula huésped en los siguientes dias. Esto significa que una célula madre inducida por
transfeccién de ARN es genéticamente idéntica a una célula madre natural autéloga. Asi, los tipos de células y tejidos
obtenidos a partir de tales células madre son genéticamente no distinguibles de sus contrapartes naturales autélogas.
En contraste, una célula madre inducida por transfeccion de ADN porta genes foraneos adicionales. Todos los tejidos
que se derivan de una célula madre recombinante de ese tipo portan los mismos marcadores genéticos y, asi, exhiben
un aumento del riesgo de transformacion maligna.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un método para producir células que tienen caracteristicas de célula
madre que comprende las etapas de (i) proporcionar una poblacion de células que comprende células somaticas, (i)
introducir ARN en al menos una porcién de dichas células somaticas dicho ARN cuando se introduce en una célula
somatica es capaz de inducir el desarrollo de caracteristicas de célula madre, y (iii) permitir el desarrollo de células que
tienen caracteristicas de célula madre. En una modalidad, el ARN se obtiene por transcripcion in vitro .

Preferentemente, la etapa (iii) comprende cultivar las células somaticas bajo condiciones de cultivo de célula madre
embrionaria, preferentemente condiciones adecuadas para mantener las células madre pluripotentes en un estado
indiferenciado.

De acuerdo con la presente invencion, el ARN se introduce preferentemente en dicha al menos una porcién de células
somaticas por electroporacion.

En una modalidad del método de la invencién, las caracteristicas de la célula madre comprenden una morfologia de la
célula madre embrionaria, en donde dicha morfologia de la célula madre embrionaria preferentemente comprende el
criterio morfologico seleccionado del grupo que consiste de colonias compactas, alta relacion de nucleo a citoplasma y
nucleolos prominentes. En ciertas modalidades, las células que tienen caracteristicas de célula madre tienen cariotipos
normales, expresan actividad telomerasa, expresan marcadores de superficie celular que son caracteristicos de las
células madre embrionarias y/o expresan genes que son caracteristicos de las células madre embrionarias. Los
marcadores de superficie celular que son caracteristicos de las células madre embrionarias se pueden seleccionar del
grupo que consiste de antigeno 3 embrionario de etapa especifica (SSEA-3), SSEA-4, antigeno-1-60 relacionado con el
tumor (TRA-1-60), TRA-1-81, y TRA-2-49/6E y los genes que son caracteristicos de las células madre embrionarias se
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pueden seleccionar del grupo que consiste de OCT4 enddgeno, NANOG enddgeno, factor 3 de diferenciacion y
crecimiento (GDF3), 1 de expresion reducida (REX1), factor 4 de crecimiento de fibroblastos (FGF4), gen 1 especifico
de la célula embrionaria (ESOI), 2 asociado a pluripotencia del desarrollo de (DPPA2), DPPA4, y telomerasa
transcriptasa inversa (TERT).

Preferentemente, las células que tienen caracteristicas de célula madre son desdiferenciadas y/o las células somaticas
reprogramadas. Preferentemente, las células que tienen caracteristicas de célula madre exhiben las caracteristicas
esenciales de las células madre embrionarias tales como un estado pluripotente. Preferentemente, las células que
tienen caracteristicas de célula madre tienen el potencial de desarrollo para diferenciarse en derivadas avanzadas de
las tres capas germinales primarias. En una modalidad, la capa germinal primaria es endodermo y la derivada avanzada
es tejido epitelial tipo intestino. En una modalidad adicional, la capa germinal primaria es mesodermo y la derivada
avanzada es musculo estriado y/o cartilago. En aun una modalidad adicional, la capa germinal primaria es ectodermo y
la derivada avanzada es tejido neural y/o tejido epidérmico. En una modalidad preferida, las células que tienen
caracteristicas de célula madre tienen el potencial de desarrollo para diferenciarse en células neuronales y/o células
cardiacas.

En una modalidad preferida, las células somaticas son fibroblastos tales como fibroblastos fetales o fibroblastos
postnatales o queratinocitos, preferentemente queratinocitos derivados de foliculo piloso. En modalidades adicionales,
los fibroblastos son fibroblastos de pulmén, fibroblastos de prepucio o fibroblastos dérmicos. En modalidades
particulares, los fibroblastos son fibroblastos que se depositaron en la Coleccién Americana de Cultivo Tipo (ATCC) bajo
el Num. de Catalogo CCL-186 o que se depositaron en la Colecciéon Americana de Cultivo Tipo (ATCC) bajo el Nim. de
Catalogo CRL-2097. En una modalidad, los fibroblastos son fibroblastos dérmicos adultos humanos. Preferentemente,
las células somaticas son células humanas. De acuerdo con la presente invencion, las células somaticas se pueden
modificar genéticamente.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un método para producir células que tienen caracteristicas de
célula madre que comprende las etapas de (i) proporcionar una poblacion de células que comprende células somaticas,
(ii) introducir ARN capaz de expresar OCT4 y ARN capaz de expresar SOX2 en al menos una porcion de dichas células
somaticas y (iii) permitir el desarrollo de células que tienen caracteristicas de célula madre. En una modalidad, el
método comprende ademads introducir ARN capaz de expresar NANOG y/o ARN capaz de expresar LIN28 vy,
alternativamente o adicionalmente, comprende ademas introducir ARN capaz de expresar KLF4 y/o ARN capaz de
expresar c-MYC.

En una modalidad, la etapa (ii) comprende introducir ARN capaz de expresar OCT4, ARN capaz de expresar SOX2,
ARN capaz de expresar NANOG y ARN capaz de expresar LIN28 en al menos una porcion de dichas células somaticas.

En otra modalidad, la etapa (ii) comprende introducir ARN capaz de expresar OCT4, ARN capaz de expresar SOX2,
ARN capaz de expresar KLF4 y ARN capaz de expresar c-MYC en al menos una porcion de dichas células somaticas.

Preferentemente, la etapa (iii) comprende cultivar células somaticas bajo condiciones de cultivo de célula madre
embrionaria, preferentemente condiciones adecuadas para mantener las células madre pluripotentes en un estado
indiferenciado.

De acuerdo con la presente invencion, el ARN se introduce preferentemente en dicha al menos una porcién de células
somaticas por electroporacion.

En una modalidad del método de la invencion, las caracteristicas de la célula madre comprenden una morfologia de la
célula madre embrionaria, en donde dicha morfologia de la célula madre embrionaria preferentemente comprende el
criterio morfoldgico seleccionado del grupo que consiste de colonias compactas, alta relacion de nucleo a citoplasma y
nucleolos prominentes. En ciertas modalidades, las células que tienen caracteristicas de célula madre tienen cariotipos
normales, expresan actividad telomerasa, expresan marcadores de superficie celular que son caracteristicos de las
células madre embrionarias y/o expresan genes que son caracteristicos de las células madre embrionarias. Los
marcadores de superficie celular que son caracteristicos de las células madre embrionarias se pueden seleccionar del
grupo que consiste de antigeno-3 embrionario de etapa especifica (SSEA-3), SSEA-4, antigeno-1-60 relacionado con el
tumor (TRA-1-60), TRA-1-81, y TRA-2-49/6E y los genes que son caracteristicos de las células madre embrionarias se
pueden seleccionar del grupo que consiste de OCT4 enddgeno, NANOG enddgeno, factor 3 de diferenciacion y
crecimiento (GDF3), 1 de expresién reducida (REX1), factor 4 de crecimiento de fibroblastos (FGF4), gen 1 especifico
de la célula embrionaria (ESG1), 2 asociado a pluripotencia del desarrollo (DPPA2), DPPA4, y telomerasa transcriptasa
inversa (TERT).

Preferentemente, las células que tienen caracteristicas de célula madre son desdiferenciadas y/o las células somaticas
reprogramadas. Preferentemente, las células que tienen caracteristicas de célula madre exhiben las caracteristicas
esenciales de las células madre embrionarias tales como un estado pluripotente. Preferentemente, las células que
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tienen caracteristicas de célula madre tiene el potencial de desarrollo para diferenciarse en derivadas avanzadas de las
tres capas germinales primarias. En una modalidad, la capa germinal primaria es endodermo y la derivada avanzada es
tejido epitelial tipo intestino. En una modalidad adicional, la capa germinal primaria es mesodermo y la derivada
avanzada es musculo estriado y/o cartilago. En aun una modalidad adicional, la capa germinal primaria es ectodermo y
la derivada avanzada es tejido neural y/o tejido epidérmico. En una modalidad preferida, las células que tienen
caracteristicas de célula madre tienen el potencial de desarrollo para diferenciarse en células neuronales y/o células
cardiacas.

En una modalidad preferida, las células somaticas son fibroblastos tales como fibroblastos fetales o fibroblastos
postnatales o queratinocitos, preferentemente queratinocitos derivados de foliculo piloso. En modalidades adicionales,
los fibroblastos son fibroblastos de pulmén, fibroblastos de prepucio o fibroblastos dérmicos. En modalidades
particulares, los fibroblastos son fibroblastos que se depositaron en la Coleccién Americana de Cultivo Tipo (ATCC) bajo
el Num. de Catalogo CCL-186 o que se depositaron en la Colecciéon Americana de Cultivo Tipo (ATCC) bajo el Nim. de
Catalogo CRL-2097. En una modalidad, los fibroblastos son fibroblastos dérmicos adultos humanos. Preferentemente,
las células somaticas son células humanas. De acuerdo con la presente invencion, las células somaticas se pueden
modificar genéticamente.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un método para reprogramar una célula somatica
diferenciada de animal a una célula que tiene propiedades de célula madre, que comprende la etapa de introducir ARN
capaz de expresar uno o mas factores que permiten la reprogramacion de dicha célula somatica a una célula que tiene
caracteristicas de célula madre en dicha célula somatica.

En una modalidad, el ARN se obtiene por transcripcion in vitro. En diferentes modalidades, uno o méas de dichos
factores capaces de ser expresados por el ARN comprenden un conjunto de factores seleccionados del grupo que
consiste de (i) OCT4 y SOX2, (ii) OCT4, SOX2, y uno o ambos NANOG y LIN28, (iii) OCT4, SOX2 y uno o ambos KLF4
y c-MYC. En una modalidad, uno o mas de dichos factores capaces de ser expresados por el ARN comprenden OCT4,
SOX2, NANOG y LIN28 u OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC. Preferentemente, el ARN se introduce en dicha célula somatica
diferenciada de animal mediante electroporaciéon o microinyeccion. Preferentemente, el método comprende ademas
permitir el desarrollo de células que tienen caracteristicas de célula madre, por ejemplo, mediante el cultivo de la célula
somatica bajo condiciones de cultivo de células madre embrionaria, preferentemente condiciones adecuadas para
mantener las células madre pluripotentes en un estado indiferenciado.

En una modalidad del método de la invencion, las caracteristicas de la célula madre comprende una morfologia de
célula madre embrionaria, en donde dicha morfologia de la célula madre embrionaria comprende preferentemente el
criterio morfoldgico seleccionado del grupo que consiste de colonias compactas, alta relacion de nucleo a citoplasma y
nucleolos prominentes. En ciertas modalidades, la célula que tiene caracteristicas de célula madre tiene un cariotipo
normal, expresa actividad telomerasa, expresa marcadores de superficie celular que son caracteristicos de las células
madre embrionarias y/o expresa genes que son caracteristicos de las células madre embrionarias. Los marcadores de
superficie celular que son caracteristicos de las células madre embrionarias se pueden seleccionar del grupo que
consiste de antigeno-3 embrionario de etapa especifica (SSEA-3), SSEA-4, antigeno-1-60 relacionado con el tumor
(TRA-1-60), TRA-1-81, y TRA-2-49/6E y los genes que son caracteristicos de las células madre embrionarias se pueden
seleccionar del grupo que consiste de OCT4 enddgeno, NANOG enddgeno, factor 3 de diferenciacién y crecimiento
(GDF3), 1 de expresién reducida (REX1), factor 4 de crecimiento de fibroblastos (FGF4), gen 1 especifico de la célula
embrionaria (ESG1), 2 asociado a pluripotencia del desarrollo de (DPPA2), DPPA4, y telomerasa transcriptasa inversa
(TERT).

Preferentemente, la célula que tiene caracteristicas de célula madre es una célula somatica desdiferenciada y/o
reprogramada. Preferentemente, la célula que tiene caracteristicas de célula madre exhibe las caracteristicas esenciales
de las células madre embrionarias tales como un estado pluripotente. Preferentemente, la célula que tiene
caracteristicas de célula madre tiene el potencial de desarrollo para diferenciarse en derivadas avanzadas de las tres
capas germinales primarias. En una modalidad, la capa germinal primaria es endodermo y la derivada avanzada es el
tejido epitelial tipo intestino. En una modalidad adicional, la capa germinal primaria es mesodermo y la derivada
avanzada es musculo estriado y/o cartilago. En aun una modalidad adicional, la capa germinal primaria es ectodermo y
la derivada avanzada es tejido neural y/o tejido epidérmico. En una modalidad preferida, la célula que tiene
caracteristicas de célula madre tiene el potencial de desarrollo para diferenciarse en células neuronales y/o células
cardiacas.

En una modalidad preferida, la célula somatica es un fibroblasto tales como fibroblasto fetal o fibroblasto postnatal o un
queratinocito, preferentemente queratinocito derivado de foliculo piloso. En modalidades adicionales, el fibroblasto es un
fibroblasto de pulmoén, fibroblasto de prepucio o fibroblasto dérmico. En modalidades particulares, el fibroblasto es un
fibroblasto que se deposité en la Coleccién Americana de Cultivo Tipo (ATCC) bajo el Num. de Catalogo CCL-186 o que
se deposit6 en la Coleccion Americana de Cultivo Tipo (ATCC) bajo el Nim. de Catalogo CRL-2097. En una modalidad,
el fibroblasto es un fibroblasto dérmico humano adulto. Preferentemente, la célula somatica diferenciada de animal es
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una célula humana. De acuerdo con la presente invencion, la célula somatica diferenciada de animal se puede
modificar genéticamente

Las modalidades particulares de los métodos de la presente invencién comprenden ademas la etapa de criopreservar
las células que tienen caracteristicas de célula madre.

En otros aspectos, la presente descripcion se refiere a células que tienen las caracteristicas de célula madre preparada
por los métodos de la presente invencion y una composicién de células que tiene caracteristicas de célula madre
preparada por los métodos de la presente invencion. En una modalidad preferida, la composicién es una composicién
farmacéutica.

En aspectos adicionales, la presente descripcién se refiere al uso de las células o la composicion de la presente
invencion en la medicina, particularmente en la medicina de trasplantes, para producir un modelo de enfermedad o para
el desarrollo del farmaco.

En un aspecto adicional, la presente descripcidn se refiere a un método para obtener tipos de células diferenciadas que
comprende la etapa de cultivar las células que tienen caracteristicas de célula madre de la presente invencion o la
composicion de células que tienen caracteristicas de célula madre de la presente invencion bajo condiciones que
inducen o dirigen la diferenciaciéon parcial o completa a un tipo de célula particular. Las condiciones que inducen o
dirigen la diferenciacion parcial o completa a un tipo de célula particular comprenden la presencia de al menos un factor
de diferenciacion. Preferentemente, el tipo de célula somatica de las células diferenciadas obtenidas de acuerdo con la
presente invencién es diferente del tipo de célula somatica de las células somaticas usadas para la desdiferenciacién.
Preferentemente, las células desdiferenciadas se derivan de células fibroblasticas y dichos tipos de células
diferenciadas son diferentes de las células fibroblasticas. En otra modalidad, las células desdiferenciadas se derivan de
los queratinocitos y dichos tipos de células re-diferenciadas son diferentes de los queratinocitos.

En un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a un ensayo para identificar uno o mas factores utiles para la
reprogramacion de una célula somatica diferenciada de animal a una célula que tiene caracteristicas de célula madre
que comprende las etapas de introducir ARN capaz de expresar uno o mas factores en dicha célula somatica y
determinar si dicha célula somatica se ha convertido en una célula que tiene caracteristicas de célula madre.
Preferentemente, el método comprende ademas la etapa de permitir el desarrollo de células que tienen caracteristicas
de célula madre, por ejemplo, mediante el cultivo de la célula somatica diferenciada de animal bajo condiciones de
cultivo de célula madre embrionaria, preferentemente condiciones adecuadas para mantener las células madre
pluripotentes en un estado indiferenciado. Preferentemente, el ARN se introduce en dicha célula somatica diferenciada
de animal mediante electroporacion o microinyeccion.

La etapa de determinar si dicha célula somatica se ha convertido en una célula que tiene caracteristicas de célula madre
comprende comparar la expresion génica de la célula obtenida por el método de la presente invencion con la expresién
génica encontrada en las células madre embrionarias, preferentemente del mismo tipo de célula, para determinar si uno
0 mas de dichos factores juegan un papel en la reprogramacion celular.

En una modalidad, la etapa de introducir el ARN capaz de expresar uno o mas factores en dicha célula somatica
comprende introducir ARN capaz de expresar factores conocidos que se implican en la reprogramacion de una célula
somatica diferenciada de animal a una célula que tiene caracteristicas de célula madre. En una modalidad, dichos
factores conocidos que se involucran en la reprogramacion de una célula somatica diferenciada de animal a una célula
que tiene caracteristicas de célula madre incluyen al menos un factor seleccionado del grupo que consiste de OCT4,
SOX2, NANOG, LIN28, KLF4 y c-MYC. En una modalidad, dichos factores conocidos que se involucran en la
reprogramacion de una célula somatica diferenciada de animal a una célula que tiene caracteristicas de célula madre
incluyen una combinacién de OCT4 y SOX2, una combinaciéon de OCT4, SOX2, NANOG y/o LIN28 y una combinacién
de OCT4, SOX2, KLF4 y/o c-MYC.

Varias modalidades de la célula somatica, la célula que tiene caracteristicas de célula madre y las condiciones de cultivo
para permitir el desarrollo de células que tienen caracteristicas de célula madre son como se describen anteriormente
para los métodos de acuerdo con otros aspectos de la presente invencién.

En un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a un estuche para producir células que tienen caracteristicas
de célula madre que comprende ARN capaz de expresar uno o mas factores conocidos que se involucran en la
reprogramacion de una célula somatica diferenciada de animal a una célula que tiene caracteristicas de célula madre.
Preferentemente, dicho estuche comprende ARN capaz de expresar OCT4 y ARN capaz de expresar SOX2 y
preferentemente comprende ademas (i) ARN capaz de expresar NANOG y/o ARN capaz de expresar Lin28 y/o (ii) ARN
capaz de expresar y KLF4 y/o ARN capaz de expresar c-MYC. El estuche puede comprender ademas un medio de
cultivo de célula madre embrionaria.
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En aun un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende ARN
que cuando se introduce en una célula somatica es capaz de inducir el desarrollo de caracteristicas de célula madre en
dicha célula. Modalidades particulares de ARN, la célula somatica y la célula que tiene caracteristicas de célula madre
son como se describen en la presente para otros aspectos de la invencién.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona la tecnologia para cambiar un tipo de células somaticas altamente especializadas,
por ejemplo, fibroblastos o queratinocitos, en otro tipo, por ejemplo, células neuronales, a través de una célula
pluripotente intermedia.

Especificamente, proporcionando una célula somatica diferenciada con factores presentes en tipos de células
pluripotentes, preferentemente células madre, con mayor preferencia células madre embrionarias, la invencién restaura
la memoria epigenética de la célula a un estado similar al de las células madre pluripotentes. Con la presente invencion,
los embriones no tienen que ser usados, creados o destruidos para generar células que tienen caracteristicas de célula
madre, particularmente, la pluripotencia, eliminando asi las preocupaciones éticas. Ademas, la presente invencién no
requiere el uso de vectores que se integran en el genoma, tales como vectores virales que introducen potencialmente
mutaciones en el sitio de insercién.

Las células somaticas usadas de acuerdo con la presente invencién tienen una ventaja importante sobre los ovocitos
como un medio para inducir la reprogramacion en las que se pueden faciimente expandir in vitro en numero.
Adicionalmente, la presente invencion permite el uso de células somaticas especificas del paciente y asi elimina gran
parte de las preocupaciones del rechazo inmune y problemas asociados con la inmunosupresion del paciente. Usando
las células generadas de acuerdo con la presente invencion para el trasplante celular autélogo es poco probable inducir
efectos secundarios adversos y/o resistencia. Si es necesario, es factible el trasplante celular repetido. Sin embargo,
desde entonces la presente invencién significativamente reducira la necesidad de inmunosupresién del paciente que
reduce el rechazo hiperagudo y agudo ademas se aliviara la necesidad de procedimientos de trasplante repetidos,
reduciendo el costo del tratamiento de la enfermedad.

Términos tales como "célula que tiene caracteristicas de célula madre", "célula que tiene propiedades de célula madre"
0 "célula tipo madre" se usan en la presente descripcién para designar a las células que, aunque se derivan de las
células no madre somaticas diferenciadas, exhiben una o mas caracteristicas tipicas de las células madre,
particularmente las células madre embrionarias. Tales caracteristicas incluyen una morfologia de célula madre
embrionaria tales como colonias compactas, alta relacion nicleo a citoplasma y nucleolos prominentes, cariotipos
normales, expresion de actividad telomerasa, expresion de marcadores de superficie celular que son caracteristicos de
las células madre embrionarias, y/o expresiéon de genes que son caracteristicos de las células madre embrionarias. Los
marcadores de superficie celular que son caracteristicos de las células madre embrionarias son, por ejemplo,
seleccionados del grupo que consiste de antigeno-3 embrionario de etapa especifica (SSEA-3), SSEA-4, antigeno-1-60
relacionado con el tumor (TRA-1-60), TRA-1-81, y TRA-2-49/6E. Los genes que son caracteristicos de las células madre
embrionarias se seleccionan, por ejemplo, del grupo que consiste de OCT4 enddgeno, NANOG enddgeno, factor 3 de
diferenciacion y crecimiento (GDF3), 1 de expresién reducida (REX1), factor 4 de crecimiento de fibroblastos (FGF4),
gen 1 especifico de célula embrionaria (ESG1), 2 asociado a pluripotencia del desarrollo (DPPA2), DPPA4, y
telomerasa transcriptasa inversa (TERT). En una modalidad, una o mas caracteristicas tipicas de células madre
incluyen pluripotencia.

Una "célula madre" es una célula con la capacidad de autorrenovarse, permanecer indiferenciada, y volverse
diferenciada. Una célula madre puede dividirse sin limite, durante al menos el tiempo de vida del animal en el que reside
de forma natural. Una célula madre no es terminalmente diferenciada; no estd en la etapa final de una via de
diferenciacion. Cuando una célula madre se divide, cada célula hija pueden o bien seguir siendo una célula madre o
embarcarse en un curso que conduce hacia la diferenciacién terminal.

Las células madre totipotentes son células que tienen propiedades de diferenciacion totipotenciales y que tienen la
capacidad de transformarse en un organismo completo. Esta propiedad se posee por las células hasta el estadio celular
8 después de la fecundacion del ovocito por el espermatozoide. Cuando estas células se aislan y se trasplantan en el
Utero, pueden transformarse en un organismo completo.

Las células madre pluripotentes son células capaces de transformarse en varias células y tejidos derivados de las capas
ectodérmica, mesodérmica y endodérmico. Las células madre pluripotentes que se derivan de la masa celular interna
situada dentro de los blastocistos, generadas 4-5 dias después de la fertilizacién se denominan "células madre
embrionarias" y pueden diferenciarse en otras varias células de tejidos, pero no pueden formar nuevos organismos
vivos.
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Las células madre multipotentes son células madre que se diferencian normalmente sélo en tipos celulares especificos
a su tejido y érgano de origen. Las células madre multipotentes se implican no sélo en el crecimiento y desarrollo de
varios tejidos y érganos durante los periodos fetal, neonatal y adulto, sino ademas en el mantenimiento de la
homeostasis de los tejidos adultos y la funcién de inducir la regeneracion tras el dafo tisular. Las células multipotentes
especificas a tejido se denominan colectivamente "células madre adultas".

Una "célula madre embrionaria” es una célula madre que esta presente en o aislada a partir de un embrién. Puede ser
pluripotentes, que tienen la capacidad de diferenciarse en todos y cada célula presente en el organismo, o
multipotentes, con la capacidad de diferenciarse en mas de un tipo de célula.

Como se usa en la presente, "embrion” se refiere a un animal en las primeras etapas de su desarrollo. Estas etapas se
caracterizan por la implantacion y la gastrulacion, donde las tres capas germinales se definen y establecen y por la
diferenciacion de las capas germinales en los 6rganos respectivos y sistemas de 6rganos. Las tres capas germinales
son el endodermo, ectodermo y mesodermo.

Un "blastocisto" es un embridn en una etapa temprana de desarrollo en el que el 6vulo fertilizado se ha sometido a la
escision, y una capa esférica de células que rodean una cavidad llena de fluido se esta formando, o se ha formado. Esta
capa esférica de células es la trofectodermo. Dentro del trofectodermo esté un agregado de células llamado la masa
celular interna (ICM). El trofectodermo es el precursor de la placenta, y el ICM es el precursor del embriéon.

Una célula madre adulta, ademas denominada una célula madre somatica, es una célula madre que se encuentra en un
adulto. Una célula madre adulta se encuentra en un tejido diferenciado, puede renovarse, y puede diferenciarse, con
algunas limitaciones, para producir tipos de células especializadas de su tejido de origen. Los ejemplos incluyen células
madre mesenquimales, células madre hematopoyéticas y células de madre neurales.

Una "célula diferenciada" es una célula madura que ha sufrido cambios en el desarrollo progresivo a una forma o
funcion mas especializada. La diferenciacion celular es el proceso que una célula sufre a medida que madura a un tipo
de célula especializada abiertamente. Las células diferenciadas tienen caracteristicas distintas, realizan funciones
especificas, y son menos propensas a dividir que sus contrapartes menos diferenciadas.

Una célula "indiferenciada", por ejemplo, una célula inmadura, embrionaria, o primitiva, tipicamente tiene un aspecto no
especifico, puede realizar actividades multiples, no especificas, y puede funcionar deficientemente, si las funciones, en
modo alguno, tipicamente se realizan por células diferenciadas.

El término "autdélogo” se usa para describir cualquier cosa que se deriva de los propios tejidos, células, o ADN de un
organismo Por ejemplo, "trasplante autélogo” se refiere a un trasplante de tejidos u 6rganos derivados del mismo
organismo. Estos procedimientos son ventajosos porque superar la barrera inmunolégica que de cualquier otra forma
resulta en rechazo.

El término "heter6logo" se usa para describir algo consistente de multiple elementos diferentes. Como un ejemplo, la
transferencia de la médula 6sea de un individuo en un individuo diferente constituye un transplante heterélogo. Un gen
heter6logo es un gen derivado de una fuente distinta del organismo.

"Célula somatica" se refiere a cualquiera y todas las células diferenciadas y no incluye las células madre, células
germinales o gametos. Preferentemente, "célula somatica" como se usa en la presente descripcion se refiere a una
célula terminalmente diferenciada.

Como se usa en la presente descripcion, "comprometido” se refiere a las células que se consideran estar
comprometidas permanentemente con una funcion especifica. Las células comprometidas ademas se les conoce como
"células terminalmente diferenciadas”.

Como se usa en la presente descripcion, "diferenciacion” se refiere a la adaptacion de células a una forma o funcion
particular. En las células, la diferenciacion conduce a una célula méas comprometida.

Como se usa en la presente descripcion, "desdiferenciacién" se refiere a la pérdida de especializacion en forma o
funcion. En las células, la desdiferenciacion conduce a una célula menos comprometida.

Como se usa en la presente descripcién "reprogramacién” se refiere a reiniciar el programa genético de una célula. Una
célula reprogramada presenta preferentemente pluripotencia.

Los términos "desdiferenciada" y "reprogramada" o términos similares se usan indistintamente en la presente
descripcion para denotar las células derivadas de célula somatica que tienen caracteristicas de célula madre. Sin
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embargo, dichos términos no pretenden limitar el objeto descrito en la presente descripcién por consideraciones
mecanicistas o funcionales.

El término " ARN que induce el desarrollo de las caracteristicas de célula madre" se refiere a ARN que cuando se
introduce en una célula somatica induce a la célula a desdiferenciar.

Como se usa en la presente descripcion, "célula germinal" se refiere a una célula reproductiva tal como un
espermatocito o un ovocito, 0 una célula que se desarrollara en una célula reproductiva.

Como se usa en la presente descripcion, "pluripotentes” se refiere a células que pueden dar lugar a cualquier tipo de
célula, excepto las células de la placenta u otras células de sostén del Gtero.

De acuerdo con la invencién, los métodos estandar se pueden usar para la producciéon de acidos nucleicos, cultivo de
células e introduccién de ARN en las células.

De acuerdo con la invencion, el término "acido nucleico" comprende acido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico
(ARN), combinaciones de estos, y formas modificadas de estos. El término comprende ADN genémico, ADNc, ARNm,
producido de forma recombinante y moléculas sintetizadas quimicamente. De acuerdo con la invencién, un &cido
nucleico puede estar presente como una molécula monocatenaria o de cadena doble y lineal o covalentemente de
forma circular cerrada.

Un é&cido nucleico se puede aislar, de acuerdo con la invencion. El término "acido nucleico aislado” significa, de acuerdo
con la invencion, que el acido nucleico (i) se amplific6 in vitro, por ejemplo, por una reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR), (ii) se produjo de forma recombinante mediante clonacion, (iii) se purificd, por ejemplo, mediante
escision y separacion mediante electroforesis en gel o (iv) se sintetizd, por ejemplo mediante sintesis quimica.

En una modalidad preferida, un acido nucleico clonado esta, de acuerdo con la invencidn, presente en un vector, con el
vector que comprende opcionalmente un promotor que controla la expresion del acido nucleico. El término "vector" se
usa en su significado mas general y comprende cualquier vehiculos intermedios de un acido nucleico que hacen que
sea posible, por ejemplo, insertar el acido nucleico en células procariotas y/o eucariotas y, opcionalmente, integrarlos
en un genoma. Tales vectores se replican preferentemente y/o expresan en la célula. Un vehiculo intermedio se puede
adaptar por ejemplo, para el uso en la electroporacién, en el bombardeo con microproyectiles, en la administracién
liposomal, en la transferencia por medio de agrobacterias o en la inserciéon a través de virus de ADN o ARN. Los
vectores comprenden plasmidos, fagémidos o genomas virales.

El término "gen" se refiere de acuerdo con la invencién a una secuencia de acido nucleico particular, que es
responsable de la produccion de uno o mas productos celulares y/o para la obtencion de uno o mas funciones
intercelulares o intracelulares. Particularmente, el término se refiere a un segmento de ADN que codifica para una
proteina especifica 0 una molécula de ARN funcional o estructural.

Como se usa en la presente descripcion, el término "ARN" significa una molécula que comprende al menos un residuo
de ribonucledtido. Por "ribonucle6tido” se denota un nucleétido con un grupo hidroxilo en la posicion 2' de una porcion
beta-D-ribo-furanosa. El término incluye ARN de cadena doble, ARN monocatenario, ARN aislado tal como ARN
parcialmente purificado, ARN practicamente puro, ARN sintético, ARN producido de forma recombinante, asi como ARN
alterado que difiere del ARN de origen natural por la adicién, delecién, sustitucion y/o alteracién de uno o mas
nucledtidos. Tales alteraciones pueden incluir la adicién de material no nucleétido, tal como el (los) extremo (s) de un
ARN o internamente, por ejemplo en uno o mas nucleétidos de ARN. Los nucleétidos en las moléculas de ARN pueden
ademas comprender nucleétidos no estandar, tales como los nucleétidos de origen no natural o nucleétidos sintetizados
quimicamente o desoxinucleotidos. Estos ARN alterados se pueden conocer como anélogos o analogos de ARN de
origen natural.

De acuerdo con la presente invencion, el término "ARN" incluye y preferentemente se refiere a "ARNm", que significa
"ARN mensajero" y se refiere a un "transcrito" que se puede producir usando el ADN como molde y codifica un péptido o
proteina. EIl ARNm comprende tipicamente una 'region no traducida 5', una proteina o regién codificante del péptido y
una regién no traducida 3'. EIl ARNm tiene una vida media limitada en las células e in vitro. Preferentemente, el ARNm
se produce por transcripcion in vitro usando un molde de ADN.

El término "expresién" se usa de acuerdo con la invencion en su sentido mas general y comprende la produccion de
ARN o de ARN y proteinas/péptidos, por ejemplo, por transcripcion y/o traduccién. Comprende, ademas, la expresion
parcial de acidos nucleicos. Ademas, la expresion puede ser transitoria o estable. Con referencia a ARN, el término
"expresion" se refiere particularmente a la produccion de proteinas/péptidos.

Las secuencias de control de la expresion o secuencias reguladoras, que de acuerdo con la invencion se pueden
10
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enlazar funcionalmente con un acido nucleico, pueden ser homologas o heter6logas con respecto al &cido nucleico. Una
secuencia codificante y una secuencia reguladora se enlazan entre si "funcionalmente” si estan unidas covalentemente,
de manera que la transcripcion o traduccién de la secuencia codificante esta bajo el control o bajo la influencia de la
secuencia reguladora. Si la secuencia codificante debe ser traducida a una proteina funcional, con enlace funcional de
una secuencia reguladora con la secuencia codificante, la induccion de la secuencia reguladora conduce a una
transcripcion de la secuencia codificante, sin causar un cambio de marco de lectura en la secuencia codificante o
incapacidad de la secuencia codificante que se traduce a la proteina o péptido deseado.

El término "secuencia de control de la expresién" o "secuencia reguladora” comprende, de acuerdo con la invencion,
promotores, secuencias de union al ribosoma y otros elementos de control, que controlan la transcripcién del gen o la
traduccién del ARN derivado. En ciertas modalidades de la invencion, se pueden controlar las secuencias de control de
la expresion. La estructura exacta de secuencias reguladoras se pueden variar dependiendo de la especies o
dependiendo del tipo de célula, pero generalmente comprende secuencias 5' no transcrita y 5'-y 3'-no traducidas, que se
implican en la iniciacion de la transcripcién o de traduccion, tales como la caja TATA, la secuencia de caperuza,
secuencia CAAT-y similares. Particularmente, las secuencias reguladoras 5' no transcritas comprenden una regién
promotora que incluye una secuencia promotora para el control transcripcional del gen unido funcionalmente. Las
secuencias reguladoras pueden comprender ademas secuencias potenciadoras 0 secuencias activadoras corriente
arriba.

El término "transcripcion" de acuerdo con la invencion se refiere al proceso por el cual el cdédigo genético en una
secuencia de ADN se transcribe en ARN. El ARN se puede posteriormente traducir a proteina. De acuerdo con la
invencion, el término "transcripcién" comprende " transcripcion in vitro-" (IVT) que se refiere a un proceso en donde el
ARN, particularmente, ARNm, se sintetiza en un sistema in vitro libre de células preferentemente usando extractos
celulares preparados adecuadamente. Preferentemente se usan vectores de clonacién para la produccion de transcritos
que generalmente se designan vectores de transcripcion.

El término "traduccién" de acuerdo con la invencion se refiere al proceso en los ribosomas de una célula mediante el
cual una cadena de ARN mensajero dirige el ensamblaje de una secuencia de aminoacidos para hacer una proteina o
péptido.

En modalidades particulares, el ARN que se va a introducir en una célula de acuerdo con la invencién comprende una
poblacién de diferentes moléculas de ARN, por ejemplo, ARN de célula completa, una genoteca de ARN, o una porcion
de esta, por ejemplo una genoteca de moléculas de ARN expresadas en un tipo de célula particular, tales como células
indiferenciadas, particularmente, células madre tales como células madre embrionarias, o una fraccién de la genoteca
de moléculas de ARN tal como ARN con la expresion enriquecida en células indiferenciadas, particularmente células
madre tales como las células madre embrionarias en relacion con las células diferenciadas.

Asi, de acuerdo con la invencidn, el término "ARN" puede incluir ARN de célula completa o de una fraccion de esta, que
se puede obtener por un proceso que comprende el aislamiento de ARN de las células y/o por medios recombinantes,
particularmente, por transcripcion in vitro.

En una modalidad de los métodos de acuerdo con la invencion, el ARN que se va a introducir en una célula se obtiene
por transcripcién.in vitro de un molde de ADN adecuado. El promotor para controlar la transcripcién puede ser cualquier
promotor de una ARN polimerasa. Los ejemplos particulares de ARN polimerasas son las ARN polimerasas T7, T3 y
SP6. Preferentemente la transcripcién in vitro de acuerdo con la invencion se controla mediante un promotor de T7 o
SP6.

Un molde ADN para la transcripcion in vitro se puede obtener mediante clonacion de un &cido nucleico, particularmente
ADNc, e introduciendo en un vector adecuado para la transcripcion in vitro. EIl ADNc se puede obtener por transcripcion
inversa del ARN. EI ADNc que contiene el molde de vector puede comprender vectores que portan diferentes insertos
de ADNc que a continuacion de la transcripcion resultan en una poblacién de diferentes moléculas de ARN
opcionalmente capaces de expresar diferentes factores o pueden comprender vectores que portan s6lo una especie de
inserto de ADNc que a continuacién de la transcripcién solo resultan en una poblacién de una especie de ARN capaz de
expresar soélo un factor. Asi, es posible producir ARN capaz de expresar solo un Unico factor o producir composiciones
de diferentes ARNs tales como genotecas de ARN y ARN de células completas capaces de expresar mas de un factor,
por ejemplo, una composicion de factores especificos de las células madre embrionarias. La presente invencion prevé la
introduccion de todos tales ARN en células somaticas.

Particularmente, para obtener ARN de células completas o de una fraccién de esta por transcripcion in vitro se puede
proceder como sigue: 1. EI ARN se aisla de las células y el ARN se fracciona opcionalmente para seleccionar una
subespecie especifica de ARN para el procesamiento adicional. 2. El ARN asi obtenido se transforma en ADNCc,
particularmente, mediante transcripcion inversa. 3. EI ADNc a continuacién de una etapa de separacion opcional para
seleccionar una subespecie especifica de ADNc para su procesamiento adicional se inserta en un vector adecuado para
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la transcripcion in vitro. 4. El vector que contiene el ADNc (opcionalmente a continuacién de la linealizaciéon del vector)
se somete a transcripcion in vitro. La etapa opcional de fraccionamiento de ARN puede servir para separar ARN que
contiene una secuencia poli-A a partir de ARN que no contiene dicha secuencia. Ademas, puede servir para separar el
ARN de acuerdo con, por ejemplo, tamafio, patrones particulares de expresion etc. Por ejemplo, si las células
indiferenciadas, particularmente las células madre tales como las células madre embrionarias se usan para aislar el
ARN es posible seleccionar ARN para el procesamiento adicional que se expresa especificamente en dichas células,
pero no, por ejemplo, en células diferenciadas. Un fraccionamiento similar de ADNc es posible en la etapa 3.

El ARN usado de acuerdo con la presente invencion puede tener una composicion conocida (en esta modalidad se
conoce preferentemente que factores se expresan por el ARN) o la composicién de la ARN puede ser parcialmente o
totalmente desconocido. Alternativamente, el ARN usado de acuerdo con la presente invencién puede tener una funcion
conocida o la funcion del ARN pueden ser parcial o totalmente desconocida.

La presente descripcion se refiere ademas a un método para tamizar los factores que, en la introduccion en una célula
somatica, ya sea solo o en combinacién con otros factores, son capaces de inducir, potenciar o inhibir la reprogramacién
de una célula somatica diferenciada de animal a una célula que tiene caracteristicas de célula madre tales como la
pluripotencia. Este método puede comprender ademas la determinacion de la secuencia de nucleétidos del ARN que
causa el efecto observado en la célula somatica diferenciada de animal.

De acuerdo con la invencion, el término "ARN capaz de expresar" con respecto a un factor particular significa que el
ARN, si esta presente en el medio ambiente adecuado, preferentemente dentro de una célula, se puede expresar para
producir dicho factor. Preferentemente, el ARN de acuerdo con la invencion es capaz de interactuar con la maquinaria
de traduccién celular para proporcionar el factor que es capaz de expresar.

El ARN capaz de expresar un factor particular de acuerdo con la presente invencién incluye ARN de origen natural
capaz de expresar dicho factor y cualquier ARN de origen no natural capaz de expresar dicho factor, por ejemplo,
formas modificadas o variantes de ARN de origen natural capaz de expresar dicho factor. Por ejemplo, debido a la
degeneracion del codigo genético, la secuencia de ARN se puede modificar sin alterar la secuencia del factor
expresado. Ademas, el ARN se puede modificar para alterar su nivel de estabilidad y expresion.

El término "ARN capaz de expresar" con respecto a un factor particular incluye las composiciones que contienen soélo
ARN que codifica el factor y las composiciones que comprenden ARN que codifica el factor pero ademas otros ARN,
particularmente ARN que codifica diferentes proteinas/péptidos. Asi, el término "ARN capaz de expresar" con respecto a
un factor particular puede incluir ademas ARN de célula completa o de una fraccion de esta.

Si de acuerdo con la invencién se hace referencia al ARN que expresa mas de un factor, el ARN puede comprender
diferentes moléculas de ARN que expresan mas de uno de estos factores diferentes. Sin embargo, la presente
invencion incluye ademas situaciones en donde una molécula de ARN expresa diferentes factores, opcionalmente
enlazados a través de uno al otro.

De acuerdo con la invencion, la estabilidad y la eficiencia de la traduccién del ARN introducido en una célula se puede
modificar segun se requiera. Por ejemplo, el ARN se puede estabilizar y su traduccién aumentar por una o0 mas
modificaciones que tienen unos efectos estabilizantes y/o que aumentan la eficiencia traduccién del ARN. Tales
modificaciones se describen, por ejemplo, en PCT/EP2006/009448 incorporada en la presente como referencia.

Por ejemplo, el ARN que tiene una secuencia poli-A desenmascarada se traduce de manera mas eficiente que el ARN
que tiene una secuencia poli-A enmascarada. El término "secuencia poli-A" se refiere a una secuencia de residuos
adenil (A) que tipicamente se encuentran en el extremo 3' de una molécula de ARN y "secuencia poli-A
desenmascarada" significa que la secuencia poli A en el extremo 3' de una molécula de ARN termina con una A de la
secuencia poli A y no es seguida por nucleétidos distintos de A situado en el extremo 3', es decir, corriente abajo, de la
secuencia poli-A. Ademas, una larga secuencia poli-A de aproximadamente 120 pares de bases resulta en una
estabilidad de transcrito y eficiencia de la traduccién éptima de ARN.

Por lo tanto, para aumentar la estabilidad y/o expresion del ARN usado de acuerdo con la presente invencién, se puede
modificar para estar presente junto con una secuencia poli A, que tiene preferentemente una longitud de 10 a 500, con
mayor preferencia 30 a 300, ain con mayor preferencia 65 a 200 y especialmente 100 a 150 residuos de adenosina. En
una modalidad especialmente preferida, la secuencia poli-A tiene una longitud de aproximadamente 120 residuos de
adenosina. Para aumentar ademas la estabilidad y/o expresién del ARN usado de acuerdo con la invencion, se puede
desenmascarar la secuencia poli A.

Adicionalmente, la incorporacion de una regién 3' no-traducida (UTR) en la regién 3 ' no traducida de una molécula de
ARN puede resultar en una mejora en la eficiencia de la traduccion. Un efecto sinérgico se puede lograr mediante la
incorporacion de dos o mas de tales regiones 3' no traducidas. Las regiones 3' no traducidas pueden ser autélogas o
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heter6logas al ARN en el que se introducen. En una modalidad particular, la region 3 ' no traducida se deriva del gen de
la B-globina humana.

Una combinacién de las modificaciones descritas anteriormente, es decir, la incorporacion de una secuencia poli-A,
desenmascaramiento de una secuencia poli A e incorporaciéon de una o mas regiones 3 'no traducidas, tiene una
influencia sinérgica en la estabilidad del ARN y aumento en la eficiencia de la traduccién.

Para aumentar la expresion del ARN usado de acuerdo con la presente invencién, se puede modificar dentro de la
region codificante, es decir, la secuencia que codifica el factor expresado, preferentemente sin alterar la secuencia del
factor expresado, de manera que aumente el contenido de GC para aumentar la estabilidad del ARNm y realizar una
optimizacion de codon dependiente de la especie a partir de las que se derivan asi las células, lo que mejora la
traduccién en las células.

En modalidades adicionales de la invencién, el ARN que se introduce en una célula tiene, en su extremo 5', una
estructura Cap o una secuencia reguladora, que promueve la traduccién en la célula huésped. Preferentemente, el ARN
se encapucha en su extremo 5' mediante una 7-metilguanosina opcionalmente modificada unida por un puente 5'-5 al
primer nucledtido transcrito de la cadena de ARNm. Preferentemente, el extremo 5' del ARN incluye una estructura Cap
que tiene la siguiente férmula general:

0 fH,
N' N
NH
4
pSe 0 8 A
0 0-P~0~P-0-F-0 0 N” “NH,
w X Y
Ry R, OHOH

en donde Rj y Rz son independientemente hidroxi o metoxi y W', X"y Y™ son independientemente oxigeno o azufre. En
una modalidad preferida, R1y Rz son hidroxi y W, Xy Y™ son oxigeno. En una modalidad preferida adicional, uno de Ry y
R2, preferentemente Ry es hidroxi y el otro es metoxi y W, X'y Y™ son oxigeno. En una modalidad preferida adicional, Ry
y Rz son hidroxi y uno de W', X" y Y, preferentemente X es azufre mientras que los otros son oxigeno. En una
modalidad preferida adicional, uno de Ry y Ra, preferentemente Rz es hidroxi y el otro es metoxi y uno de W', X'y Y,
preferentemente X es azufre mientras que los otros son oxigeno.

En la formula anterior, el nucleétido en el lado derecho se conecta a la cadena de ARN a través de su grupo 3'. Las
modalidades preferidas de la estructura Cap 5' se muestran ademas en la Figura 4A.

Esas estructuras Cap en donde al menos uno de W, X e Y es azufre, es decir, que tienen una porcién de fosforotioato,
existen en diferentes formas diastereoisomeras todas las que se abarcan en la presente descripcion. Ademas, la
presente invencién abarca todos los tautdmeros y estereoisémeros de la formula anterior.

Por ejemplo, la estructura Cap que tiene la estructura anterior en donde Ri es metoxi. Rz es hidroxi, X es azufre y W' e
Y™ son oxigeno existe en dos formas diastereoisémeras (Rp y Sp). Estas se pueden resolver mediante HPLC de fase
inversa y se denominan D1 y D2 de acuerdo con su orden de elucion de Ia columna de HPLC de fase inversa. De
acuerdo con la invencion, se prefiere particularmente el isémero D1 de m »” GppspG

Por supuesto, si de acuerdo con la presente invencion se desea disminuir la estabilidad y/o eficiencia de traduccion del
ARN, es posible modificar el ARN para interferir con la funcion de elementos como se describié anteriormente
aumentando la estabilidad y/o la eficiencia de traduccion de ARN.

De acuerdo con la presente invencion, cualquier técnica util para transferir ARN en células se pueden usar para
introducir ARN en las células. Preferentemente, el ARN se transfecta en las células mediante técnicas estandar. Tales
técnicas incluyen la electroporacion, lipofeccion y microinyeccién En una modalidad particularmente preferida de la
presente invencién, el ARN se introduce en las células por electroporacion.

La electroporacién o electropermeabilizacion se refiere a un aumento significativo de la conductividad eléctrica y la
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permeabilidad de la membrana plasmatica de la célula causada por un campo eléctrico aplicado externamente. Se usa
por lo general en la biologia molecular como una forma de introducir una sustancia en una célula.

La electroporacién se hace por lo general con electroporadores, aparatos que crean un campo electromagnético en la
solucién celular. La suspensién celular se pipetea en una cubeta de vidrio o plastico que tiene dos electrodos de
aluminio en sus lados.

Para la electroporacion, se usa tipicamente una suspensién celular de alrededor de 250 microlitros. Antes de la
electroporacion se mezcla con el acido nucleico que se transforma. La mezcla se pipetea en la cubeta, el voltaje y la
capacitancia se establece y la cubeta se inserta en el electroporador. Preferentemente, se afade medio liquido
inmediatamente después de la electroporacién (en la cubeta o en un tubo eppendorf), y el tubo se incuba a la
temperatura éptima de las células durante una hora o mas para permitir la recuperacién de la células y opcionalmente la
expresion de resistencia a los antibiéticos.

Preferentemente de acuerdo con la invencion se usa para la electroporacién un voltaje de 200 a 300 V, preferentemente
230 a 270 V, con mayor preferencia alrededor de 250 V y una capacitancia de 200 a 600 uF, preferentemente 250 a
500 pF, con mayor preferencia 300 a 500 pF.

De acuerdo con la invencion se prefiere que la introduccion de ARN capaz de expresar ciertos factores como se
describe en la presente en células somaticas resulta en la expresion de dichos factores durante un periodo de tiempo
para completar el proceso de reprogramacién y en el desarrollo de las células que tienen caracteristicas de célula
madre. Preferentemente, la introduccion de ARN capaz de la expresion de ciertos factores como se describe en la
presente en células somaticas resulta en la expresion de dichos factores durante un periodo de tiempo extendido,
preferentemente durante al menos 10 dias, preferentemente durante al menos 11 dias y con mayor preferencia durante
al menos 12 dias. Para lograr tal expresion a largo plazo, el ARN se introduce preferentemente periédicamente en las
células mas de una vez, preferentemente usando electroporacion. Preferentemente, el ARN se introduce en las células
al menos dos veces, con mayor preferencia al menos 3 veces, con mayor preferencia al menos 4 veces, ain con mayor
preferencia al menos 5 veces hasta preferentemente 6 veces, con mayor preferencia hasta 7 veces o aun hasta 8, 9 o
10 veces, preferentemente durante un periodo de tiempo de al menos 10 dias, preferentemente durante al menos 11
dias y con mayor preferencia durante al menos 12 dias para asegurar la expresién de uno o mas factores durante un
periodo de tiempo extendido. Preferentemente, los periodos de tiempo que transcurren entre las introducciones
repetidas del ARN son de 24 horas a 120 horas, preferentemente 48 horas a 96 horas En una modalidad, los periodos
de tiempo que transcurren entre las introducciones repetidas del ARN no son mas de 72 horas, preferentemente no mas
de 48 horas o 36 horas. En una modalidad, antes de la siguiente electroporacion, las células se les permite recuperar de
la electroporacién anterior. En esta modalidad, los periodos de tiempo que transcurren entre las introducciones
repetidas del ARN son al menos 72 horas, preferentemente al menos 96 horas, con mayor preferencia al menos 120
horas. En cualquier caso, las condiciones se deben seleccionar de manera que los factores se expresan en las células
en cantidades y durante periodos de tiempo que apoyan el proceso de reprogramacion.

Preferentemente se usa al menos 1 pg, preferentemente al menos 1.25 pg, con mayor preferencia al menos 1.5 ug y
preferentemente hasta 20 pg, con mayor preferencia hasta 15 pg, con mayor preferencia hasta 10 pg, con mayor
preferencia hasta 5 ug, preferentemente 1 a 10 pug, adn con mayor preferencia 1 a 5 ug, o 1 a 2.5 pg de ARN para cada
factor por electroporacion.

Preferentemente, para permitir el desarrollo de las células que tienen caracteristicas de célula madre, las células se
cultivan en presencia de uno o mas inhibidores de ADN metiltransferasa y/o uno o mas inhibidores de histona
desacetilasa. Los compuestos preferidos se seleccionan del grupo que consiste de 5'-azacitidina (5-azaC), acido
hidroxamico suberoilanilida (SAHA), dexametasona, tricostatina A (TSA) y acido valproico (VPA). Preferentemente, las
células se cultivan en presencia de acido valproico (VPA), preferentemente en una concentracion de entre 0.5y 10 mM,
con mayor preferencia entre 1y 5 mM, con la maxima preferencia en una concentracion de aproximadamente 2 mM.

En una modalidad preferida de la presente invencion, el ARN se introduce en las células somaticas por
electroporaciones repetidas. Preferentemente, si ocurre una pérdida de viabilidad de las células, se afiaden células
previamente no electroporadas como células portadoras. Preferentemente, las células previamente no electroporadas
se afiaden antes de, durante o después de una o mas de la 4" y posteriores, preferentemente, la 5% y posteriores
electroporaciones, tales como antes de, durante o después de la 4" y 62 electroporacién. Preferentemente, se afiaden
células previamente no electroporadas antes, durante o después de la 4® o 5 y cada electroporacion posterior.
Preferentemente, las células previamente no electroporadas son las mismas células que aquellas en las que se
introduce el ARN.

Preferentemente, la introduccion de ARN capaz de expresar uno o mas factores en una célula causa la expresion de
uno o mas factores en la célula.
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El término "transfeccion de ARN" se refiere de acuerdo con la invencion a la introduccion de uno o méas acidos nucleicos
en una célula. De acuerdo con la presente invencién, la célula puede ser una célula aislada o puede formar parte de un
organo, un tejido y/o un organismo.

El término "factor" de acuerdo con la invencién cuando se usa junto con la expresion de este por el ARN incluye
proteinas y péptidos, asi como derivados y variantes de estos. Por ejemplo, el término "factor" comprende OCT4, SOX2,
NANOG, LIN28, KLF4 y c-MYC.

Los factores pueden ser de cualquier especie animal; por ejemplo, mamiferos y roedores. Los ejemplos de mamiferos
incluyen, pero sin limitarse a primates humanos y no humanos. Los primates incluyen, pero sin limitarse a humanos,
chimpancés, babuinos, monos cynomolgus, y cualquier otros monos del Nuevo o Antiguo Mundo. Los roedores incluyen,
pero sin limitarse a raton, rata, conejillo de indias, hamster y gerbo.

OCT4 es un factor de transcripcion de los factores de transcripcién POU eucariético y un indicador de la pluripotencia de
las células madre embrionarias. Es una proteina de unién al octdmero sustancialmente expresada. Se ha observado
que esta presente en ovocitos, la masa celular interna de blastocitos y ademas en la célula germinal primordial. El gen
POU5F1 codifica la proteina OCT4. Los sindénimos al nombre del gen incluyen OCT3, OCT4, OTF3 yMGC22487. La
presencia de OCT4 en concentraciones especificas es necesario para permanecer indiferenciadas las células madre
embrionarias.

Preferentemente, la "proteina OCT4" o simplemente "OCT4" se refiere a OCT4 humana y preferentemente comprende
una secuencia de aminoacidos codificada por el acido nucleico de acuerdo con la sec. con nim. de ident.: |,
preferentemente la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la sec. con ndm. de ident.: 2. Una persona con
experiencia en la técnica entenderd que la secuencia de ADNc de OCT4 como se describidé anteriormente seria
equivalente a ARNm de OCT4, y se puede usar para la generacion de ARN capaz de expresar OCT4.

Sox2 es un miembro de la familia de genes Sox (caja HMG relacionada con SRY) que codifica factores de transcripcion
con un Unico dominio de union al ADN HMG. Se ha encontrado que SOX2 controla las células progenitoras neurales
mediante la inhibicién de su capacidad para diferenciarse. La represién del factor resulta en la delaminacién de la zona
ventricular, que es seguido por una salida del ciclo celular. Estas células comienzan ademas a perder su caracter
progenitor a través de la pérdida de los marcadores de diferenciacion neuronal temprano y del progenitor.

Preferentemente, la "proteina SOX2" o simplemente "SOX2" se refiere a SOX2 humana y preferentemente comprende
una secuencia de amino&cidos codificada por el acido nucleico de acuerdo con la sec. con ndm. de ident.: 3
preferentemente la secuencia de aminodcidos de acuerdo con la sec. con nim. de ident.: 4. Una persona con
experiencia en la técnica entenderd que la secuencia de ADNc de SOX2 como se describié anteriormente seria
equivalente a ARNm de SOX2, y se puede usar para la generacion de ARN capaz de expresar SOX2.

NANOG es un gen homeodominio de tipo NK-2, y se ha propuesto que juega un papel clave al mantener la pluripotencia
de la célula madre, presumiblemente, mediante la regulacion de la expresién de genes criticos para la renovacion y
diferenciacion de la célula madre embrionarias. NANOG se comporta como un activador de la transcripcion con dos
dominios de activacion inusualmente fuertes incrustados en su C terminal. La reduccién de la expresion de NANOG
induce la diferenciacién de las células madre embrionarias. Preferentemente, la "proteina NANOG" o simplemente
"NANOG" se refiere a NANOG humana y preferentemente comprende una secuencia de aminoacidos codificada por el
acido nucleico de acuerdo con la sec. con nim. de ident.: 5 preferentemente la secuencia de aminoacidos de acuerdo
con la sec. con num. de ident.: 6. Una persona con experiencia en la técnica entendera que la secuencia de ADNc de
NANOG como se describié anteriormente seria equivalente a ARNm de NANOG, y se puede usar para la generacion
de ARN capaz de expresar NANOG.

Lin28 es una proteina citoplasmatica conservada con una pareja inusual de motivos de union al ARN: un dominio de
choque frio y un par de dedos de zinc de tipo CCHC retroviral. En los mamiferos, es abundante en diversos tipos de
células indiferenciadas. En las células de mamiferos pluripotentes, LIN28 se observa en los complejos sensibles a
Ribonucleasa con proteina de unién a Poli (A) , y en las fracciones polisomal de gradientes de sacarosa, lo que sugiere
que se asocia con ARNms de traduccién.

Preferentemente, la "proteina LIN28" o simplemente "LIN28" se refiere a LIN28 humana y preferentemente comprende
una secuencia de amino&cidos codificada por el &cido nucleico de acuerdo con la sec. con ndm. de ident.: 7
preferentemente la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la sec. con ndm. de ident.: 8. Una persona con
experiencia en la técnica entenderd que la secuencia de ADNc de LIN28 como se describidé anteriormente seria
equivalente a ARNm de LIN28, y se puede usar para la generacion de ARN capaz de expresar LIN28.

El factor de tipo Krueppel (KLF4) es un factor de transcripcién con dedo de zinc, que se expresa fuertemente en las
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células epiteliales postmitéticas de diferentes tejidos, por ejemplo, el colon, el estbmago y la piel. KLF4 es esencial para
la diferenciacion terminal de estas células y se implica en la regulacion del ciclo celular.

Preferentemente, la "proteina KLF4" o simplemente "KLF4" se refiere a KLF4 humana y preferentemente comprende
una secuencia de aminoacidos codificada por el acido nucleico de acuerdo con la sec. con ndim. de ident.: 9
preferentemente la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la sec. con nim. de ident.: 10. Una persona con
experiencia en la técnica entendera que la secuencia de ADNc de KLF4 como se describié anteriormente seria
equivalente a ARNm de KLF4, y se puede usar para la generacién de ARN capaz de expresar KLF4.

MYC (cMYC) es un protooncogén, que se sobreexpresa en una amplia variedad de canceres humanos. Cuando se
muta especificamente, o sobreexpresa, aumenta la proliferacion celular y funciona como un oncogén. El gen MYC
codifica para un factor de transcripcion que regula la expresion de 15% de todos los genes a través de la union de
secuencias Caja Potenciadoras (E-cajas) y que reclutan histonas acetiltransferasas (HAT). MYC pertenece a la familia
MYC de factores de transcripcion, que incluye ademas los genes N-MYC y L-MYC. Los factores de transcripcién de la
familia MYC contienen el dominio bHLH/LZ (cremallera de leucina basica de Hélice-bucle-hélice)

Preferentemente, "proteina cMYC" o simplemente "cMYC" se refiere a cMYC humana y preferentemente comprende
una secuencia de aminoacidos codificada por el acido nucleico de acuerdo con la sec. con nim. de ident.: 11,
preferentemente la secuencia de aminodcidos de acuerdo con la sec. con num. de ident.: 12. Una persona con
experiencia en la técnica entenderd que la secuencia de ADNc de cMYC como se describié anteriormente seria
equivalente a ARNm de cMYC y se puede usar para la generacion de ARN capaz de expresar cMYC.

Una referencia en la presente descripcion a factores especificos, tales como OCT4, SOX2, NANOG, LIN28, KLF4 o c-
MYC o a secuencias especificas de estas debe entenderse de manera que incluya ademas todas las variantes de estos
factores especificos o las secuencias especificas de estas como se describe en la presente. Particularmente, debe ser
entendido de manera que incluya ademas todas las variantes de empalme, variantes modificadas después de la
traduccién, conformaciones, isoformas y homoélogos de especies de estos factores/secuencias especificas que se
expresan de forma natural por las células.

De acuerdo con la presente invencidn, el término "péptido" comprende oligo- y polipéptidos y se refiere a las sustancias
que comprenden dos o mas, preferentemente 3 o mas, preferentemente 4 o mas, preferentemente 6 o mas,
preferentemente 8 o mas, preferentemente 10 o mas, preferentemente 13 o mas, preferentemente 16 o mas,
preferentemente 21 o mas y hasta preferentemente 8, 10, 20, 30, 40 o 50, particularmente 100 amino&cidos unidos
covalentemente por enlaces peptidicos. El término "proteina” se refiere a péptidos grandes, preferentemente a los
péptidos con mas de 100 residuos de aminoacidos, pero generalmente los términos "péptidos" y "proteinas" son
sinénimos y pueden usarse indistintamente en la presente descripcion.

Las proteinas y péptidos descritos de acuerdo con la invencién se pueden aislar a partir de muestras biolégicas tales
como homogenatos de tejido y célula y se pueden expresar por via recombinante en una multiplicidad de sistemas de
expresion pro- o eucariotico.

Para los propésitos de la presente invencion, "variantes" de una proteina o péptido o de una secuencia de aminoacidos
comprenden variantes de insercién de aminoéacidos, variantes de deleccién de amino&cidos y/o variantes de sustituciéon
de aminoécidos.

Las variantes de insercion de aminoacidos comprenden fusiones amino- y/o carboxi-terminal y ademas inserciones del
Unico o dos 0 mas aminodacidos en una secuencia de aminodcido en particular. En el caso de las variantes de secuencia
de aminodcidos que tienen una inserciéon, uno o mas residuos de aminoacidos se insertan en un sitio en particular de
una secuencia de aminoacido, aunque es posible también la insercion aleatoria con tamizaje adecuado del producto
resultante.

Las variantes de deleccion de aminoacidos se caracterizan por la eliminacién de uno o mas aminodcidos de la
secuencia.

Las variantes de sustitucion de aminoacidos se caracterizan por al menos un residuo en la secuencia que se elimina y
otro residuo que se inserta en su lugar. La preferencia esta dada en las modificaciones que estan en las posiciones de
la secuencia de aminodcidos que no se conservan entre las proteinas o péptidos homoélogos y/o en el reemplazo de
aminoacidos con otros que tienen propiedades similares.

"Las sustituciones conservativas" pueden realizarse, por ejemplo, sobre la base de similitud en polaridad, carga,
solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad, y/o la naturaleza anfipatica de los residuos implicados. Por ejemplo: (a) los
aminoacidos no polares (hidrofobos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano, y
metionina; (b) los aminoacidos polares neutros incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, y
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glutamina; (c) los aminoacidos positivamente cargados (bdasicos) incluyen arginina, lisina, e histidina; y (d) los
aminoacidos negativamente cargados (acidicos) incluyen &cido aspartico y &cido glutamico. Las sustituciones
tipicamente pueden realizarse dentro de los grupos (a)-(d). Adicionalmente, glicina y prolina se pueden sustituir una por
otra basado en su capacidad de alterar a-hélices. Algunas sustituciones preferidas se pueden realizar entre los
siguientes grupos: (i) Sy T; (ii) Py G; y (iii) A, V, L y I. Dado el cédigo genético conocido, y las técnicas de ADN
recombinante y sintético, el cientifico experto puede construir facilimente los ADN que codifican las variantes de
aminoacidos conservadoras.

Preferentemente, el grado de similitud, preferentemente de identidad entre una secuencia de aminoacidos especifica
descrita en la presente descripcion y una secuencia de aminoacidos que es una variante de dicha secuencia de
aminoacidos especifica sera al menos 70%, preferentemente al menos 80%, preferentemente al menos 85%, aln con
mayor preferencia al menos 90% o con la maxima preferencia al menos 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%. El grado de
similitud o de identidad se da preferentemente para una region de al menos aproximadamente 20, al menos
aproximadamente 40, al menos aproximadamente 60, al menos aproximadamente 80, al menos aproximadamente 100,
al menos aproximadamente 120, al menos aproximadamente 140, al menos aproximadamente 160, al menos
aproximadamente 200 o 250 aminoacidos. En modalidades preferidas, el grado de similitud o identidad esta dado por la
longitud completa de la secuencia de aminoacidos de referencia.

Las variantes de aminoacidos descritas anteriormente pueden prepararse facilmente con la ayuda de técnicas de
sintesis de péptidos conocidas tales como, por ejemplo, por sintesis en fase sélida (Merrifield, 1964) y métodos
similares o por manipulacién de ADN recombinante. La manipulacion de las secuencias de ADN para la preparacion de
proteinas y péptidos que tienen sustituciones, inserciones o deleciones, se describe en detalle en Sambrook y otros
(1989), por ejemplo.

De acuerdo con la invencién, las "variantes" de proteinas y péptidos comprenden ademas sustituciones Unicas o
multiples, deleciones y/o adiciones de cualquiera de las moléculas asociadas con la proteina o péptido, tales como
carbohidratos, lipidos y/o proteinas o péptidos. El término "variantes" se extiende ademas a todos los equivalentes
quimicos funcionales de dichas proteinas y péptidos.

De acuerdo con la invencién, una variante de una proteina o péptido tiene preferentemente una propiedad funcional de
la proteina o péptido a partir del cual se derivé. Tales propiedades funcionales se describen anteriormente para OCT4,
SOX2, NANOG, LIN28, KLF4 y c-MYC, respectivamente. Preferentemente, una variante de una proteina o péptido tiene
la misma propiedad en la reprogramacion de una célula diferenciada de los animales como la proteina o péptido a partir
del cual se derivo. Preferentemente, la variante induce o mejora la reprogramacion de una célula animal diferenciada.

Los métodos de la presente invencion se pueden usar para efectuar la desdiferenciacién de cualquier tipo de célula
somatica. Las células que pueden usarse incluyen células que pueden ser desdiferenciadas o reprogramadas por los
métodos de la presente invencion, particularmente células que estan total o parcialmente diferenciadas, con mayor
preferencia completamente diferenciadas. Preferentemente, la célula somatica es una célula diploide derivada de
organismos multi-celulares pre-embrionarios, embrionarios, fetales y postnatales. Los ejemplos de células, que se
pueden usar incluyen pero no se limitan a fibroblastos, tales como fibroblastos fetales y neonatales o fibroblastos
adultos, queratinocitos, particularmente queratinocitos primarios, con mayor preferencia queratinocitos derivados de
pelo, células B, células T, células dendriticas, células adiposas, células epiteliales, células epidérmicas, condrocitos,
células del cumulus, células neuronales, células gliales, astrocitos, células cardiacas, células esofagicas, células
musculares, células hematopoyéticas, melanocitos, osteocitos, macréfagos, monocitos y células mononucleares.

Las células con las que los métodos de la invencion se pueden usar pueden ser de cualquier especie animal; por
ejemplo, mamiferos y roedores. Los ejemplos de células de mamifero que pueden ser desdiferenciadas y re-
diferenciadas por la presente invencion incluyen, pero no se limitan a células de primates humanos y no humanos. Las
células de primates con la que la invencion se puede realizar incluyen pero no se limitan a las células de seres
humanos, chimpancés, babuinos, monos cynomolgus, y cualquiera de los otros monos del nuevo o viejo mundo. Las
células de roedores con la que la invencion se puede realizar incluyen, pero no se limitan a células de raton, rata,
conejillo de indias, hamster y jerbo.

El término "organismo" de acuerdo con la invencién se refiere a cualquier unidad biolégica que es capaz de multiplicar o
transmitir el material genético y comprende las plantas y animales, y microorganismos tales como bacteria, levaduras,
hongos y virus. El término "organismo" incluye pero no se limita a un ser humano, un primate no humano u otro animal,
particularmente un mamifero tal como una vaca, caballo, cerdo, oveja, cabra, perro, gato o un roedor tal como un ratén y
rata. En una modalidad particularmente preferida, el organismo es un ser humano.

Las células desdiferenciadas preparadas de acuerdo con la presente invencion se espera que muestre muchos de los
mismos requisitos que las células madre pluripotentes y se puede ampliar y mantener bajo condiciones usadas para las
células madre embrionarias, por ejemplo, el medio celular ES o cualquier medio que apoye el crecimiento de las células
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embrionarias. Las células madre embrionarias conservan su pluripotencia in vitro cuando se mantienen en fibroblastos
fetales inactivados tales como fibroblastos embrionarios de ratén irradiados o fibroblastos humanos (por ejemplo,
fibroblastos de prepucio humano, fibroblastos de piel humana, fibroblastos endometrial humano, fibroblastos oviductal
humano) en cultivo. En una modalidad, las células alimentadoras humanas pueden ser células alimentadoras autélogas
derivadas del mismo cultivo de células reprogramadas por diferenciacion directa.

Ademas, las células madre embrionarias humanas pueden propagarse con éxito sobre Matrigel en un medio
condicionado con fibroblastos de ratén fetal. Las células madre humanas pueden crecer en cultivo durante un periodo
de tiempo prolongado y permanecer indiferenciadas en condiciones de cultivo especificas.

En ciertas modalidades, las condiciones de cultivo celular pueden incluir poner en contacto las células con factores que
pueden inhibir la diferenciacion o de cualquier otra forma potenciar la desdiferenciacion de las células, por ejemplo,
prevenir la diferenciacion de células en células no-ES, trofoectodermo u otros tipos de células. Las células
desdiferenciadas preparadas de acuerdo con la presente invencién se pueden evaluar por métodos que incluyen
supervisar los cambios en el fenotipo de células y caracterizar su expresiéon génica y proteica. La expresion génica se
puede determinar mediante RT-PCR, y los productos de traduccién se pueden determinar por inmunocitoquimica e
inmunoelectrotransferencia. Particularmente, las células desdiferenciadas pueden caracterizarse para determinar el
patrdon de expresion génica y de este modo usando técnicas bien conocidas en la técnica, incluyendo transcriptémica las
células reprogramadas muestran un patrén de expresion génica esperado similar al patron de expresion de las células
de control pluripotentes indiferenciadas, tales como células madre embrionarias.

La expresion de los siguientes genes de células desdiferenciadas se puede evaluar a este respecto: OCT4, NANOG,
factor de crecimiento y diferenciacion 3 (GDF3), expresion reducida 1 (REX1), factor de crecimiento de fibroblastos 4
(FGF4), gen especifico de la célula embrionaria 1 (ESG1), asociado al desarrollo pluripotencial 2 (DPPA2), DPPA4,
telomerasa transcriptasa inversa (TERT), antigeno embrionario 3 (SSEA-3), SSEA-4, antigeno asociado a tumor-1-60
(TRA-1-60), TRA-1-81, y TRA-2-49/6E

Las células madre embrionarias o indiferenciadas con las que pueden compararse las células reprogramadas pueden
ser de la misma especie que las células somaticas diferenciadas. Alternativamente, las células madre indiferenciadas o
embrionarias con las que pueden compararse las células reprogramadas pueden ser de una especie diferente como las
células somaticas diferenciadas.

En algunas modalidades, existe una similitud en el patrén de expresién génica entre una célula reprogramada y una
célula indiferenciada, por ejemplo, célula madre embrionaria, si ciertos genes expresados especificamente en una célula
indiferenciada se expresan ademas en la célula reprogramada. Por ejemplo, ciertos genes, por ejemplo, telomerasa,
que son tipicamente indetectables en las células somaticas diferenciadas se pueden usar para controlar la extension de
la reprogramacion. Del mismo modo, para ciertos genes, la ausencia de expresion se puede usar para evaluar la
extension de la reprogramacion.

La capacidad de auto-renovacion, marcada por la induccién de la actividad de la telomerasa, es otra de las
caracteristicas de las células madre que pueden supervisarse en las células desdiferenciadas.

El andlisis del cariotipo se puede realizar por medio de las extensiones del cromosoma a partir de las células mitéticas,
cariotipado espectral, ensayos de la longitud del telémero, hibridacién gendmica total, u otras técnicas bien conocidas
en la técnica.

Usando la presente invencion, el ARN que codifica los factores apropiados se incorpora en una o mas células
somaticas, por ejemplo, por electroporacion. Después de la incorporacion, las células se cultivan preferentemente
usando condiciones que apoyan el mantenimiento de las células desdiferenciadas (es decir, condiciones de cultivo de la
célula madre). Las células desdiferenciadas pueden expandirse después e inducir que se re-diferencien en diferentes
tipos de células somaticas que se necesitan para la terapia celular. Las células desdiferenciadas obtenidas de acuerdo
con la presente invencién se pueden inducir a diferenciarse in vitro o in vivo en uno o mas tipos de células somaticas
deseadas.

Preferentemente, las células desdiferenciadas obtenidas de acuerdo con la presente invencion pueden dar lugar a
células de cualquiera de las tres capas germinales embrionarias, es decir, endodermo, mesodermo y ectodermo. Por
ejemplo, las células desdiferenciadas pueden diferenciarse en muasculo esquelético, esqueleto, dermis de la piel, tejido
conectivo, sistema urogenital, corazén, sangre (células linfaticas), y bazo (mesodermo); estémago, colon, higado,
pancreas, vejiga urinaria; revestimiento de la uretra, partes epiteliales de la traquea, pulmones, faringe, tiroides,
paratiroidea, intestino (endodermo); o del sistema nervioso central, retina y cristalino, craneo y sensorial, ganglios y
nervios, células de pigmento, tejido conectivo de la cabeza, epidermis, pelo, glandulas mamarias (ectodermo). Las
células desdiferenciadas obtenidas de acuerdo con la presente invencion pueden ser re-diferenciadas in vitro o in vivo
usando procedimientos conocidos en la técnica.
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Las células reprogramadas resultantes de los métodos de la invencién se usan para producir la progenie diferenciada.
Asi, en un aspecto, la presente descripcion proporciona un método para producir células diferenciadas, que comprende
(i) obtener células reprogramadas usando los métodos de esta invencién; e (ii) inducir la diferenciacion de las células
reprogramadas para producir células diferenciadas. La etapa (ii) se puede realizar in vivo o in vitro. Ademas, la
diferenciacion se puede inducir a través de la presencia de factores de diferenciacién apropiados, que pueden o bien
anadirse o estan presentes in situ, por ejemplo, en un cuerpo, un 6rgano o tejido en el que se introdujeron las células
reprogramadas. Las células diferenciadas se pueden usar para derivar las células, tejidos y/u 6rganos que se usan
ventajosamente en el area de célula, tejido y/o trasplante de érgano. Si se desea, las modificaciones genéticas se
pueden introducir, por ejemplo, en células somaticas antes de la reprogramacion. Las células diferenciadas de la
presente invencion preferentemente no poseen la pluripotencia de una célula madre embrionaria, o una célula germinal
embrionaria, y son, en esencia, células especificas de tejido parcial o totalmente diferenciadas.

Una ventaja de los métodos de la presente invencion es que las células reprogramadas obtenidas en la presente
invencion se pueden diferenciar sin previa seleccion o purificacion o establecimiento de una linea celular. Como
consecuencia, una poblacion heterogénea de células que comprenden células reprogramadas se diferencian en un tipo
celular deseado. En una modalidad, una mezcla de células obtenidas a partir de los métodos de la presente invencién
se expone a uno o mas factores de diferenciacién y se cultiva in vitro.

Los métodos de diferenciacion de las células reprogramadas obtenidas por los métodos descritos en la presente puede
comprender una etapa de permeabilizacion de la célula reprogramada. Por ejemplo, las células generadas por las
técnicas de reprogramacion descritas en la presente, o alternativamente una mezcla heterogénea de células que
comprenden células reprogramadas, pueden permeabilizarse antes de la exposicibn a uno o mas factores de
diferenciacion o extracto celular u otra preparacién que comprende factores de diferenciacion.

Por ejemplo, las células diferenciadas pueden obtenerse mediante el cultivo de las células reprogramadas
indiferenciadas en presencia de al menos un factor de diferenciacion y seleccionarse de células diferenciadas a partir
del cultivo. La seleccién de células diferenciadas puede basarse en el fenotipo, tal como la expresién de ciertos
marcadores celulares presentes en las células diferenciadas, o mediante ensayos funcionales (por ejemplo, la
capacidad de realizar uno o mas funciones de un tipo de célula diferenciada en particular).

Como se describe en el presente documento, las células reprogramadas de acuerdo con la presente invencién se
modifican genéticamente mediante la adicion, eliminacion o modificacion de su(s) secuencia(s) de ADN.

Las células reprogramadas o desdiferenciadas preparadas de acuerdo con la presente invencién o células derivadas de
las células reprogramadas o desdiferenciadas son Utiles en la investigacion y en terapia. Células pluripotentes
reprogramadas se pueden diferenciar en cualquiera de las células en el cuerpo, que incluyen, sin limitarse a, células de
la piel, cartilago, misculo esquelético 6seo, musculo cardiaco, renales, hepaticas, sangre y formadoras de la sangre,
precursoras vasculares y endotelial vascular, beta pancreaticas, neuronas, gliales, retinales, neuronales, intestinales,
pulmonares, y hepaticas.

Las células reprogramadas son Utiles para la terapia regenerativa/reparadora y se pueden trasplantar a un paciente que
lo necesite. En una modalidad, las células son autdlogas con el paciente.

Las células reprogramadas proporcionadas de acuerdo con la presente invencion se pueden usar, por ejemplo, en las
estrategias terapéuticas en el tratamiento de trastornos cardiacos, neurolégicos, endocrinolégicos, vasculares, retinales,
dermatoldgicos, muscular-esqueléticos, y otras enfermedades.

Por ejemplo, y sin pretender ser una limitacion, las células reprogramadas de la presente invencion se pueden usar para
reponer las células en animales cuyas células naturales se han agotado debido a la edad o la terapia de ablacion tales
como radioterapia y quimioterapia del cancer. En otro ejemplo no-limitante las células reprogramadas de la presente
invencion son utiles en la regeneracion de érganos y reparacion tisular. Las células reprogramadas se pueden usar para
revitalizar el tejido muscular dafiado incluyendo los musculos distréficos y musculos dafiados por eventos isquémicos,
tales como infartos de miocardio. Las células reprogramadas descritas en la presente pueden usarse para mejorar la
cicatrizacion en los animales, incluyendo los seres humanos, después de una lesién traumatica o de la cirugia. Las
células reprogramadas de la presente invencién se administran sistémicamente, tal como por via intravenosa, y migran
al sitio del tejido recién traumatizado reclutadas por las citoquinas circulantes que se secretan por las células danadas.
En otra modalidad de la presente invencion, las células reprogramadas se pueden administrar localmente a un sitio de
tratamiento que lo necesita o en reparacion o regeneracion.

El término "paciente" significa de acuerdo con la invencién un ser humano, un primate no humano u otro animal,
particularmente un mamifero tal como una vaca, caballo, cerdo, oveja, cabra, perro, gato o un roedor tal como un ratén y
rata. En una modalidad particularmente preferida, el paciente es un ser humano.
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Los términos " un" y " una" y "el/la" y referentes similares usados en el contexto de la descripcién de la invencion
(especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) se debe interpretar para cubrir tanto el singular como
el plural, a menos que se indique de cualquier otra forma en la presente descripcién o claramente sea contradicho por el
contexto. La mencién de los intervalos de valores en la presente descripcién pretende servir meramente como un
método abreviado de referirse individualmente a cada valor separado que cae dentro del intervalo. A menos que se
indique de cualquier otra forma en la presente descripcion, cada valor individual se incorpora en la descripcion como si
se mencionara individualmente en la presente descripcion. A menos que se indique de cualquier otra forma en la
presente o se contradiga claramente por el contexto, todos los métodos descritos en la presente se pueden realizar en
cualquier orden adecuado. El uso de alguno y todos los ejemplos, o del lenguaje ilustrativo (por ejemplo, "tal como")
proporcionado en la presente pretenden meramente ilustrar mejor la invencién y de cualquier otra forma no constituyen
una limitacion en el alcance de la invencion reivindicada. De ninguna manera el lenguaje en la descripcién se deberia
interpretar como indicacién de cualquier elemento no reivindicado como esencial para llevar a la practica la invencion.

La presente invencion se describe en detalle mas abajo mediante las figuras y ejemplos, que se usan solamente para
fines de ilustracion y no pretenden ser limitantes.

Figuras

Fig. 1: Determinacién de la influencia del tiempo en la cantidad de transcrito y proteina después de la
transfeccion de las células 786-0 con 20 pug de ARN IVT eGFP (transcrito in vitro) y ARN IVT 2dGFP,
respectivamente. Determinacion de la intensidad de fluorescencia promedio de eGFP mediante FACS-Kalibur.

Fig. 2: Transferencia de dispersién de todos los genes para determinar la similitud de los duplicados.
Comparacién de los duplicados de las células transfectadas con SYT-SSX2 o eGFP. Representacion de las
réplicas después de 24h.

Fig. 3: Representacion de los genes regulados por SYT-SSX2.

a. Transferencia de dispersion de todos los genes analizados. Comparacién de las células transfectadas
con SYT-SSX2 con las células transfectadas con eGFP seguido la transfeccion de cada 15 ug de ARN
IVT. Representacion de las réplicas después de 24h. El amarillo-naranja muestra la expresion diferencial
en la regién no significativa, es decir, por debajo de un factor de dos, rojo y verde muestran regulacion
positiva y negativa, respectivamente, en un factor mayor que dos.

b. Representacion del nimero de genes que se regulan significativamente después de 8 h y 24 h,
respectivamente, mediante la transfeccion de 15ug de ARN IVT del gen respectivo.

Fig. 4: Presentacion general de las diferentes estructuras 5'-CAP

(A) En la imagen estan la estructura 5'-CAP natural del ARNm y versiones quimicas modificadas de este
5'-CAP (ARCA, D1 y D2 - D1 y D2 se refieren a los dos diastereoisémeros producidos por la porcién de
fosforotioato), que se muestran para estabilizar el ARNm.

(B) Esquema general de la sintesis in vitro del ARNm (ARN-IVT) traducido.

Fig. 5: Electroporacién de fibroblastos humanos (CCD1079Sk) y fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs)

Fibroblastos CCD1079Sk y MEFs se electroporaron una vez con 10 ug de ARN-IVT que codifica eGFP. El
voltaje y capacidad se escogieron como indicado. 24 h después de la electroporacion las eficiencias de
transfeccién [%] se midieron mediante FACS, dandose en paréntesis los niveles de fluorescencia medio.

Fig. 6: Optimizacién de la estructura cap del ARN IVT

Los fibroblastos CCD1079Sk se electroporaron (250V, 300uF) ya sea con el ARN-IVT de ARCA-luc (que
codifica la luciferasa (luc) con ARCA-5'-CAP), D1-luc o D2-luc (10 ug cada). Después de 2h, 4h, 8h, 24h, 48h, y
72h los ensayos de luciferasa se realizaron por duplicado. Los datos se expresan como actividad luciferasa
media +SD.

Fig. 7: Persistencia del ARN-IVT electroporado en fibroblastos humanos

Los fibroblastos CCD1079Sk se electroporaron una vez con 15 pg de ARN-IVT de cada factor de transcripcion.
Los niveles intracelulares de ARN-IVT de los constructos se cuantificaron 7 dias después de la electroporacion
por qRT-PCR.
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8: Expresién de los factores de transcripcion humano y murino después de la electroporacion de

constructos ARN-IVT.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

EJEMPLOS

(A) MEFs y (B) fibroblastos CCD1079Sk se electroporaron una vez con 10 ug o 2,5 ug respectivamente
del ARN-IVT que codifica los cuatro factores de la transcripcion (TFs) OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC
(OSKM). Las células se lisaron post electroporacion en los intervalos de tiempo indicados. La expresién
de la proteina se supervis6 por inmunoelectrotransferencia usando anticuerpos especificos. Células 293T
electroporadas con 15 ug de ARN-IVT que codifica OSKM se usaron como control positivo.

9: Tincién de fosfatasa alcalina de fibroblastos CCD1079Sk humanos electroporados

(A) Fibroblastos CCD1079Sk se electroporaron una vez ya sea con ARN-IVT que codifica los cuatro TFs
OSKM o con tampo6n (simulador) y cultivaron en medio celular ES humano.

(B) Después de 10 dias las células se tifieron para fosfatasa alcalina (AP) y la fluorescencia roja
resultante se supervisé mediante FACS.

10: Tincion de fosfatasa alcalina de fibroblastos CCD1079Sk humanos electroporados

(A) Células CCD1079Sk se electroporaron tres veces consecutivas en intervalos de 48h con el ARN-IVT
que codifica ya sea GFP (simulador) o los cuatro TFs OSKM (2.5 o 1.25ug cada). Las células
transfectadas con OSKM o el simulador se cultivaron en medio iPS.

(B) Después de 168h las células se tifieron para fosfatasa alcalina (AP) y se supervisaron por microscopia
de fluorescencia.

11: Tincion fosfatasa alcalina de MEFs electroporadas

(A) MEFs cultivadas hasta el pasaje 3 se electroporaron en intervalos de 48h con ARN-IVT ya sea GFP
(simulador) o los cuatro TFs OSKM murino (5ug cada). OSKM o simuladores de MEFs transfectados se
cultivaron en medio celular ES de ratén en la presencia o ausencia de acido valproico 2 mM (VPA) como
indicado.

(B) Después de 96h las células se tifieron para fosfatasa alcalina (AP) y supervisaron por microscopia
de fluorescencia.

12: Expresion de genes marcadores-ES humano de células CCD1079Sk electroporadas.

(A) Fibroblastos CCD1079Sk se electroporaron dos veces, ya sea con tamp6n (simulador) o con 15 ug
de ARN-IVT que codifica los factores de transcripcion OSKM y se cultivaron en medio celular ES
humano en presencia o ausencia de VPA (0.5 o 1 mM) como indicado.

(B) Después de los intervalos de tiempo indicados, 10% de las células se eliminaron a partir de los
cultivos antes de la posterior electroporacion, el ARN total se aisl6 y la expresién del ARNm de los
genes marcadores-ES humano OCT4 (enddgeno), TERT y GDF3 se evalué por PCR en tiempo real.

13: Expresion genes marcadores-ES humano de células CCD1079Sk electroporadas

(A) Fibroblastos CCD1079Sk se electroporaron dos veces, ya sea con 15ug o 5ug de ARN-IVT que
codifica que codifica los factores de transcripcion OSKM o con tamp6n (simulador) y cultivaron en un
medio celular ES humano en presencia o ausencia de VPA 1 mM como indicado.

(B) Después de los intervalos de tiempo indicados, 10% de las células se eliminaron a partir de los
cultivos antes de la posterior electroporacion, el ARN total se aislé y la expresion del ARNm de los
genes marcadores-ES humano OCT4 (enddgeno), TERT, GDF3 y DPPA4 se cuantifico por gRT-PCR.

14: Expresion de genes marcadores-ES murinos de MEFs electroporados

(A) MEFs se electroporaron seis veces consecutivas con 5 o 2.5ug de ARN-IVT que codifica ya sea
GFP (simulador) o los cuatro factores de transcripcion murino OSKM y se cultivaron en medio celular ES
de ratdn en presencia o ausencia de VPA 2 mM como indicado.

(B) Después de los intervalos de tiempo indicados, 10% de las células se eliminaron a partir de los
cultivos antes de la posterior electroporacion, el ARN total se aislé y la expresién del ARNm del gen
marcador-ES murino mTert se evalu6 mediante qRT-PCR.
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Ejemplo 1: Produccién del ARN IVT

La primera etapa en la produccién del ARN IVT comprende la linealizacion de un plasmido que contiene la secuencia
codificante de un factor particular y que tiene un promotor SP6 o el promotor T7 antes del codén de inicio, a partir de la
cual es posible una transcripcion in vitro. Para este fin, se usan enzimas de restriccién, por ejemplo. Después de la
linealizacion, la enzima se inactiva por precipitacion con fenol-cloroformo y se elimina. Para esto, se afadié un
isovolumen de una mezcla de fenol y cloroformo y mezcl6 bien.

Breve centrifugacion a 10 000 xg proporciona una separacion en una fase organica inferior y una fase acuosa superior,
que contiene el ADN. Este ultimo se transfiere a un nuevo recipiente de reaccion. A continuacion, la fase acuosa se
mezcla con un isovolumen de cloroformo puro, para eliminar cualquiera de los residuos de fenol. Después de la
centrifugacion, la fase acuosa se elimina y precipita durante 2 horas adicionando dos isovolumes de etanol y 10% de
acetato de sodio 3M v/v pH 4.5 a -20°C.

El ADN se sedimenta por centrifugacién durante 45 min a 10 000 xg a 4 ° C, lava con etanol al 70% para la eliminacion
de sales, y se obtiene en un volumen adecuado de agua libre de RNasa. La electroforesis en gel se usa para verificar
que linealizacién fue exitosa y completa. La concentracion del ADN se determina fotométricamente a 260nm. Para la
determinacion de la pureza del ADN, se mide adicionalmente la densidad 6ptica a 280 nm para obtener las relaciones
de OD260/280.

10 pug de ADN linealizado se usa para la transcripcién in vitro. Para esto, 40 ul de dNTPs, con 4/5 del dGTP
proporcionado adicionalmente con una estructura Cap, 10 pl de tampo6n 10x, 20 pl de dTT y 10 pl de polimerasa T7 o
SP6 se incubaron durante 2h a 37°C. Las polimerasas se unen a sus secuencias de reconocimiento T7 o SP6, que se
ubican 5' de la ORF que se transcribe, y sintetizan la cadena de ARN complementaria.

El ARN IVT se purifica con el MegaClear Kit. Para esto, se obtiene en un concentrado de tampdn de union, que contiene
las sales necesarias para la unién éptima del ARN a la membrana de silice. La adiciéon de etanol elimina el agua de la
capa de hidratacion del ARN. La mezcla se carga en una columna de silice y centrifuga a 10 000 x g durante 2min. El
ARN se une a la columna, mientras que las impurezas, por ejemplo, residuos de enzimas, se elimina lavando. Después
de varias etapas de lavado, se eluye el ARN purificado. El tampén de elucion se precalienta a 95°C para hacer la
elucion mas eficiente

El control de calidad y cuantificacion se realizan mediante electroforesis en gel y mediante fotometria.
Ejemplo 2: Electroporacion de las células

El principio de la electroporacion se basa en alterar el potencial transmembrana de las células con un breve pulso de
corriente. La alteracion del potencial transmembrana por un estimulo externo se describe por la siguiente ecuacién:

AV = fEeqr cos §

Vm es el potencial transmembrana y f es un factor de forma, que describe la influencia de la célula en la distribucion del
campo extracelular. fEex describe el campo eléctrico aplicado, r el radio de la célula y ¢ el &ngulo en el campo eléctrico
externamente aplicado. El factor f se da frecuentemente como 1.5, aunque depende de muchos otros factores. La
electroporacion de las células es exitosa si el campo eléctrico aplicado excede la capacidad de la membrana celular, es
decir, AV, es mayor que un valor umbral AVs, dado como 1V (Kinosita, K., Jr. y Tsong, T.Y. (1977) Nature 268, 438-
441). Ya que la construccion de la membrana celular como una bicapa es una caracteristica que es comudn en las
células eucariotas, este valor muestra poca variacién para diferentes lineas celulares.

A través de la ruptura dieléctrica del potencial transmembrana, se forman poros hidréfilos transitoriamente, a través de
los cuales el agua penetra dentro de la célula, por ejemplo, transportando moléculas por ejemplo acidos nucleicos en las
células (Weaver, J.C. (1995) Methods Mol. Biol. 55, 3-28; Neumann, E. y otros (1999) Bioelectrochem. Bioenerg. 48, 3-
16).

Antes de la electroporacion, las células adherentes usadas se cultivan hasta semi-confluencia, se lavan con PBS y se
desprenden de los frascos de cultivo de células con tripsina. Las células se transfirieren a un medio con 10% de FCS
(suero de ternera fetal) y centrifugan durante 8min a 500 x g. El sedimento se resuspende en el medio libre de suero X-
Vivo y centrifuga de nuevo durante 8 min a 500 x g. Esta operacion de lavado se lleva a cabo dos veces mas para
eliminar los residuos de FCS, que pueden interferir con la electroporacion subsiguiente.
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Después del lavado, las células se ajustan en 250 pl a la densidad celular deseada, transfieren a las cubetas de
electroporacion y se colocan en hielo. Después de anadir la cantidad apropiada de ARN transcrito in vitro y agitando
cuidadosamente, la electroporacién se lleva a cabo a 200 V y 250uF. Después, las células se transfieren
inmediatamente al medio nutriente adecuado para la incubacion.

De acuerdo con la invencién, fue posible transfectar lineas celulares con una eficiencia de hasta 90% o incluso mas.

Ademas, se puede excluir la influencia del conteo de células en la eficiencia de transfeccién en un intervalo de células
entre 2x10° y 2x10”. Las condiciones de electroporacion no tienen ademas una influencia decisiva en la eficacia de
transfeccién en el intervalo ensayado

Estabilidad del ARN se demostr6 en un periodo de 24 horas, mientras que la proteina se puede detectar en las células
durante un periodo de 48-72 horas, dependiendo de su media vida.

Se puede demostrar que existe una dependencia directa entre la cantidad de ARN ftransfectada y la cantidad de
proteina disponible.

Ejemplo 3: Estabilidad de las proteinas expresadas por ARN transfectado.

Se examina a continuaciéon cémo las proteinas largas con diferentes tiempos de media vida pueden ser detectadas de
forma estable en las células después de la transferencia del ARN IVT. Células 786-0 se transfectaron con 20 ug de
ARN IVT eGFP y ARN IVT 2dGFP, respectivamente, y se midio la intensidad de fluorescencia en el transcurso de
tiempo de 3 h a 120 h. La proteina eGFP tiene un tiempo de media vida de 16 horas, mientras que el tiempo de media
vida de la variante desestabilizada de 2dGFP debido a la integracion de una secuencia de aminoacidos de PEST que
efectla la degradacién de proteinas se reduce a 2 h (Clontech, 1998). El experimento mostré que ya después de 4 h fue
detectable una cantidad sustancial de proteina traducida que aumentdé mas aun hasta 24 h después de la transfeccion.
La cantidad de proteina eGFP permanece relativamente constante durante mas de 120 h. Aun el 2dGFP
desestabilizado muestra la expresion de proteina estable durante 48 h (Fig. 1). Para inducir la expresion de la proteina
de 2dGFP que es estable durante un largo periodo de tiempo el ARN puede transfectarse cada 48 h.

Ejemplo 4: Examen de los efectos debido a la metodologia después de la electroporaciéon del ARN

A continuacion se examinan los efectos inespecificos que se inducen mediante la electroporacion e introduccion del
ARN de cadena simple dentro de las células. Estos efectos pueden superponer la diferenciacion celular inducida por un
producto génico especifico transferido como ARN IVT. 2x10” de las células 786-0 se transfectaron con 20 ug de ARN
IVT eGFP y se cultivaron durante otras 8 h, 24 h'y 72 h. Una comparacion con las células sin transfectar no mostr6 un
cambio en el comportamiento del crecimiento ni mostrdé una apoptosis intensa. La porcion de células vivas después de
la transfeccién en cada caso fue aproximadamente 95%.

En una etapa adicional, el ARN se extrajo de las células y se uso6 para la preparacion de sondas. Las sondas se
hibridaron en un chip de matriz de microarreglo de ADNc con varios cientos de genes. Esto se siguié por una evaluacion
basica usando el programa ImaGene del software version 4.1 (BioDiscovery, Los Angeles, California). Las impurezas de
la matriz que eran visibles a simple vista se enmascararon manualmente. Después de la normalizacion con los genes de
control que también se puntearon en la matriz, se obtuvieron los niveles relativos de expresion en comparacion con la
referencia. Se muestra en la Tabla 1 el nimero de genes significativamente regulados.

Tabla 1: Nimero de genes significativamente regulados en 2x10” células 786-0 que se transfectaron con 20 ug de
ARN IVT eGFP en comparacién con las células de control sin transfectar. Sélo una regulacion de >2 y <0,5,
respectivamente, se considerd un cambio significativo.

Factor de [NUmero de genes Nimero de genes |Numero de genes

regulacion regulados después de |regulados después de |regulados después de
8h 24 h 72 h

>2 10 (0,87%) 0 0

<0,5 48 (4,16%) 15 (1,3%) 0

El nimero de genes significativamente regulados fue moderado y disminuyé con el tiempo. 24 h después de la
electroporacion e introduccion del ARN de simple cadena en las células, sélo 15 genes (1,3%) se expresan
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diferencialmente aun. La regulacién especifica a eGFP de los genes se excluy6é por medio de un analisis adicional de
las células que se transfectaron usando ARN IVT irrelevante.. Como consecuencia, es baja la disfuncion del
transcriptoma de las células en términos de una regulacién de genes inespecifica que es causada inherentemente por la
metodologia. La reprogramacion de las células mediante la transfeccién con el ARN IVT se espera por lo tanto, que no
se afecte con las dificultades inherentes a la metodologia o sélo en una parte muy pequefa.

Ejemplo 5: Reprogramacion de las células por medio de la introduccion del ARN que codifica para factores de
transcripcion

Para examinar si la introduccién de genes puede usarse para cambiar el programa celular, se analiza el efecto de la
transfeccién de los factores de transcripcién oncogénicos SYT-SSX1 y SYT-SSX2 que resulta de la translocacion t(X;
18) (p11.2; g11.2) (Clark y otros, 1994; Crew y otros, 1995) y se detectan en mas del 90% de los sarcomas sinoviales
(Sreekantaiah y otros, 1994). Los cambios moleculares causados por la transfeccién del ARN IVT SYT-SSX1 y SYT-
SSX2 se analizaron mediante la matriz de microarreglos de oligonucleotidos Affymetrix. Los diferentes constructos se
transfectaron cada uno por triplicado. La transfeccion con eGFP se realizé para examinar la eficacia de transfeccion en
el microscopio de fluorescencia. Se determiné después de 8 h una eficacia de transfeccién de mas de 95% (datos no
mostrados). Las células se recogieron después de 8 h, 24 h y 72 h, respectivamente, y se extrajo el ARN. Para analizar
los cambios moleculares en las células de los genes enumerados después de la transferencia de ARN usamos la matriz
de microarreglos de oligonucleétidos Affymetrix que permite el examen simultdneo de los cambios en la expresién de
22,000 genes.

Para analizar las células transfectadas con SYT-SSX2 y eGFP, dos matrices de genoma humano U133A se hibridaron a
las 8 h'y 24 h en cada caso. SSX2 y SYT-SSX1 se examinaron en las determinaciones individuales a las 8 hy 24 h. La
evaluacion de los datos se realizd usando el software Microarray Suite 5.0 asi como el ArrayAssist (Fig. 2). El nimero
de genes significativamente regulados en la comparacién entre los duplicados fue cero. Esto resultd en una confianza
suficiente con respecto a la reproducibilidad de los resultados de manera que también los resultados de los
microarreglos de los transfectantes que sélo estuvieron representados por determinaciones individuales (SYT-SSX1 y
SSX2) se podrian incluir en el andlisis.

Para la determinacién de los genes que son significativamente regulados por SYT-SSX2, se tomaron como base los
valores de expresién de las células transfectadas con eGFP y el patrdn de expresion de las células transfectadas con el
ARN IVT SSX2, SYT-SSX1 y SYT-SSX2 se compararon a ellos (Fig. 3). La evaluacion de los datos se realiz6 usando
los programas Microarray Suite 5.0 y ArrayAssist. La Fig. 3a demuestra ilustrativamente la expresion diferencial de
genes por SYT-SSX2.

Para la evaluacion, una regulaciéon con al menos un factor de dos se tomé como una base que se corresponde con el
intervalo de sensibilidad del sistema. Un valor de p=5% se consideré como criterio de significacion. Bajo estas
condiciones, 185 genes se pueden detectar en las células transfectadas SYT-SSX2 después de 8 h 'y 218 genes pueden
detectarse después de 24 h. La porcidén de genes que se regulan después de 8h asi como después de 24h es 41,3%
(Fig. 3b).

Los genes regulados pueden ser asignados a diferentes grupos sobre la base de su funcién. Estos son, por ejemplo,
factores de crecimiento, genes neuronales, genes asociados a tumores, colagenos, asi como los que estan implicados
en los procesos de transduccion de sefiales, adhesién celular, desarrollo celular y diferenciacion celular, asi como en la
regulacién del ciclo celular.

En este sentido, es notable que la porcién de genes sobreexpresados es significativamente mayor que la porcién de
genes suprimidos. Los genes que estan regulados por SYT-SSX1 son >95% idénticos a los que también se regulan por
SYT-SSX2.

La expresion diferencial in vivo de los genes analizados se puede confirmar claramente en los sarcomas sinoviales. El
aumento de la expresién de BMP-7 y EphA4 ya se describié en otros estudios (Nagayama y otros, 2002). La
sobreexpresion en los sarcomas sinoviales fue detectable también para FGFR4, p57, BMP5 y PGF.

Los estudios muestran que la transferencia de factores de transcripcion del RNA puede usarse con éxito para cambiar la
diferenciacion de las células.

Ejemplo 6: Reprogramacion de las células por medio de la introduccién del ARN que codifica para cécteles de factores
de transcripcion

El ARNm traducido in-vitro (ARN-IVT) que codifica el céctel de TFs OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC (OSKM) o OCT4,
SOX2, LIN28 y NANOG (OSLN) se electrotransfirio en el citoplasma de los fibroblastos humanos o murinos.
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En un primer conjunto de experimentos, se optimizan los pardmetros de electroporacion usando ARN-IVT que codifica
eGFP para fibroblastos de prepucio de recién nacido humano (CCD1079Sk) y fibroblastos embrionarios de raton (MEF).

Como medida general para aumentar la estabilidad de los constructos de ARN-IVT y la traduccion de la proteina, la
secuencia de nucleétidos de los TFs se optimizd en codones para aumentar el contenido de GC y para mejorar la
traduccién en las células humanas o murinas. Dado que la eficacia de la expresién y la estabilidad del ARN-IVT
depende principalmente de la estructura 5'-CAP, se evalud el efecto de tres estructuras 5'-Cap diferentes (Fig. 4) que
estan bien establecidas en nuestro laboratorio sobre la expresién de la luciferasa en las células CCD1079Sk.

Se encontré que la eficiencia de la electroporacion es consistentemente mayor 90%, que es superior que las eficiencias
de transduccion retroviral publicadas por otros (Takahasi y otros, 2006; Takahasi y otros, 2007). Especialmente, se ha
de considerar que una eficiencia de infeccidon de 80% para un vector retroviral significa que las eficiencias de
cotransduccion de los 4 vectores requeridos seran inferiores (0,84=0,4). Nuestro enfoque, la co-electroporacion de los 4
TFs asegurara la transferencia de los 4 factores en mas de 90% de las células.

Se observd que se alcanza la eficiencia més alta cuando las células CCD1079SK o MEFs se electroporan con
300uF/250V o 500uF/250V respectivamente con respecto a la fluorescencia media de eGFP (que se corresponde con el
nivel de expresion mas alto)(Fig. 5).

Ademas se encontréo que el ARNm-IVT con estructura de cap D1 mostrd la expresién mas alta y mas estable de la
luciferasa en células CCD1079Sk (Fig. 6) y por lo tanto se eligioé para los experimentos posteriores. EIl ARNm-IVT con
estructura cap D2 mostré mayor y mas estable expresion de la luciferasa que el ARNm-IVT con estructura cap ARCA.

A continuacién se examiné la cantidad intracelular del ARN electroporado y los niveles de expresion de los constructos
de ARNm exdgenos que codifican los seis TFs SOX2, OCT4, KLF4, cMYC, NANOG, y LIN28. Los oligonucleétidos
especificos para los constructos de codones optimizados se usaron en estudios de gRT-PCR. En el mismo conjunto de
experimentos se determin6 la media vida del ARN-IVT y las proteinas codificadas en el transcurso de los experimentos.

Se encontrd que:

(i) pueden detectarse altos niveles de ARN-IVT por qRT-PCR después de 24 horas en las células CCD1079Sk
electroporadas (Fig. 7),

(i) el ARN-IVT de los seis factores de transcripcién se detecta bien aun 168h después de la electroporacion
(Fig. 7),

(iii) el ARN-IVT que codifica los cuatro TFs SOX2, OCT4, KLF4, y cMYC (OSKM) se traducen en altos niveles
de proteina 24 h después de la electroporacion como segin se supervisé mediante andlisis de
inmunoelectrotransferencia (Fig. 8),

(iv) OCT4 - junto con SOX2 la TF mas importante para la reprogramacion (Huangfu y otros, 2008) - se expresé
durante 72 h (en células CCD1079Sk) en 96 h (en MEFs) a niveles similares a o niveles mas altos que en las
células NTERA, una linea celular de carcinoma embrionario- la expresion de SOX2 fue detectable durante 48
horas (en células CCD1079Sk) en 72 h (en MEFs) (Fig. 8) y

(v) MYC y KLF4 se expresaron al menos 24 h (en células CCD1079Sk) y 48 h (en MEFs). Para ambas TF se
publican las media-vidas cortas (Chen y otros, 2005 Cancer Res. 15;65(22), 10394-10400; Sears y otros, 2000,
Genes & Dev. 14: 2501-2514) (Fig. 8).

Dado que esta bien establecido que todas las células madre pluripotentes de mamiferos expresan actividad de fosfatasa
alcalina (AP) y que AP es un marcador temprano del proceso de reprogramacion (Pera y otros, 2000, Journal of Cell
Science 113, 5-10; Brambrink y otros, 2008, Cell Stem Cell. 7, 151-159;0'Connor y otros, 2008, Stem Cells, 26, 1109-
1116), se determiné la induccién de la expresion AP en una Unica electroporacion del ARN-IVT que codifica los cuatro
TFs OSKM (15ug cada TF).

Se encontré que 10 dias después de la electroporacién aproximadamente 6% de las células se tifieron positivo para AP
segun lo revelado por analisis FACS (Fig. 9). Estos datos coinciden con los datos publicados recientemente que
muestran que la expresion de 3 dias de los cuatro TFs OSKM en un sistema inducible a la doxiciclina conduce a
aproximadamente 5% de células positivas a AP (Brambrink y otros, 2008). Como se mencioné anteriormente, una Unica
electroporacion conduce también a una expresién de 3 - 4 dias.

Sin embargo una unica electroporacion no fue suficiente para inducir el crecimiento de colonias iPS. Esto esta de
acuerdo con los datos recientemente publicados que muestran que la induccién de AP es reversible y los TFs necesitan
ser expresados al menos 12 dias para completar el proceso de reprogramacion (Brambrick y otros, 2008). Sobre la base
de los experimentos de cinética (Fig. 8) células CCD1079Sk y MEFs se electroporaron por tanto repetidamente cada 48
horas, lo que significa que se requieren 6 electroporaciones para garantizar al menos 12 dias de la expresién de TF.
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Después de diferentes intervalos de tiempo se tifieron las células para el marcador temprano de reprogramacion AP y
analizaron mediante microscopia de fluorescencia. Ademas se aisl6 el ARN total a partir de células justo antes de cada
electroporacion y evalud la expresién del ARNm de marcadores celulares endégenos ES humano y murino mediante
PCR en tiempo real cuantitativo. En nuestro estudio se incluy6 el inhibidor de HDAC VPA , ya que se demostré que el
VPA mejora la eficacia de la reprogramacién (Huangfu y otros, 2008).

Se encontré que:

(i) las células se tifieron reproducible positivas para AP. AP se indujo aun en intervalos de tiempo tempranos
como se analizé en el primer experimento (4 a 7 dias). La cantidad de ARN-IVT resultante en la positividad de
AP se alcanz6 desde tan poco como 1.25ug por TF hasta 5ug por TF (Fig. 10y 11),

(i) la adicién de VPA aumenta en gran medida el porcentaje de MEFs AP-positivas electroporadas con ARN-
IVT que codifica los cuatro TFs OSKM (Fig. 11),

(iii) los marcadores celulares ES humano y murino que subrayan mas aun el proceso de reprogramacion se
indujeron: OCT4 enddégeno humano (Fig. 12), TERT humano y murino (TERT) (telomerasa transcriptasa
inversa) (Fig. 12-14), GDF3 humano (factor de diferenciacién del crecimiento 3) (Fig. 12 y 13) y DPPA4
humano (asociado al desarrollo de la pluripotencia 4) (Fig. 13). Sin embargo la adicién de VPA a AP aument6
la induccién de marcador celular ES humano y murino (Fig. 12-14) y

(iv) la electroporacion repetitiva se asocia con una pérdida de la viabilidad celular que se volvié evidente s6lo
después de la segunda electroporacién. La viabilidad disminuyd mas aun con cada siguiente electroporacion.

La adicion de células previamente no electroporadas (que sirven como células "vehiculo") durante la 4ta y 6ta
electroporacion result6 rescatar las células electroporadas (Fig. 14A).

Se encontr6 que un gran niumero de células permanecieron viables después de ultima electroporacion. Esto nos
permitié cultivar en placa estas células sobre las células alimentadoras MEF irradiadas. La consecuencia de las colonias
pluripotentes a partir de estas células esta todavia bajo investigacion.

En conjunto nuestros datos muestran que la electro-transferencia del ARN-IVT que codifica TFs que regulan la
pluripotencia de células madre en las células somaticas inicia con éxito el proceso de reprogramacién. Se espera que el
problema de la viabilidad limitada de las células puede mejorarse mediante la reduccién del tiempo de expresion de TF
necesario para reprogramar las células o el aumento de la supervivencia de las células durante la electroporacion.

Se espera que las siguientes medidas reduzcan la duracién de la reprogramacion:

(i) Se publicé recientemente que los queratinocitos son mas rapidamente y mas eficazmente reprogramados en las
células pluripotentes que en los fibroblastos (Aasen y otros, 2008, Nat. Biotechnol. 26, 1276-84). Por lo tanto, se espera
que usando queratinocitos tales como queratinocitos primarios (queratinocitos epidérmicos normales humanos;.
Promocell, Heidelberg, Alemania) un numero reducido de electroporaciones sera suficiente para cubrir el periodo de
expresion requerido.

(i) Se publicé recientemente que la expresion de las proteinas que se saben que inmortalizan las células, hTERT y gran
antigeno T- SV40, mejoran la eficacia y el ritmo de la reprogramacion (Park y otros, 2008, Nature Protocols 3, 1180-
1186; Mali y otros, 2008). Por lo tanto, la adicién del ARN-IVT que codifica tales proteinas tal como ARN-IVT que
codifica el gran antigeno T de codén optimizado del céctel-TF se espera proporcione un efecto beneficioso.

Se espera que las siguientes medidas aumenten la supervivencia de las células:

(i) los parametros de voltaje y capacidad de las electroporaciones usadas en la presente se optimizaron para los niveles
de expresion maxima después de una electroporacion. Sin embargo, incluso las condiciones mas suaves resultaron en
porcentajes similares de células transfectadas con los niveles de expresién ligeramente reducidos como supervisado
mediante la fluorescencia media de GFP (Fig. 4). Por lo tanto, los parametros se deben optimizar més aun con respecto
a la supervivencia después electroporaciones repetidas sin aceptar la eficacia de transfeccion inferior al 75%.

(i) Los resultados mostraron que los fibroblastos humanos se convierten y permanecen AP positivos durante al menos
10 dias después de una Unica electroporacién que es dos o tres veces mas extensa que la expresion del TFs exdgeno.
En nuestros experimentos de cinética se indica que el fibroblasto humano comienza a recuperarse del dafio inducido por
la electroporacion después de aproximadamente 96 horas. Por lo tanto, se entiende que la frecuencia de
electroporaciones puede elevarse a 96 o 120 horas para permitir una mejor recuperacion de las células sin perjudicar el
proceso de reprogramacion.

(iii) Ademas de las modificaciones en las condiciones y frecuencias de electroporacion, una supervivencia aumentada
puede también obtenerse mediante la inhibicion de la apoptosis previniendo la sobre-regulacion de la proteina pro-
apoptética p53. Para este objetivo se afadira la E6 proteina transformante del virus del papiloma humano 16 (VPH-16
E6) a nuestro coctel-TF. E6 inhibe la apoptosis mediante la inducciéon de la poli-ubiquitinilacién y la degradacion
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proteasomal de p53 y al interferir con otras proteinas pro-apoptéticas (Bak, FADD, procaspase-8). Ademas, induce la
expresion de hTERT y coopera positivamente con ¢c-MYC (Ristriani y otros, 2008, Oncogene [en imprenta]; Narisawa-
Saito & Kiyono 2007, Cancer Sci., 98(10),1505-11).

(iv) Ademas aumentara la media vida de la proteina MYC mediante la introduccion de una mutacién puntual de
estabilizacién (Thr-58 en Ala-58) que se encuentra en el linfoma de Burkitt y se ha descrito anteriormente (Sears y otros,
2000; Gregory & Hann 2000 Mol. Cell. Biol., 20(7) 2423-2435).

(v) Se eliminara funcionalmente un dominio PEST desestabilizador en ¢c-MYC para aumentar ain mas la media vida.
Las supresiones del dominio PEST demostraron aumentar la estabilidad de c-MYC (Gregory & Hann 2000).
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Ser

Arg

Leu

Met

Gly
310

ES 2532125713

Ala

Ser

His

Arg

Thr

215

Gly

Glu

Ala

Pro

Ser

295

Thr

Gly

Asn

Pro

Tyr

200

Tyr

Thr

Ala

Pro

Gly

280

Gln

Leu

val

Gly

Gly

185

Asp

Met

Pro

Ser

Cys

265

Ala

His

Pro

33

Asn

Ser

170

Leu

vVal

Asn

Gly

Ser

250

Gln

Glu

Tyr

Leu

Gln
155

Tyr

Asn

Ser

Gly

Met

235

Ser

Ala

val

Gln

Ser
315

Arg

Ser

Ala

Ala

Ser

220

Ala

Pro

Gly

Pro

Ser

300

His

Met

Met

His

Leu

205

Pro

Leu

Pro

Asp

Glu

28S

Gly

Met

Asp

Met

Gly

190

Gln

Thr

Gly

val

Leu

270

Pro

Pro

Ser

Gln

175

Ala

Tyr

Tyr

Ser

val

2S5

Arg

Ala

val

Tyr

160

Asp

Ala

Asn

Ser

Met

240

Thr

Asp

Ala

Pro
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attataaatc
gttattatgc
tatttctcta
ctcttaaatt
caaagcttgce

tgtgggectg

gagactgtct

tccaccagtce
gacaaggtcc
gtactcaatg
tccaacatcc
aaatctaaga
gcctcagcac
ccgactggga
cagacccaga
caatcctgga
cagtcctgca
gctgetgggg
accatggatt
gtgaaactga
tcccatccect
catccagtca
tttttteetet
aacggagtct
agctcegtcet
caggcgeecg
tgtgttagcc
aacagctggg
ccttggctgce
ggtttagaat
tcgtattgtt
taagctgtaa
taatttgttg
acatgagtac

gttgatttta

tagagactcc
aggcaactca
acatcttcca
ttttectect
cttgctttga
aagaaaacta

ctectettec

ccaaaggcaa
cggtcaagaa
atagatttca
tgaacctcag
ggtggcagaa
ctacctaccc
accttecaat
acatccagtc
acaatcaggc
tgcagttcca
aaggccttaa
tattcctaaa
tattactcaa
cataggattt
atctcatgga
ttcctattgg
tgctctgtcg
ccecgggttcea
ccacctegee
aggatggtct
atttacaggc
cgtctctggce
ctaacctcaa
tgggattggg
catacttaat
gttgtgctaa
tgctttagtt

ccctgattte

ES 2532125713

aggattttaa
ctttatccca
gaaaagtctt
cttectctat
agcatccgac
tccatccttg

ttcctecatg

acaacccact
acagaagacc
gagacagaaa
ctacaaacag
aaacaactgg
cagcctttac
gtggagcaac
ctggagcaac
ctggaacagt
gccaaattct
tgtaatacag
ctactccatg
tttcagtctg
ttcttgtteg
gggtggagta
atcttcetgg
cccaggetgg
cgccattctc
cggctaatat
cgatctcetg
gtgagccacc
tatagataag
gaataagaaa
aggetttget
tgatttctta
tctttgtaga
ggtttaagtt

accgagtgtt

cgttctgectg
atttcttgat
aaagctgcect
actaacatga
tgtaaagaat
caaatgtctt
gatctgctta

tctgcagaga
agaactgtgt
tacctcagcce
gtgaagacct
ccgaagaata
tcttcctacc
cagacctgga
cactcctgga
cccttctata
cctgccagtyg
cagaccacta
aacatgcaac
gacactggct
gaaaccacgt
tggttggagce
agaaaatact
agtgcagtgg
ctgcctcagce
tttgtatttt
accttgtgat
gcgceectgcec
tagatctaat
tacaagtaca
tattttttaa
ccgtttttgg
aagaggtctc
caaatgaatg

tcaatgagta

34

gactgagctg
acttttcett
taaccttttt
gtgtggatcc
cttcacctat
ctgctgagat
ttcaggacag

agagtgtcgc
tctcttecac
tccagcagat
ggttccagaa
gcaatggtgt
accagggatg
acaattcaac
acactcagac
actgtggaga
acttggaggc
ggtattttag
ctgaagacgt
gaatccttcce
gttctggttt
ctaatcagcg
teteteeeet
cgcggtcttg
ctcccgagca
tagtagagac
ccacccgect
tagaaaagac
actagtttgg
aattggtgat
aaactattga
ctctgttttg
gtatttgctg
aaacaactat

aatatacagc

gttgcctcat
ctggaggtcc
tccagtecac
agcttgtcece
gectgtgatt
gcctcacacg

ccctgattet

aaaaaaggaa
ccagctgtgt
gcaagaactc
ccagagaatg
gacgcagaag
cctggtgaac
ctggagcaac
ctggtgcacc
ggaatctctg

tgccttggaa

tactccacaa

gtgaagatga
tctccecceetece

ccatgatgcc

‘aggtttettt

ttttttttga
gctcactgcea
gctgggacta
ggggtttcac
cggcctceet
attttaataa
atatctttag
gaagatgtat
ggtaaagggt
ctatatccce
catcgtaatg
ttttccttta

ttaaacat

60
120
180
240
300
360

420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2098
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<210>6

<211> 305
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

Met

1

Ser

Glu

Glu

Ser

Glu

Lys

Axrg

Serx

Asn

14S

Leu

Leu

Gln

Thrx

225

Tyr

Ser

ASp

Asn

Thr

So

Pro

Lys

Thr

Phe

Asn

130

Gln

Ser

Tyr

Pro

Thr

210

Trp

Asn

val

Cys

AsSp

Ser

Arg

Gln

115

Ile

Arg

Asn

Ser

Met

195

Gln

Cys

Cys

Asp

Lys

20

Pro

Ser

Ser

Vval

Thr

100

Leu

Met

Gly

Ser

180

Trp

Asn

Thr

Gly

Pro

Glu

Ser

Pro

Ser

Ala

85

val

G1ln

Asn

Lys

val

165

Ser

Ile

Gln

Glu
245

Ala

Ser

Leu

Leu

Thr

70

Lys

Phe

Lys

Leu

Ser

1s0

Thr

His

Asn

Gln

Ser

230

Glu

ES 2532125713

Cys

Ser

Gln

Pro

55

Ser

Lys

Ser

Tyr

Ser

135S

Lys

Gln

Gln

Gln

Serx
215

Txp

Ser

Pro

Pro

Met

40

Ser

Pro

Glu

Sexr

Leu

120

Arg

Lys

Gly

Thr
200

Trp

Asn

Leu

35

Gln
Met
25

Ser
Ser
Lys
ASp
Thrx
105
Ser
Lys
Txrp
Ala
Cys
185
Trp
Ser

Asn

Gln

Ser

10

Pro

Ser

Met

Gly

Lys

90

Gln

Leu

Gln

Gln

Ser

170

Leu

Asn

Agn

Gln

Ser
250

Leu

val

Ala

Asp

Lys

7S

val

Leu

Gln

vVal

Lys

1SS

Ala

val

ABn

His

Ala
235

Cys

Pro

Ile

Glu

Leu

60

Gln

Pro

Cys

Gln

Lys

140

Asn

Pro

Asn

Ser

Ser
220

Trp

Met

Cys

cys

Met

45

Leu

Pro

val

val

Met

125

Thr

Asn

Thr

Pro

Thr
205

Trp

Asn

Gln

Phe

Gly

Pro

Ile

Thr

LyS

Leu

110

Gln

Trp

Trp

Thr
190

Trp

Asn

Ser

Phe

Glu

Pro

His

Gln

Ser

Lys

95

Asn

Glu

Phe

Pro

Pro

17S

Gly

Ser

Thr

Pro

Gln
2585

Ala

Glu

Thr

AsSp

Ala

80

Gln

Asp

Leu

Gln

Lys

160

Serx

Asn

Asn

Gln

Phe

240

Pro



ES 2532125713

Asn Ser Pro Ala Ser Asp Leu Glu Ala Ala Leu Glu Ala Ala Gly Glu
260 265 270

Gly Leu Asn Val
275

Ile Gln Gln Thr Thr Arg Tyr Phe Ser Thr Pro Gln
280 285

Thr Met Asp Leu Phe Leu Asn Tyr Ser Met Asn Met Gln Pro Glu Asp

25

30

35

40

45

50

55

60

290 295 300
val
305

<210>7

<211> 780

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7
gtgcggggga agatgtagca gcttcttctc cgaaccaacc ctttgectte ggacttctece 60
ggggccagca gccgcécgac caggggcccg gggccacggg ctcagccgac gaccatgggé 120
tccgtgteca accagcagtt tgcaggtggc tgegccaagg cggcagaaga ggcgeccgag 180
gaggcgcedgg aggacgcgge ccgggcggcg gacgagecte agetgetgca cggtgeggge 240
atctgtaagt ggttcaacgt gcgcatgggg ttcggettec tgtccatgac cgececgegee 300
ggggtcgege tcgacccccc agtggatgtc tttgtgcacc agagtaagct gcacatggaa 360
gggttcecgga gecttgaagga gggtgaggca gtggagttca cctttaagaa gtcagcecaag 420
ggtctggaat ccatccgtgt caccggacct ggtggagtat tctgtattgg gagtgagagg 480
c¢ggccaaaag gaaagagcat gcagaagcgc agatcaaaag gagacaggtg ctacaactgt 540
ggaggtctag atcatcatgc caaggaatgc aagctgecac cccagcccaa gaagtgecac 600
ttctgeccaga gecatcageca tatggtagecc tcatgtecege tgaaggecca gcagggecct 660
agtgcacagg gaaagccaac ctactttcga gaggaagaag aagaaatcca cagcecctace 720
ctgcteccegg aggcacagaa ttgageccaca atgggtgggg getattettt tgctatcagg 780

<210>8

<211> 209

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

36
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Met

Ala

Asp

val

Ala

65

Met

Phe

Gly

Met

Leu
145

Cys

Lys

Glu

Asn

Gly

Glu

Glu

Arg

50

Leu

Glu

Lys

Gly

Gln

130

Asp

His

Ala

Glu

<210>9

<211> 2639
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 9

Ser

Glu

Pro

35

Met

AsSp

Gly

Lys

Val

115

Lys

His

Phe

Gln

Glu
19S5

val

Ala

20
Cln

Gly

Pro

Phe

Ser

100

Phe

Arg

His

Cys

Gln

180

Glu

ES 2532125713

Ser Asn Gln Gln Phe Ala Gly Gly Cys Ala Lys Ala

5

10

15

Pro Glu Glu Ala Pro Glu Asp Ala Ala Arg Ala Ala

25

Leu Leu His Gly Ala Gly Ile Cys

Phe

Pro

Arg

85

Ala

Cys

Arg

Ala

Gln

165

Gly

Glu

Gly

Val

70

Ser

Lys

Ile

Ser

Lys

150

Ser

Pro

Ile

Phe

55

AsSp

Leu

Gly

Gly

Lys

- 138

Glu

Ile

Ser

His

40

Leu

val

Lys

Leu

Ser

120

Gly

Cys

Ser

Ala

Ser
200

37

Ser

Phe

Glu

Glu

105

Glu

Asp

LYS

His

Gln

185

Pro

Met

val

Gly

S0

Ser

Arg

Arg

Leu

Met

170

Gly

Thr

Thr

His

75

Glu

Ile

Arg

Cys

Pro

155

vVal

Lys

Leu

Ala

60

Gln

Ala

Arg

Pro

TYYX

140

Pro

Ala

Pro

Leu

30

Lys Trp Phe Asn

45

Arg

Ser

val

val

Lys

125

Asn

Gln

Ser

Thr

Pro
205

Ala

Lys

Glu

Thr

110

Gly

Cys

Pro

Cys

Tyr

190

Glu

Gly

Leu

Phe

Gly:

Lys

Gly

Lys

Pro

175

Phe

Ala

Val

His

80

Thr

Pro

Serxr

Gly

Lys

160

Leu

Arg

Gln
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ES 2532125713

tcgaggegac cgecgacagtg gtgggggacg ctgetgagtg gaagagageg cageceggec
accggaccta cttactegee ttgctgattg tetatttttg cqtttacaac ttttctaaga
acttttgtat acaaaggaac tttttaaaaa agacgcttcc aagttatatt taatccaaag
aagaaggatc tcggecaatt tggagttttg ggttttgget tegtttette tcttegttga

ctttggggtt caggtgccce agetgetteg ggetgeegag gacettetqg geecccacat

38

60
120
180
240

300
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taatgaggca
tctccacgtt
cgaataaccg
gccgccccta
gtgcggcttg
acgatctcct
tggccgccac
gccctgcecag
cgggcgtggce
ctccgacggce
tggccgagcet
cgccaggdtgg
gcgagtacgg
cggtggtggt
aggcggtctc
cggctgcaca
gtcttgagga
tccatcccca
tceccgecget
agccaaagag
acgcgggcetg
acacaggtga
cagatgaact
aatgcgaccg
aaatcccaga
tcacactgtc
gttcccaact
aaaatcaaag
acttgaatat
ggtataaatt
tgatgcaata

tatgatgtta

gccacctgge
cgcgtcectgge
ctggcgggag
tgacctggeg
cggcggtagce
ggacctggac
cgtgtccteg
cgcgecctec
gccgggeggce
tccecttcaac
cctgcggcecca
cgggctgatg
cagccecgteg
ggcgeccectac
ttcgtgcacc
cgacttcccce
agtgctgagc
cccggggccce
ccattaccaa
gggaagacga
cggcaaaacc
gaaaccttac
gaccaggcac
agcattttcc
cagtggatat
ttceccgatga
gagtcatctt
aacagatggg
tcectggactt
atatccgtga

taagcataaa

gaagaagagg

ES 2532125713

gagtctgaca
ccggcgggaa
gagctctccc
gcggcgaccg
aacctggcgce
tttattctet
tcagcgtcag
acctgcagct
acgggcggag
ctggcggaca
gaattggacc
ggcaagttcg
gtcatcagecg
aacggceggge
cacttgggcg
ctggggcggce
agcagggact
aattacccat
gagctcatgc
tcgtggcccce
tacacaaaga
cactgtgact
taccgtaaac
aggtcggacce
gacccacact
gggaaggagc
gtgagtggat
gtctgtgact
acaaaatgcc
gttgggggag
agatcacctt

aagaaattca

tggctgtcag
gggagaagac
acatgaagcg
tggccacaga
ccctaccteg
ccaattcgcet
cctcctcttc
tcacctatcc
gcctcctcta
tcaacgacgt
cggtgtacat
tgctgaaggc
tcagcaaagg
cgcecgcgcecac
ctggaccccc
agctccccag
gtcaccctge
ccttcctgecce
cacccggttce
ggaaaaggac
gttccecatet
gggacggctg
acacggggca
accertecgcecetet
gccagaagag
ccagccagaa
aatcaggaaa
ggatcttcta
aagggggtga

ggaagaccag

gtattctcett

ggtacagaaa

39

cgacgcgctqg
actgcgtcaa
acttccccceca
cctggagagce
gagagagacc
gacccatcct
gtcgtcecgcececg
gatccgggcec
tggcagggag
gagcccctcg
tccgecgecag
gtcgctgagc
cagcectgac
gtgccccaag
tctcagcaat
caggactacc
cctgcecgett
cgatcagatg
ctgcatgcca
cgccaccceac
caaggcacac
tggatggaaa
ccgecegttco
acacatgaag
aattcagtat
agcactacaa
aatgaggaat
tcattccaat
ctggaagttg
aattcccttg
taccttctaa

acatgtttaa

ctcccatctt
gcaggtgccc
gtgcttceccg
ggcggagccg
gaggagttca
ccggagtcayg
tcgagcagcg
gggaacgacc
tccgctcccee
ggcggcttcg
cagccgcagce
gcccecctggca
ggcagccacce
atcaagcagg
ggccaccgge
ccgaccectgg
cctecccecgget
cagccgcaag
gaggagccca
acttgtgatt
ctgcgaaccce
ttegeceecget
cagtgccaaa
aggcattttt
tttttacttt
tcatggtcaa
ccaaaagaca
tctaaatccg
tggatatcag
aattgtgtat
aagccattat

atagcctaaa

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220
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tgatggtgct
actgctgcat
aagtcaggta
actgtggttt
agaacaaatg
gcaaacgtct

gtattttgca

tggtgagtct
actttgacaa
atatacctgg
cagatgtgca
tgtttttcta
attttgtata

tactcaagqgt

ES 2532125713

tggttctaaa
ggaaaatcta
tttacttctt
ataatttgta
tatagttcect
tttgtaaact

gagaattaaqg

ggtaccaaac
tatttgtctt
tagcattttt

caatggttta

tgccttaata:

acaaagtaaa

ttttaaataa

<210> 10
<211> 470
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Met Ala
1

Gly Pro

Asn

Arg

Pro
50

Leu
Leu Glu
Pro Leu
Asp Phe
Thx

Ala

Ser
130

Ser

Ile
145

Arg

Gly Leu

val

Ala

Trp

35

Gly

Serxr

Pro

Ile

val

115

Gly

Ala

Leu

Ser

Gly

20

Arxrg

Arg

Gly

Arxg

Leu

100

Ser

Pro

Gly

Tyr

Asp

Arg

Glu

Pro

Gly

Arg

Ser

Ser

Ala

Asn

Gly

Ala

Glu

Glu

Tyrx

Ala

70

Glu

Asn

Ser

Ser

Asp

150

Arg

Leu
Lys
Leu
Asp
S5

Gly
Thr
Ser
A;a
Ala

135

Glu

Ser
10

Leu Pro

Thr Leu

2S

Arxg

Ser His Met

40

Leu Ala Ala

Ala Ala Cys

Glu Glu Phe

90

Thr
105

Leu His

Ser Ala Ser

120

Pro Ser Thr

Gly Val Ala

Ser Ala Pro

40

aaggaagcca
ccgatcaaca
atgcagacag
ttcccaagta
aatatgtaat
atgaacattt

acctataata

Phe Ser

Gln Ala

Lys Arg

45

Ala Thr

Gly
75

Gly
Asn AsSDp
Pro Pro
Ser

Serxr

Sex
140

cys

Pro
155

Gly

Pro Pro

aagttttcaa
tttatgacct
tctgttatge
tgccttaagc
ataaatttaa
tgtggagttt

ttttatctg

Thr

Gly

Leu

val

Ser

Leu

Glu

Ser

125

Phe

Gly

Thr

Phe Ala

15

Ser

Ala
30

Pro Asn

Pro Pro Val

Ala Thr Asp

Asn Leu Ala

Leu Asp Leu

9S

Sexr Val Ala

110

Ser Pro Serxr

Thx Pro

Tyr

Thr Gly Gly

160

Ala Pro Phe

2280
2340
2400
2460
2520
2580

2639
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Asn

Glu

Prxo

Ser

225

val

Tyxr

Val

His

Arg

305

Cys

Pro

Pro

Glu

Ala

385

Ser

Leu

Leu

Gln

210

Leu

Ser

Asn

Ser

Arg

290

Thr

His

Asgsn

Leu

Pro

370

Thr

Ser

His

Ala

Leu

19S

Ser

LysS

Gly

Ser

275

Pro

Thr

Pro

His

355

Lys

His

His

420

AsSp

180

Arg

Pro

Ala

Gly

Gly

260

Cys

Ala

Pro

Ala

Pro

340

Pro

Thr

Leu

Asp

165

Ile

Pro

Gly

Pro

Ser

245

Pro

Thr

Ala

Thr

Leu

325

Ser

Gln

Lys

cys

Lys

4085

Trp

Asn

Glu

Gly

Gly

230

Pro

Pro

His

Leu

310

Pro

Phe

Glu

Axrg

Asp

3950

Ala

Asp

ES 2532125713

Asp

Leu

Gly

215

Ser

ASp

Arg

Leu

Asp

295

Gly

Leu

Leu

Leu

Gly

375

His

Gly

425

Glu Leu Thr Arg His Tyr Arg Lys His
435

Cys Gln Lys

450

His Met Lys

465

440

455

Arg His Phe

470

Cys Asp Arg Ala Phe Ser

170

Vval Ser Pro Ser
185

Asp Pro Val Tyrxr
200

Leu Met Gly Lys

Glu Tyr Gly Ser
23S

Gly Ser His Pro
250

Thr Cys Pro Lys
265

Gly Ala Gly Pro
280

Phe Pro Leu Gly

Leu Glu Glu val
315

Pro Pro Gly Phe
330

Pro Asp Gln Met
345

Met Pro Pro Gly
360

Arg Arg Ser Trp

Ala Gly Cys Gly
39S

Leu Arg Thr His
410

Cys Gly Trp Lys

430

Thr Gly His Arg Pro
445

Arg Ser Asp His Leu
460

41

Gly

Ile

Phe

220

Pro

val

Ile

Arg

300

Leu

His

Gln

Ser

Pro

380

Lys

Thx

Phe

Gly

Pro

205

VvVal

Serxr

val

Lys

Leu

28S

Gln

Sexr

Pro

Pro

Cys

365

Arg

Thr

Gly

Ala

Phe Gln

Ala Leu

Phe
190
Pro
Leu
val
val
Gln
270
Ser
Leu
Ser
His
Gln
3S0

Met

Lys

Glu

Arg

17S

val

Gln

Lys

Ile

Ala

255

Glu

Asn

Pro

Arg

Pro

33s

val

Pro

Arg

Thxr

Lys

415

Ser

Gln

Ala

Serxr

240

Pro

Ala

Gly

Serxr

Asp

320

Gly

Pro

Glu

Thr

Lys

400

Pro

Asp
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<210> 11
<211> 2377
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

acceccecgage
tcetgectcg
gatcgcgctg
agcgagagge
gctgecgetge
cccageccte
tttgcccata
cgactctecc
aggaceccgcet
tagtggaaaa
actatgacct
tctaccagca
agaaattcga
cgecctecta
ggagcttctc
tgaaccagag
aggactgtat
cctaccaggc
gctccaccte
cctcggtggt
aagactccag

cgcagggcag

tgtgctgcte
agaagggcag
agtataaaag
agagggagcg
gggcgtectg
ccgctgatcce
gcagcgggcg
gacgcgggga
tctctgaaag
ccagcagcect
cgactacgac
gcagcagcag
gctgctgcece
cgttgeggtce
cacggccgac
tttcatctgc
gtggagcgge
tgcgcgcaaa
cagcttgtac
cttccectac
cgccttctcet

cceccgagecece

ES 2532125713

gcggceccgeca
ggcttctcag
ccggtttteg
agegggcggc
ggaagggaga
cccagccagce
ggcactttgc
ggctattctg
gctctccttg
cccgcgacga
tcggtgcagce
agcgagctgce
accccgcecce
acacccttet
cagctggaga
gacccggacg
ttctecggeecg
gacagcggca
ctgcaggatc
cctctcaacg
ccgtectegg

ctggtgctce

ccgececgggcec
aggcttggeg
gggctttatc
cggctagggt
tcecggagcga
ggtccgc;ac
actggaactt
cccatttggyg
cagctgcectta
tgccectcaa
cgtatttcta
agcececccgge
tgtccecctag
cccttcgggag
tggtgaccga
acgagacctt
ccgccaaget
gcccgaaccce
tgagcgccgce
acagcagctc
attctctgcet

atgaggagac

42

ccggcegtce
ggaaaaagaa
taactcgctg
ggaagagccg
atagggggct

ccttgeccgea

acaacacccecg

gacacttccc
gacgctggat
cgttagcttce
ctgcgacgag
gcccagcgag
ccgecgetcece
agacaacgac
gctgctggga
catcaaaaac
cgtctcagag
cgccegegge
cgcctcagag
gcccaagtcc
ctcectecgacg

accgceccace

ctggcteece
cggagggagg
tagtaattcc
ggcgagcaga
tcgcctctgg
tccacgaaac
agcaaggacg
cgccgetgcec
ttttttcggg
accaacagga
gaggagaact
gatatctgga
gggctctgcet
ggcggtggeg
ggagacatgg
atcatcatcc
aagctggcct
cacagcgtct
tgcatcgacc
tgcgcctcege
gagtcctccece

accagcageg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

1320
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actctgagga
aggctectgg
ctcacagcec
cgecteecte
gagtcctgag
aggagaatgt
aacggagctt
ccaaggtagt
aaaagctcat
ttgaacagct
gaaatgtect
caaccttgge
gactttgggce
tgtatttaag
tgccattaaa
ctagtatata
attttgettt

aatatatcat

<210> 12
<211> 454
<212> PRT

ggaacaagaa
caaaaggtca
actggtcctc
cactcggaag
acagatcagc
caagaggcga
ttttgcectg
tatccttaaa
ttctgaagag
acggaactct
gagcaatcac
tgagtcttga
ataaaagaac
aattgttttt
tgtaaataac
gtacctagta
ttaaagttga

tgagccaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 12

ES 2532125713

gatgaggaag
gagtctggat
aagaggtgec
gactatcctg
aacaaccgaa
acacacaacyg
cgtgaccaga
aaagccacag
gacttgttgce
tgtgegtaag
ctatgaactt
gactgaaaga
ttttttatge
aaaaaatttt
tttaataaaa
ttataggtac
ttetttteta

aaaaaaaaaa

aaatcgatgt
caccttctgc
acgtctecac
ctgccaagag
aatgcaccag
tcttggageg
tcececggagtt
catacatcct
ggaaacgacg
gaaaagtaag
gtttcaaatg
tttagccata
ttaccatett
aagatttaca
cgtttatagc
tataaacect
ttgtttttag

daaaaaa

43

tgtttctgtg
tggaggccac
acatcagcac
ggtcaagttg
ccccaggtcec
ccagaggagyg
ggaaaacaat
gtcecgtccaa
agaacagttg
gaaaacgatt
catgatcaaa
atgtaaactg
ttttttttct
caatgtttct
agttacacag
aatctttttt

aaaaaataaa

gaaaagaggc
agcaaacctc
aactacgcag

gacagtgtca

'tcggacaccg

aacgagctaa
gaaaaggccce
gcagaggagc
aaacacaaac
ccttctaaca
tgcaacctca
cctcaaattg
ttaacagatt
ctgtaaatat
aatttcaate
atttaagtac

ataactggca

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2377



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2532125713

Met Asp Phe Phe Arg Val Val Glu Asn Gln Gln Pro Pro Ala Thr Met
1 5 10 15

Pro Leu Asn Val Ser Phe Thr Asn Arg Asn Tyr Asp Leu Asp Tyr Asp
20 25 30

Ser vVal Gln Pro Tyr Phe Tyr Cys Asp Glu Glu Glu Asn Phe Tyr Gln
35 40 45

Gln Gln Gln Gln Ser Glu Leu Gln Pro Pro Ala Pro Ser Glu Asp Ile
50 55 60

Trp Lys Lys Phe Glu Leu Leu Pro Thr Pro Pro Leu Ser Pro Ser Arg
65 70 75 80
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Leu

Gln

Ser

Ile

145

Ser

Pro

Leu

Val

Ser

225

Ser

Glu

Asp

Gly

Pro

305

Gln

Ser

Arg

Leu

Phe

130

Gln

Glu

Asn

Gln

Phe

210

Gln

Thr

Glu

Glu

Lys

290

Pro

His

Gly

Gly

Gliu

115

Ile

Asp

Lys

Pro

Asp

195

Pro

AsSp

Glu

Thr

Glu

275

Axrg

His

Asn

Leu

Asp

100

Met

Cys

Cys

Leu

Ala

180

Leu

Tyx

Ser

Pro

260

Glu

Ser

Ser

TYyr

Cys
85

Asn
val
AsSp
Met
Ala
165
Arg
Serxr
Pro
Serxr
Ser
245
Pro
Ile
Glu

Pro

Ala
325
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sSer

Asp

Thr

Prxo

Trp

1850

Ser

Gly

Ala

Leu

Ala

230

Pro

Thr

Asp

Ser

Leu

310

Ala

Pro

Gly

Glu

Asp

135

Ser

TYyr

Ala

Asn

21S

Phe

Gln

Thr

Val

CGly

295

Val

Pro

Serxr

Gly

Leu

120

Asp

Gly

Gln

Ser

Ala

200

Asp

Ser

Gly

Ser

Val

280

Ser

Leu

Pro

45

Tyr

Gly

105

Leu

Glu

Phe

Ala

val

185

sSer

Ser

Pro

Ser

Ser

265

Serx

Pro

Lys

Ser

val

90

Gly

Gly

Thr

Ser

Ala

170

Glu

Ser

Serxr

Pro

250

ASD

val

Ser

Axrg

Thr
330

Ala

Serx

Gly

Phe

Ala

1SS

Arg

Ser

Ccys

Ser

Ser

235

Glu

Ser

Glu

Ala

Cys
315

AxXrg

val

Phe

Asp

Ile

140

Ala

Lys

Thr

Ile

Pro

220

Asp

Pro

Glu

Lys

Gly

300

His

Lys

Thr

Ser

Met

125

Lys

Ala

Asp

Ser

AsSp

205

Lys

Serxr

Leu

Glu

Axrg

285

Gly

val

Asp

Pro

Thr

110

val

Asn

LysS

Ser

Ser

180

Pro

Ser

Leu

val

Glu

270

Gln

His

Serxr

Tyr

Phe
Ala
Asn
Ile
Leu
Gly
17S

Leu

Serx

Leu
Leu
25S
Gln
Ala
Ser

Thr

Pro
335

Ser

Asp

Gln

Ile

val

160

Ser

TYX

val

Ala

Ser

240

His

Glu

Pro

Lys

His

320

Ala
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Ala
Asn
val
Leu

385

Asn

Asp

Leu

Lys

Asn

Lys

370

Lys

Asn

Ile

Leu

Arg
450

Arg

Arg

355

Arg

Arg

Glu

Leu

Leu

435

Asn

Val

340

Lys

Arg

Ser

Lys

Ser

420

Arg

Ser

Lys

Thr

Phe

Ala

405

val

Lys

Cys

ES 2532125713

Leu Asp

Thr Ser

His Asn
375

Phe Ala

390

Pro Lys

Gln Ala

Arg Arg

Ala

Ser

Pro

360

Val

Leu

Val

Glu

Glu
440

val

345

Arg

Leu

Arg

vVal

Glu

425

Gln

46

Arg

Ser

Glu

Asp

Ile

410

Gln

Leu

val Leu

Ser Asp

Arg Gln

380

Gln Ile

385

Leu Lys

Lys Leu

Lys His

Arg

Thr

365

Arg

Pro

Lys

Ile

Lys
445

Gln

350

Glu

Arg

Glu

Ala

Ser

430

Leu

Ile

Glu

Asn

Leu

Thr

415

Glu

Glu

Ser

Asn

Glu

Glu

400

Ala

Glu

Gln



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2532125713

REIVINDICACIONES

Un método para producir células que tienen caracteristicas de célula madre que comprende las etapas de
(i) proporcionar una poblacion de células que comprende células somdticas, (ii) introducir ARN en al menos
una porcion de dichas células somaticas, dicho ARN que codifica los factores que inducen el desarrollo de las
caracteristicas de la célula madre en dichas células somaticas, y (iii) permitir el desarrollo de las células que
tienen caracteristicas de célula madre,
en donde el ARN se obtiene por transcripcion in vitro o sintesis quimica.

El método de la reivindicacion 1, en donde dicho ARN es el ARN capaz de expresar OCT4 y el ARN capaz de
expresar SOX2.

El método de la reivindicaciéon 2 en donde el método comprende ademas introducir el ARN capaz de expresar
NANOG y/o ARN capaz de expresar LIN28.

El método de la reivindicacion 2 o 3 en donde el método comprende ademas introducir el ARN capaz de expresar
KLF4 y/o el ARN capaz de expresar c-MYC.

El método de cualquier una de las reivindicaciones 1 a 4, en donde las células que tienen caracteristicas de célula
madre presentan un estado pluripotente.

El método de cualquier una de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dichas células somaticas son fibroblastos,
preferentemente fibroblastos de pulmén, fibroblastos de prepucio o fibroblastos dérmicos.

El método de cualquier una de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicho ARN se introduce en dicha al menos
una porcioén de células somaticas por electroporacion.

47
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Fig&ura 2
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Figura 3
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 12
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