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DESCRIPCION
ETS2 y Mespl generadores de progenitores cardiacos a partir de fibroblastos

Campo de lainvencién

La presente solicitud reivindica prioridad respecto de la Solicitud de Patente Provisional US nimero de serie
61/339.509, presentada el 5 de marzo de 2010, titulada ETS2 AND MESP1 GENERATE CARDIAC PROGENITORS
FROM FIBROBLASTS, de la que todo el contenido se incorpora en la presente memoria por referencia.

Un aspecto de la presente invencion se refiere, en general, al campo de la diferenciacion celular y, mas
especificamente, a una estrategia para la regeneracion de tejido cardiovascular a través del aislamiento, renovacion
y diferenciacion dirigida, de fibroblastos en tipos de células cardiacas maduras especificas, de marcapasos,
musculares lisas y endoteliales.

Antecedentes

El dafio a los tejidos del corazon de mamiferos frecuentemente resulta en la pérdida de un gran namero de células
cardiacas, incluyendo células maduras cardiacas, células del marcapasos, musculares lisas y células endoteliales.
Aunque hay alguna indicacion de que las células cardiacas se pueden regenerar en los seres humanos (Bergmann
et al., 2009), el mecanismo no se entiende bien y el proceso no parece proceder con la suficiente rapidez para
reparar tipos comunes de dafio cardiaco, tal como isquemia, infarto , traumatismo o lesion debido a toxinas o
infecciones virales. Por lo tanto, un objetivo central de la medicina cardiaca experimental ha sido el desarrollo de un
medio para la regeneraciéon de células cardiacas que se han perdido debido al dafio cardiaco. Se han realizado
estudios de los mecanismos detras de la cardiogénesis embrionaria, con el objetivo de replicar la cardiogénesis in
vitro o in vivo para los fines de la regeneracion de tejido dafiado.

Investigaciones recientes han identificado células progenitoras cardiovasculares multipotentes (MICP) (ISL1 +), que
son capaces de diferenciarse para formar el tejido cardiaco maduro. Las células MICP derivadas de células madre
embrionarias (ES), que pueden dar lugar a células endoteliales, cardiacas, y musculares lisas, se han aislado
(Moretti et al., 2006). Los estudios genéticos han demostrado que estas células MICP expresan Isl1, Nkx2.5 y FIKI.

Los sistemas modelo para la investigacion de cardiogénesis incluyen la ascidia Ciona intestinalis (Beh et al., 2007).
Los estudios de linaje han demostrado que el corazén Ciona adulto se deriva de dos células fundadoras que
expresan Ci-Mesp, un factor de transcripcion hélice-bucle-hélice béasico (bHLH), y también Ci-Etsl/2 (Imai et al.,
2004; Satou et al.,, 2004). Ademas, se expresan ort6logos de ascidia de genes de especificacion de corazon
conservado NK4 (tinman Nkx2.5), GATAa (pannier /| GATA4 / 5/6), Hand and Hand-like (Imai et al., 2003; Davidson,
2007; Davidson and Levine, 2003; Satou et al.,, 2004). Los embriones konckdown-Ci-Mesp no desarrollaron
primordios de corazdn, y la inhibicion diana de la actividad de Ets1/ 2 también bloqued la especificacion cardiaca y la
expansion del campo del corazén. Del mismo modo, los homdlogos murinos de Ci-Mesp, Mespl y Mesp2 se
expresan en el mesodermo temprano destinado a convertirse en mesodermo craneo-cardiaco (Saga et al., 2000).
Sdlo el ratén doble-knockout Mespl/Mesp2 carecia de cualquier mesodermo cardiaco (Saga et al, 1999;.. Kitajima et
al, 2000), lo que indica un papel para estos genes en la direccion de la aparicion de progenitores cardiacos en
vertebrados superiores. Las repeticiones de los genes Mesp han hecho que otros estudios en embriones sean una
tarea de enormes proporciones.

Lo que se necesita en la técnica es un procedimiento para inducir la cardiogénesis con el fin de regenerar las células
cardiacas para el uso en el tratamiento de tejido cardiaco dafiado. La reprogramacion de células somaticas humanas
en células pluripotentes por un nimero limitado de factores de transcripcion importantes para el mantenimiento de la
autorrenovacion y pluripotencia ha sido reportada por los grupos de Yamanaka, Thomson and Daley (Takahashi et
al., 2007; Yu et al., 2007; Park et al., 2008). Un aspecto de la presente invencion proporciona un medio para la
reprogramacion de las células somaticas y diferenciacion dirigida en células progenitoras cardiacas. Por lo tanto,
una realizacion de la presente solicitud proporciona una forma de probar un paradigma regulador Unico que ETS2 y
Mesp1l son transformadoras y, a diferencia de NKX2.5 e ISL1, convierten los fibroblastos no embrionarios normales
humanos dérmicos (NHDF) en progenitores cardiacos primarios. Otro aspecto de la presente solicitud fue dilucidar el
papel de Mesp1l en la jerarquia reguladora que dirige la apariciéon de progenitores cardiacos.

Sumario

La presente invencién proporciona un procedimiento de preparacién de una célula progenitora cardiaca de acuerdo
con la reivindicacion 1.

También se describe la modulaciéon de las capacidades de diferenciacion celular utilizando la expresion génica
heter6loga. Algunas realizaciones de la invencion se refieren a un procedimiento para inducir una célula progenitora
cardiaca mediante la entrega de un factor de reprogramacion a la célula, en el que el factor de reprogramacion
comprende ETS2 o una combinacion de ETS2 y Mespl.
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El procedimiento proporciona una célula progenitora cardiaca que ha sido inducida mediante la reprogramacion de
una célula somatica, en el que la reprogramacion comprende la entrega de un factor de reprogramacion que
comprende el gen ETS2 a la célula somatica, la célula somatica es un fibroblasto dérmico humano normal (NHDF), y
el factor de reprogramacion puede ser ETS2 o Mesp1l, o una combinacion de los mismos.

También se describe un procedimiento de reprogramacion de una célula somatica para producir una célula
progenitora cardiaca, en el que la reprogramacién comprende la entrega de un factor de reprogramacion que
comprende el gen ETS2 a la célula somatica. La célula somatica puede ser una NHDF, y el factor de
reprogramacion puede ser ETS2 o Mesp1, o una combinacion de los mismos.

Breve descripciéon de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
ciertos aspectos de la presente invencién. La invencion se puede entender mejor por referencia a uno o mas de
estos dibujos en combinacion con la descripcion detallada de realizaciones especificas presentadas en el presente
documento.

La FIGURA 1 muestra un mapa esquematico de lentivirus con la insercion de secuencias de codificacion de ADN de
longitud completa de ETS2 y ELK4. Elementos funcionales y abreviaturas: promotor alfa Ef-1 constitutivo, multiples
sitios de clonacion (MCS), sitio de entrada al ribosoma independiente (IRES) del virus de la poliomielitis humana,
secuencia de codificacion para una mejora en la proteina verde fluorescente (EGFP), elemento regulador posterior a
la transcripcién del virus de hepatitis de la marmota (WPRE), dominio de activacion (AD), dominio ETS de union al
ADN. Estos plasmidos se generaron mediante técnicas de clonacion de ADN recombinante estandar y luego se
utilizaron para hacer los lentivirus para infectar fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF);

La FIGURA 2 muestra (panel superior) NHDF tratados con lentivirus vacios (pWPI-GFP), lentivirus pWPI-ELK4-GFP,
o lentivirus pWPI-ETS2-GFP, y (panel inferior) niveles de expresion de GAPDH, NANOG, OCT3/4, Sox2 en células
infectadas con virus vacio, virus portador de ETS2, virus portador de ELK4, o paso NHDF no infectado 3 (NHDF-P3);

La FIGURA 3 muestra la tincién de inmunofluorescencia con anticuerpo a un marcador de células madre NANOG en
células NHDF-P3 infectadas con lentivirus que porta ETS2, pero no ELK4 o vector vacio (panel superior). Una
transferencia de proteina usando anticuerpo anti-ETS2 revel6 la expresion de ETS2 en NHDF infectados con
lentivirus que porta ETS2 durante 4 semanas, mientras que NHDF infectados con lentivirus vacio no mostraron
ninguna expresion (panel inferior izquierdo). La tincion de inmunofluorescencia con anticuerpo anti-ETS2 confirmé la
expresion inducida en las células infectadas con lentivirus ETS2 (panel inferior derecho);

La FIGURE 4 muestra la induccién de marcadores de células madre NANOG, OCT3/4, SOX2, REX1 y c-MYC en
colonias similares a células madre después de 4 semanas de cultivo. Los colores fluorescentes (colores no
representados en las figuras) son los siguientes: DAPI (azul), GFP (verde), NANOG y OCT3/4 (rojo), una mezcla de
los tres colores se observa en los paneles de "fusién”. Las imagenes de colores fluorescentes estan disponibles bajo
peticion;

La FIGURA 5 muestra la citometria de flujo que demuestra el porcentaje de células madre embrionarias humanas
H9 (A), NHDF no infectados (b), o células infectadas con ETS2 (C) que se tifieron para el marcador de superficie de
células madre SSEA-3. Controles negativos, lineas negras; tincion de SSEA-3, lineas grises;

La FIGURA 6 muestra la citometria de flujo que demuestra el porcentaje de células madre embrionarias humanas
H9 (A), NHDF no infectados (B), o células infectadas con ETS2 (C) que se tifieron para el marcador de superficie de
células madre Tra-1-81. . Controles negativos, lineas negras; tincion de Tra-1-81, lineas grises;

La FIGURA 7 muestra imagenes de células EPS después de la infeccidn con lentivirus Mespl. Las células se tifieron
con DAPI para visualizar los nucleos (paneles de la izquierda) y con anticuerpos especificos contra ISL1, NKX2.5,
GATA4, MEF2C, TNT y MHC3 para visualizar las proteinas progenitoras cardiacas indicadas (paneles de la
derecha). Los paneles del medio muestran imagenes de contraste de fase de células. Los colores fluorescentes son
los siguientes: DAPI (azul), tincion especifica de la proteina (rojo). Las imagenes con colores fluorescentes estan
disponibles a solicitud;

La FIGURA 8 muestra que la expresion de NKX2.5, ISL1, GATA4, MEF2C, TBX5, MHC3, TNT, MLC2, CX43 y CX45,
detectada mediante RT-PCR, sélo se indujo por la combinacion de ETS2 y Mespl. Ni ETS2 o Mespl solos son
capaces de inducir estos genes cardiogénicos en NHDF;

La FIGURA 9 muestra la inducciéon del programa de progenitores cardiacos de novo secuencial. NHDF fueron
infectados con lentivirus ETS2, se hicieron crecer durante 4 semanas, fueron infectados con lentivirus Mespl y se
cultivaron durante 7 dias, luego fueron agregados por el procedimiento de caida de presién y se colocaron en una
placa revestida con gelatina;
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La FIGURA 10 muestra la activacion de la expresién génica del programa de progenitores cardiacos, medida por
fluorescencia de la proteina indicadora Rojo-Tomate que se expresa solo cuando se expresa el factor progenitor
cardiaco NKX2.5. Los colores fluorescentes (colores no mostrados en las figuras) son los siguientes: GFP (verde),
Red (rojo), una mezcla de los dos colores se observa en el panel de "fusiéon™;

La FIGURA 11 muestra la citometria de flujo de células progenitoras cardiacas obtenidas de NHDF por la infeccion
con lentivectores ETS2 y Mespl y fueron clasificados, ya sea por GFP o GFP y proteina indicadora Rojo-Tomate;

La FIGURA 12 muestra la visualizacion de marcadores de superficie de células endoteliales y cardiacas CD31,
CD34 y CD144 en células progenitoras cardiacas después de 9 dias en cultivo; y

La FIGURA 13 muestra los datos de ritmo cardiaco en las células progenitoras cardiacas reprogramadas. Las
células EPS fueron infectadas con lentivirus Mesp1, asi como con el virus que lleva un promotor de cadena pesada
de miosina que dirige el gen de resistencia a la puromicina. Para seleccionar las células progenitoras cardiacas
resistentes a los antibidticos, las células fueron tratadas con 50 ug/ml de puromicina. Después de 9 dias, se observé
el ritmo cardiaco en los cultivos celulares y fueron capturados por microscopia de video y convertidos en videos
MPEG. Los golpes por agregado cultivado por placa se contaron durante 20 segundos y luego se multiplicaron por 3,
dando como resultado latidos por un minuto. Se realizaron tres mediciones independientes por agregado en una
placa o pocillo de cultivo de tejido.

Descripcion detallada de realizaciones preferentes

Una realizaciéon de la presente invencion se refiere a la modulacion de la diferenciacion celular utilizando la
expresion génica heteréloga. Algunas realizaciones de la invencion se refieren a un procedimiento para inducir una
célula progenitora cardiaca mediante la entrega de un factor de reprogramacion a la célula, en el que el factor de
reprogramacion comprende ETS2 o una combinacion de ETS2 y Mespl.

Una realizacién de la presente invencion proporciona un procedimiento para inducir una célula progenitora cardiaca
por la reprogramacién de una célula somatica, en el que la reprogramacién comprende la entrega de un factor de
reprogramacion que comprende un solo gen heterélogo a la célula somatica. La célula somética puede ser un
fibroblasto, preferiblemente un fibroblasto dérmico humano normal. El gen heterélogo puede ser ETS2. El gen
heterélogo puede comprender la secuencia de codificacion de ETS2 humana (SEC ID NO: 9) o el gen ETS2 (SEC ID
NO: 7), o el gen heterdlogo puede codificar la secuencia de la proteina ETS2 humana (SEC ID NO: 8). La célula
similar a las células madres inducida puede exhibir caracteristicas de cardiogénesis o de otro tipo de células
progenitoras cardiacas como consecuencia de la programacion, incluyendo la expresion de factores progenitores
cardiacos tales como NKX2.5, ISL1, MEF2C, dHAND and GATA4, o ritmo cardiaco.

Otra realizacion de la presente invencion proporciona un procedimiento para inducir una célula progenitora cardiaca
mediante la reprogramacion de una célula somética, en el que la reprogramacién comprende la entrega de un factor
de reprogramacion que comprende dos genes heterdlogos a la célula somatica. La célula somatica puede ser un
fibroblasto, preferiblemente un fibroblasto dérmico humano normal. Los genes heterélogos pueden ser ETS2 y
Mespl. Los genes heterélogos pueden comprender la secuencia de codificacion de ETS2 humana (SEC ID NO: 9),
el gen ETS2 (SEC ID NO: 7), o una secuencia de ADN que codifica la secuencia de la proteina ETS2 humana (SEC
ID NO: 8) y la secuencia de codificacion de Mespl de raton (SEC ID NO: 6), el gen Mespl de ratéon (SEC ID NO: 4),
o una secuencia de ADN que codifica la secuencia de la proteina Mesp1 de ratén (SEC ID NO: 5). La célula similar a
las células madres inducida puede exhibir caracteristicas de cardiogénesis o de otro tipo de células progenitoras
cardiacas como consecuencia de la programacion, incluyendo la expresion de factores progenitores cardiacos tales
como NKX2.5, ISL1, MEF2C, dHAND y GATA4, o ritmo cardiaco.

Aun otra forma de realizacion de la presente invencién, la reprogramacién de una célula somatica, puede lograrse
mediante la entrega de un factor de reprogramacion a la célula somatica utilizando un vector recombinante. El factor
de reprogramacion también se puede suministrar usando un sistema de transduccion lentiviral para expresar el
factor de reprogramacion en la célula soméatica. En estas realizaciones, el factor de reprogramacion puede ser ETS2
y Mespl.

Otra forma de realizacion de la presente invencién proporciona una célula somatica que ha sido reprogramada, en la
que la reprogramacién comprende la entrega de un factor de reprogramacion que comprende un Unico gen
heter6logo o multiples genes heterdlogos a la célula somatica. La célula somética puede ser un fibroblasto,
preferiblemente un fibroblasto dérmico humano normal. Los genes heterdlogos pueden ser ETS2 o multiples genes
heterélogos pueden ser ETS2 y Mespl. La célula similar a las células madres inducida puede exhibir caracteristicas
de cardiogénesis o de otro tipo otros de células progenitoras cardiacas como consecuencia de la programacion,
incluyendo la expresion de factores progenitores cardiacos tales como NKX2.5, ISL1, MEF2C, dHAND y GATA4, o
ritmo cardiaco.

Ejemplo 1

Seleccion del factor de reprogramacion
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Se observé que el dominio ETS (Fig. 1), un dominio de union a ADN altamente conservado, es capaz de unirse a un
motivo central de ADN 5-GGA(A/T)-3' encontrado en los promotores de muchos genes marcadores de células
madre. La expresion de ETS2 esta vinculada a la inmortalizacion de las células, la mediacion de la oncogénesis, y
mejora de la actividad de la telomerasa.

ETS2 y ELK4, un gen de la familia ETS homélogo a ETS2 en su region de union al ADN, fueron transducidos
usando vectores lentivirales en NHDF-P3. En una semana, los fibroblastos transducidos con vectores lentivirales
gue contenian ETS2 fueron sustituidos por células redondeadas pequefias de altamente proliferativas. Estas células
altamente proliferativas no se observaron en los controles transducidos con lentivirus vacio, o en los fibroblastos
transducidos con vectores lentivirales que contenian ELK4 (Fig. 2-3).

Ejemplo 2
Sistema de transduccion lentiviral

La figura 1 muestra un mapa esquematico de lentivirus con la insercién de ETS2 (SEC ID NO: 9): y secuencias de
codificacion de ADN de ELK4 (SEC ID NO 3). Obsérvese que s6lo ETS2 tiene un dominio indicado. Estos plasmidos
se utilizan para hacer que los lentivirus infecten NHDF. La secuencia de longitud completa ETS2 (SEC ID NO: 7)
comprende una secuencia de codificacion de ETS2 (SEC ID NO: 9) que codifica una secuencia de la proteina ETS2
(SEC ID NO: 8). La secuencia de longitud completa de ELK4 (SEC ID NO: 1) comprende una secuencia de
codificacion de ELK4 (SEC ID NO: 3) que codifica una secuencia de proteina (SEC ID NO: 2).

El vector vacio de lentivirus pWPI-EGFP fue un regalo del doctor D. Trono (Ecole Polytechnique Federale de
Lausanne, Suiza). EI ADNc para clonar los genes ETS2 y ELK4 humanos (ID de Clon 3852274 y 4364006) se
obtuvieron de Open Biosystems, mientras que el ADNc Mespl fue un regalo del Dr. Y. Saga (Instituto Nacional de
Genética, Mishima, Japon). La secuencia de consenso Kozak para la iniciacion de la traduccion de proteinas y el
epitopo HA-tag se afiadieron respectivamente a los extremos 5 'y 3' de las secuencias de codificacion ETS2, ELK4
y Mespl mediante clonacion por PCR.

El embalaje e infeccion de lentivirus procedio de la siguiente manera: Las células 293 FT sembradas en placas de 6
cm fueron transfectadas con pWPI-eGFP, o pWPI-ELK4-eGFP (secuencia de codificacion de ELK4 humana, SEC ID
NO: 3), o pWPI-ETS2-eGFP (secuencia de codificacion de ETS2 humana, SEC ID NO: 9), o pWPI-Mespl-eGFP
(secuencia de MesP1 de raton, SEC ID NO: 6), o SMPU-alphaMHC/puro-Rex1/Blast (regalo del Dr. M. Mercola,
Instituto de Investigacion Médica Burnham, La Jolla, CA). 4,5 ug de cualquier construccion se mezclé en una
solucion de 458 ul de medio de Eagle modificado por Dulbecco libre de suero (DMEM) y 27,5 ul de Fugene (Roche),
2,8 ug de vector de embalaje psPAX2 y 1,9 ug de vector envolvente pMD2.G durante 25 minutos a temperatura
ambiente. Después la mezcla se afiadi6 a células 293FT cultivadas en DMEM, libre de rojo fenol (Invitrogen)
suplementado con FBS al 10% (inactivado por calor), aminoacidos no esenciales MEM 0,1 mM, piruvato de sodio 1
mM y L-glutamato 6 mM. Después de 24-26 horas de cultivo, se recogié el medio con particulas virales durante 3
dias y se utiliz6 para la infeccion.

El medio recogido se utilizé para infectar NHDF cultivados en medio basal de fibroblastos (FBM, Lonza) hasta 80%
de confluencia. Antes de la transfeccion, las células se volvieron a sembrar en placas de Petri de 6 cm a una
densidad de2.5x10° células / placa, el medio se cambi6é a StemPro y se afiadieron las particulas virales y polibreno
(8 ug / ml de concentracion final). Para aumentar la eficacia de la infeccion, se repitié el procedimiento dentro de las
48 horas. Todas las células se cultivaron a 37 °C y 5% de CO..

Ejemplo 3
Expresion génica en células reprogramadas

Fig. La figura 2 muestra que los lentivirus ETS2 pero no los lentivirus ELK4 indujeron la apariciéon de células madre y
la induccion de proteinas marcadoras de células madre, NANOG, OCT3/4 y Sox2 dentro de los 7 dias de cultivo. El
panel superior de la figura. 2 muestra NHDF (Lonza, EE.UU., cc-2509) cultivadas bajo FBM, suplementadas
(suplementos proporcionados por Lonza) con hFGF-beta, insulina, gentamicina / anfotericina y FBS al 2%, a una
confluencia de aproximadamente 80% antes de la infeccion viral. Los lentivirus pWPI-EGFP y pWIELK4-EGFP y
pWPI-ETS2-EGFP vacios se utilizaron para infectar NHDF-P3 en forma separada. Las células NHDF-P3 no
infectadas e infectadas se cultivaron en medio pluripotente inducido humano StemPro hES SFM (Invitrogen) en
placas de Petri recubiertas con colageno durante 7 dias. La proteina fluorescente verde clonada en los vectores
lentivirales se expreso en las células infectadas, como lo revela la microscopia de fluorescencia verde. Durante este
periodo de cultivo, se observaron cambios morfoldgicos en los que los NHDF infectados con ETS2 cambiaron su
apariencia de formas fibroblasticas pleomdrficas alargadas a "células similares a las células madre" redondeadas.
En comparacion, los NHDF infectados con vectores lentivirales ELK4 o vacios no alteraron la forma celular.

El panel inferior de la figura. 2 muestra el andlisis de PCR de transcripcion inversa (RT-PCR), de células
reprogramadas.

Las células se lavaron en PBS frio y el ARN se aislé con el Kit Qiagen RNeasy. EI ARN se transcribi6 utilizando
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transcriptasa inversa MMLV (Invitrogen), y la amplificacion por PCR (30 ciclos) se realiz6 para GAPDH, NANOG,
OCT3/4, SOX2 (remitirse a la Tabla 1 para los conjuntos de cebadores) utilizando mezcla de polimerasa LA16. Esta
mezcla de enzimas se preparo utilizando 15 ul de KlenTaql (25 unidades / ul, Ab Peptides, St Louis, MO) y 1 ul de
Pfu (2,5 unidades / ul, Stratagene, La Jolla, CA). Las muestras de ADN amplificadas fueron entonces sometidas a
electroforesis en un gel de agarosa al 2% y la tincion con bromuro de etidio revel6 la expresion inducida de genes
marcadores de células madre NANOG, Oct3/4 y Sox2 en células infectadas con ETS2 pero no en NHDF-P3 o
células infectadas ya sea con ELK4 o lentivirus vacio.

Tabla 1. Cebadores para el estudio de progenitores cardiacos

Cebador SEC ID NO Secuencia Tamafio de producto
GapdhFP cril exp 1M TGTTGCCATCAATGACCCCTT 200
GapdhRP ctrl exp 12 CTCCACGACGTACTCAGCG



ES 2 533 581 T3

Cebador SEC IDNO  Secuencia Tamafio de producto
hNanogFP ctrlexp 13 CAGAAGGCCTCAGCACCTAC 295
hNanogRPctrlexp 14 TATAGAAGGGACTGTTCCAGGC
hOct 3FP ctrlexp 15 CTTGAATCCCGAATGGAAAGGG 206
hOct3a RPctrlexp 16 CCTTCCCAAATAGAACCCCCA
Sox2 HPB F 17 TGGACAGTTACGCGCACAT 215
Sox2 HPB R 18 CGAGTAGGACATGCTGTAGGT
hRex1FP ctrl exp 19 GCTGACCACCAGCACACTAGGC 208
hRex1RPctrl exp 20 TTTCTGGTGTCTTGTCTTTGCCCG
c-Myc HPB F 21 AGGCGAACACACAACGTCTT
c-Myc HPB R 22 TTGGACGGACAGGATGTATGC
hKIf4FP ctrl exp 23 ATGGCTGTCAGCGACGCGCTGCTC 293
hKIf4RP ctrl exp 24 CGTTGAACTCCTCGGTCTCTCTCC
Nkx 2.5 FP 25 ccetgaccgateccacctcaac 158
Nkx 2.5 RP 26 GGCGGGCGACGGCGAGATAGC
Mesp 1 FP 27 tcgaagtggticctiggeagac 162
Mesp 1 RP 28 CCTCCTGCTTGCCTCAAAGTGTC
Mesp 2 FP 29 CGCTGCGCCTGGCCATCCGCTACAT 113
Mesp 2 RP 30 GCCCCAAGGGGACCCCGCGAC
Mef2c FP 3 gcaccagtgcagggaacggg 200
MefZ2c RP 3z GACTGAGCCGACTGGGAGTTA
Sox 17 FP 33 gcggegeaageaggtgaag 205
Sox 17 RP 34 ACTCTGGCAGTCGCGGTAGTGGC
FoxA2 FP 35 ctgaagccggaacaccactacge 214
FoxAZ RP 36 TCCAGGCCCGTTTTGTTCGTGAC
FGF8 FP a7 agctcagecgecgectcateeg 119
FGF8 RP 38 AGCCCTCGTACTTGGCATTCTGC
MyaD FP 39 AggggctaggticagetttcteG 240
MyoD RP 40 CTCCTGCTCTGGCAAAGCAACTC
BMPZ HBP FP 41 ACCTTTATGGAGGGAAACCCA 201
BMPZ HBP RF 42 CCGGATCTGGTTCAAGCATGA
hTert HBP FP 43 AACCTTCCTCAGCTATGCCC 210
hTert HBF RP 44 GCGTGAAACCTGTACGCCT
Islet-1 HPB F 45 GTGGAGAGGGCCAGTCTAGG 250
Islet-1 HPE R 46 CCGTCATCTCTACCAGTTGCT
Troponin THPBF 47 GAGTTGCAGGCGCTGATTG 299
Troponin THPER 48 TCTGGATGTAACCCCCAAAATG
Dhand HPB F 49 ATGAGTCTGGTAGGTGGTTTTCC 205
Dhand HPB R 50 CATACTCGGGGCTGTAGGACA
THPBF 51 GATCACGCAGCTCAAGATTGC 230
THPB R 52 TCTCTGGTGTGTTCCTAGACG
TS HPE F 53 CACTTCTCCGCTCACTTCACC 210
TS HPB R 54 TGGCACGCCATGAGAGTAGA
ETS-2HPBF 55 AAAGCTACCTTCAGTGGCTTC 295
ETS-2 HPB R 56 AATGTCACCCACAAAGTCAGG
Dkk-1 FP 57 ATTCCAACGCTATCAAGAACC 184
Dkk-1 RP 58 CCAAGGTGCTATGATCATTACC
TBX 20 FP 59 tccagatictcctittaceg 190

TBX 20 RP 60 ttcagacttcaggttgagea
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Cebador SEC IDNO  Secuencia Tamafio de producto
SM actin HEP F 81 CGGTGCTGTCTCTCTATGCC 156
SM actin HBP R 62 CACGCTCAGTCAGGATCTTCA
hGATA1 F 63 AGAAGCGCCTGATTGTCAGTA 299
hGATA1 R 64 AGAGACTTGGGTTGTCCAGAA
hGTATZ F 65 GGCCCACTCTCTGTGTACC 243
hGATA2 R 66 CATCTTCATGCTCTCCGTCAG
TBX3-1F &7 GTGTCTCGGGCCTGGATTC
TBX3-1R 68 ACGTGTAGGGGTAAGGGAACA 164
TBX3-2F 69 TTAAAGTGAGATGTTCTGGGCTG 208
TBX3-2R 70 ACTATAATTCCCCTGCCACGTA
TBX4 F 71 TGACCATCGCTACAAGTTCTGT 163
TBX4 R 72 GGTGGTTGTTTGTCAGCTTCAG
TBXE F 73 ACACCCCTAAACTGGATTGCT 299
TBX6 R 74 CCTCCCAGCTTTGGTGATGAT
TBX10F 75 CCTCGGCATACTTGCACCC 208
TBX10R 76 ATTCCTCCCACAGAGGCTTCA
TBX18 F 77 GCCCCTGCTGACTATTCTGC 297
TBX18R 78 CTGCATGGATAAGCTGGTCTG
TBX19F 79 AAGAATGGCAGACGGATGTTT
TBX19R 80 CCGGGTGAATGTAGACGCAG 204
RUNXZ F 81 CGGCAAAATGAGCGACGTG 268
Runx2 R 82 CACCGAGCACAGGAAGTTG
LMO2 F 83 GGCCATCGAAAGGAAGAGCC 291
LMOZ R 84 GGCCCAGTTTGTAGTAGAGGC
TAU F 85 CCCCTGGAGTTCACGTTTCAC 240
TAUR 86 GCGAGCTTTGAGTTGAGGGA

Ejemplo 4

Proteinas marcadoras de células madre en células reprogramadas

La figura 3 muestra la tincién de inmunofluorescencia de NHDF-P3 infectados con el anticuerpo contra el marcador
de células madre NANOG. La tincion inducida por NANOG se revela en las células infectadas con ETS2 pero no en
las células infectadas con vector vacio o0 ELK4. Ademas, una transferencia de proteina usando anticuerpo especifico
de ETS2 revel6 su expresion en células infectadas con lentivirus ETS2 pero no en NHDF infectados con lentivirus
vacios.

La Fig. 4 muestra colonias similares a células madre inducidas por lentivirus ETS2 y la induccién de las proteinas
marcadoras de células madre NANOG, OCT3/4, SOX2, REX1 y c-MYC después de 4 semanas de cultivo. El panel
superior izquierdo muestra que los NHDF infectados con el virus ETS2 convertidos en colonias de pequefias células
redondeadas recuerda mucho a células madre de embriones humanos y murinos. Obsérvese que las colonias
fueron etiquetadas con GFP a través de la infeccion por lentivirus ETS2. Los fibroblastos no infectados no lograron
redondearse y no se tifieron por GFP o no formaron colonias celulares.

El panel superior derecho de la figura 4 muestra la expresion de genes marcadores de células madre NANOG,
OCT3/4, Sox2, REX1, KLF4 y c-myc en colonias celulares inducidas con ETS2 analizadas por RT-PCR. Debajo esta
la representacion grafica de RT-PCR cuantitativa para NANOG, OCT3/4, Sox2 y c-MYC en las células infectadas
con ETS2.

Los paneles inferiores de la Fig. 4 confirman la presencia de proteinas NANOG y Oct3/4 en colonias celulares
inducidas con ETS2 por tincién de inmunofluorescencia con anticuerpos especificos.

Ejemplo 5
Caracteristicas de las células transducidas con ETS2

La Fig. 5 muestra que aproximadamente el 97% de las células madre embrionarias humanas H9 se mancharon por
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el marcador de superficie de células madre SSEA-3 (Panel A). Mas del 60% de las células infectadas con ETS2
también mostraron marcador de superficie SSEA-3 (Panel C), en comparacién con la tincion de menos del 2% de los
NHDF infectados con lentivirus vacio (Panel B). Por lo tanto, ETS2 convirti6 de manera eficiente los NHDF en
células con marcador de superficie SSEA-3 semejando las células madre embrionarias humanas.

La citometria de flujo se realizé utilizando un analizador de BD Biosciences LSR Il. Las células formadoras de
colonias confluentes se disociaron por tripsina, se lavaron con PBS y se diluyeron hasta una concentracion de 5x10°
células/ml de PBS en 8 muestras (100 ul de cada una).

A partir de entonces se utilizaron 10 ul de suero humano normal para el bloqueo durante 5 minutos. Los anticuerpos
contra SSEA-3-PE (Becton Dickinson) se diluyeron y se afiadieron de acuerdo a las especificaciones del fabricante,
y se incubaron durante 1 hora a 4 °C. A continuacion, se afiadieron 400 ul de PBS y la mezcla se centrifugo y la
mitad del sobrenadante se retird y se afiadieron 200 ul de PBS y se analiz6 por citometria de flujo.

La Fig. 6 muestra la citometria de flujo de células tefiidas por el marcador de superficie de células madre Tra-1-81
realizado como para SSEA-3. Aproximadamente el 45% de las células madre embrionarias humanas H9 se tifieron
por Tra-1-81 (Panel A). No se detecté ninguna tincién de Tra-1-81 (Panel B) por NHDF infectados con lentivirus
vacio (no lleva un gen heterdélogo). La infeccién con el virus ETS2 dio lugar a aproximadamente 39% de células que
mostraron marcador de células madre embrionarias Tra-1-81 (Panel C). Esto indica que ETS2 eficientemente
convirtié los NHDF en células con el marcador de superficie Tra-1-81 semejando las células madre embrionarias
humanas.

Las transcripciones de genes OCT3/4, NANOG y Sox2 se observaron soélo después de que NHDF-P3 fueron
transducidos con el vector lentiviral que contenia ETS2 pero no después de la transduccion con lentivirus vacio o
vector que contenia ELK4. Las transcripciones de OCT3/4, NANOG y SOX2 se visualizaron (Fig. 2) y la induccion de
NANOG se visualiz6 mediante inmunofluorescencia (Fig. 3).

La transduccion lentiviral de células HNDF-P3 con ETS2 dio lugar a poblaciones enteras que mostraron expresion
robusta de ETS2 durante 4 semanas visualizada mediante transferencias de proteina (Fig. 3). Estas células
transducidas con ETS2 formaron grandes colonias fluorescentes verdes similares a aquellas de células madre (iPS)
pluripotentes inducidas y/o ES pluripotentes.

La reprogramacion de fibroblastos con ETS2 resulté en una fuerte expresiéon de los genes marcadores pluripotentes
NANOG, OCT3/4, SOX2 y c-Myc medidos por RT-PCR y PCR cuantitativa e inmunotincion. Ademas, la citometria de
flujo muestra que ETS2 convirti6 de manera eficiente los NHDF en células con marcadores de superficie SSEA-3 y
Tral-81 semejando las células madre embrionarias humanas. Por lo tanto, estas células de fibroblastos humanos
tratados con ETS2 se asemejan a las células iPS en su capacidad para expresar proteinas marcadoras de células
madre pluripotentes. Por tanto, estas células fueron nombradas células "EPS".

Ejemplo 6
La combinacién de ETS2 y Mesp1l induce el programa de progenitores cardiacos de novo en fibroblastos

A continuacion, las células EPS se sometieron a transduccion lentiviral con Mespl de ratén. Las células EPS
resultantes que expresaban Mespl pudieron ser inducidas para formar cuerpos embrioides utilizando protocolos
para la formacion de cuerpos embrioides a partir de células ES. Los agregados celulares en placas fueron tratados
ademas con activina y BMP4 durante 4 dias y luego se examinaron a los 10 dias. La expresion constitutiva de
marcadores de células madre continué incluso después de la transduccion con Mespl y la adicion de morfégenos
del factor de crecimiento.

La induccion robusta de los factores progenitores cardiacos ISL1, NKX2.5, GATA4, MEF2C, TNT y MHC se observo
por inmunotincién solo en las células EPS infectadas con lentivirus que expresaban Mespl. La figura 7 muestra
células tefiidas con DAPI para visualizar los nucleos (paneles de la izquierda), imagenes de contraste de fase
(medio) y células tefiidas con anticuerpos especificos para visualizar las proteinas indicadas (paneles de la
derecha).

La figura 8 muestra que la infeccion con MesP1 de las células EPS induce el programa de progenitores cardiacos de
novo en la célula que era originalmente NHDF. Las células progenitoras cardiacas posteriores a la agregacion se
colocaron en placas durante una semana y después fueron llevadas para el aislamiento de ARN. El ARN se
transcribio utilizando transcriptasa inversa MMLV y la amplificacion por PCR de 30 ciclos se realiz6 para GAPDH,
NKX2.5, ISLI, GATA4, MEF2C, TBX5, MHC3, TNT, MLC2, CX43 y CX45 (remitirse a la Tabla 1 para los conjuntos
de cebadores), utilizando la mezcla de polimerasas LA-16.

La Fig. 8 muestra que en EPS, las células crecieron durante 4 semanas, fueron agregadas y colocadas en placas
por 7 dias, no se observaron transcripciones de los marcadores del desarrollo del corazén temprano por RT-PCR.
Del mismo modo, no se detectd expresion apreciable de los marcadores de desarrollo de corazon tempranos
después de la infeccion de NHDF con Mespl solo. Sin embargo, la adicién de Mespl a células EPS indujo la
expresion robusta de marcadores progenitores mesodermos cardiacos incluyendo NKX2.5, ISLI, GATA4, MEF2C,
TBX5, y la expresion de genes de proteinas cardiacas contractiles incluyendo alfa MHC y troponina T.
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La figura 9 muestra que la infeccién con MesP1de las células EPS indujo el programa de progenitores cardiacos de
novo secuencial segun lo determinado por RT-PCR. Las células NHDF-P3 fueron infectadas con lentivirus ETS2, se
hicieron crecer durante 4 semanas, luego fueron infectadas con lentivirus Mespl, fueron agregadas y colocadas en
placa durante 7 dias. Se aislé el ARN diariamente y se analizdé por RT-PCR en cuanto a la expresion de genes
cardiogénicos.

La Fig. 10 muestra que la infeccion con MesP1 de las células EPS indujo la expresion génica del programa cardiaco
de novo, como se muestra por la aparicion de la tincion de fluorescencia de color Rojo-Tomate a partir de la
construccion indicadora NKX2.5-Rojo Tomate. El potenciador NKX2.5/Smad/GATA, que se activa en progenitores
cardiacos, estaba relacionado con el promotor minimo Hsp68 adyacente al gen de resistencia a puromicina y una
secuencia IRES y el poderoso indicador td-tomate (ADNc fue un regalo del doctor R. Tsien, Universidad de
California, San Diego). Como puede observarse mas arriba, la tincién de GFP resulté de la infeccién con lentivirus
ETS2 y Mespl de los NHDF. La fluorescencia de color rojo tomate es consistente con la conversion impulsada por
ETS2 / Mespl a progenitores cardiacos por la induccion de la expresion génica de NKX2.5. Obsérvese el aspecto de
muchas células triangulares y rectangulares que aparecen que son altamente similares en forma a los miocitos
cardiacos.

Fig. 11, el Panel A muestra un resumen de la clasificacién FACS de células progenitoras cardiacas obtenidas a partir
de tratamiento secuencial de NHDF con lentivirus ETS2 y después de las resultantes células EPS con lentivirus
Mespl. La citometria de flujo se realiz6 utilizando un analizador de BD Biosciences LSR Il. Las células formadoras
de colonias confluentes se disociaron con tripsina, se lavaron con PBS y se diluyeron hasta una concentracion de
5x10° células/ml de PBS en 8 muestras. El panel A muestra células tefiidas con GFP que representan la infeccion
con lentivirus total, ya que cada virus es etiquetado con GFP. El panel B muestra que aproximadamente el 19% de
las células infectadas con ETS2 y Mespl estaban manchadas por GFP y Rojo-Tomate (area sombreada). Como lo
demuestra la activacién de un indicador cardiogénico clave NKX2.5 Rojo-Tomate, ETS2 y Mespl convierten
eficientemente NHDF en células con caracteristicas muy parecidas a los progenitores cardiacos.

La Fig. 12 muestra que aproximadamente el 10 a 40% de células NHDF infectadas con ETS2 y Mespl mostraron
marcadores de superficie de células endoteliales y cardiacos, CD31, CD34 y CD144 después de 9 dias en cultivo.
Esta es una linea adicional de evidencia de que ETS2 y Mesp1 convierten de manera eficiente NHDF en células con
caracteristicas muy parecidas a los miocitos cardiacos y endoteliales embrionarios.

Ejemplo 7
Propiedades cardiacas de células reprogramadas

La transduccion lentiviral de un sistema seleccionable de puromicina usando un promotor de cadena pesada de
alfa-miosina especifica cardiaca lentiviral (alfa-MHC) y potenciador unido al gen de resistencia a puromicina dio
lugar a un enriquecimiento de las células progenitoras cardiacas y la posterior observacion de un ritmo cardiaco de
las células transducidas, similares a las observadas en los miocitos cardiacos.

Un promotor de cadena pesada de miosina que impulsa la construccién del gen seleccionable de puromicina se
transdujo en NHDF que fueron luego secuencialmente transducidos con ETS2 y Mespl. Los agregados celulares
obtenidos durante la formacion de cuerpos embrioides de caida de presion se trataron entonces con 50 ug/ml de
puromicina para seleccionar células resistentes a la puromicina y por lo tanto con el promotor especifico cardiaco
activo alfa-MHC.

Después de 9 dias se observd latido en cultivos celulares y se capturaron utilizando microscopia de video y se
convirtieron en videos MPEG. Se conté el latido por agregado cultivado por placa durante 20 segundos y luego se
multiplicé por 3 para latidos por un minuto (Fig. 13). Se realizaron tres mediciones independientes por agregado en
una placa de cultivo de tejido o pocillo.

La reprogramacion de células EPS con Mespl resultd en una fuerte expresion de genes progenitores cardiacos
segun lo determinado por RT-PCR y la inmunotincién. Ademas, la citometria de flujo mostr6 que Mespl
eficientemente convirtié las células EPS en células con marcadores de superficie CD31, CD34 y CD144 semejando
células cardiacas humanas. Finalmente, el ritmo cardiaco se observo en los cultivos celulares. Esto completd la
conversion de fibroblastos de piel a células cardiogénicas terminalmente diferenciadas.
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Glu

Pro

Ser



Gly
145

Lys

Glu

Ser

Leu

225

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

305

Lys

Asp

Leu

Ser

Tyr

385

Cys

Leu

Leu

Lys

Thr

Ile

210

Glu

Ala

Ile

Ser

Met

290

val

Pro

Pro

Thr

Pro

370

Thr

Val

Tyr

Phe

Lys

Pro

195

Gly

Thr

Ser

Pro

His

275

Glu

Leu

Lys

Ser

Pro

355

Leu

Gln

Thr

Ser

Lys

Ser

180

Ser

Pro

Leu

Asn

Pro

260

Pro

Leu

Len

Gly

Pro

340

Ala

Leu

Val

Val

Ser

Leu

165

Pro

Lys

Ser

Val

Val

245

Leu

Asp

Pro

Glu

Leu

325

Leu

Fhe

Ser

Cys

Met

Phe

150

Ile

Gln

Lys

Ile

Ser

230

Met

Gln

Ile

Glu

Lys

310

Glu

Gly

Phe

FPhe

FPhe
390

Thr

Lys

Glu

Pro

Ser

215

Pro

Thr

Glu

Asp

Asn

295

Asp

Leu

Ile

Ser

Ile

375

Leu

ES 2 533 581 T3

Leu

Thr

Pro

Pro

200

Pro

Lys

Ala

Pro

Thr

280

Lau

Lys

Ala

Leu

Gln

360

Cys

Leu

Asn

Glu

Thr

185

val

Ser

Leu

Phe

Pro

265

Asp

Ser

val

Pro

Ser

345

val

Pro

Leu

Ser

Asn

170

Pro

Glu

Ser

Fro

Ala

250

Arg

Ile

Asn

Thr

330

Pro

Ala

Phe

Arg

15

Leu

155

Pro

Ser

Pro

Glu

Ser

235

Thr

Thr

Asp

Glu

Asn

315

Leu

Ser

Cys

Lys

Phe
395

Asn

Ala

val

Val

Glu

220

Leu

Thr

Pro

Ser

Pro

300

Ser

Val

Leu

Ser

Gln

380

Val

Ser

Glu

Ile

Ala

205

Thr

Glu

Pro

Ser

val

285

Lys

Ser

Ile

Pro

Leu

365

Ile

Leu

Ser

Lys

Lys

150

Ala

Ile

Ala

Pro

Pro

270

Ala

Asp

Arg

Thr

Thr

350

Phe

Gln

Glu

Asn

Leu

175

Fhe

Thr

Gln

Pro

Ile

255

Pro

Ser

Gln

Ser

Ser

335

Ala

Met

Asn

Val

160

Ala

Val

Ile

Ala

Thr

240

Ser

Leu

Gln

Asp

Lys

320

Ser

Ser

Val

Leu

Leu
400



<210=3
<211= 1218
<212= ADN

<213> Secuencia artificial

<220=>

ES 2 533 581 T3

<223> Secuencia de codificacion ELK4 humana

<400> 3

atggacagtg
aagcacatga
gtaggetegte
cgagccctea
gtgtacaagt
attgagggtg
gagaatggag
tacatacact
aagctttteca
cctcaggagce
gttgaacctg
actatecaag
tctgecteta
ttgcaggaac
gacattgatt
aaagaccagg
aaacccaaag
ctgggaatac
gtagcttgct
atccagaatt

tgtgtgactg

<210=4
=211> 1122
<212> ADN

ctatcacect
tctgttggac
tctgggggat
gatactatta
ttgtctetta
actgtgaaag
ggaaagataa
ctggecttata
aattgataaa
ccacaccatc
ttgctgecac
ctttggagac
acgtaatgac
ctecccagaac
cagtggctte
attcagtctt
ggttagaact
tgagcccate
cgctetttat
tatacactca

tcatgtga

<213>Secuencia artificia

gtggecagtte
ctectaatgat
tcgeaagaac
tgtaaagaat
tccagagatt
tttaaacttc
accacctcag
ttectteattt
gactgagaat
tgtcatcaaa
catttcaatt
attggtttce
tgcttttgee
accttcacca
tcagccaatg
gctagaaaag
ggcacccacc
tctecctaca

ggtgtcacca

agtttgettt

405

cttetteage
gggcagttta
aagcctaaca
atcatcaaaa
ttgaacatgg
agtgaagtca
cctggtgeca
actctcaact
ccagccgaga
tttgtcacga
ggcccaagta
ccaaaactge
accacaccac
ccactgagtt
gaacttccag
gacaaagtaa
cttgtgatca
gcttetetta
ttgctttcat

ctgttactta

16

teectgeagaa
agcttttgea
tgaattatga
aagtgaatgg
atccaatgac
gcagcagtte
agacctctag
ctttgaacte
aactggcaga
caccttccaa
tttectcecate
cttecctgga
ccatttegte
ctcacccaga
agaatttgte
ataattcatc
cgagcagtga
caccagcatt
ttatttgcec

ggtttgtett

gcctecagaac
ggcagaagag
caaactcage
tcagaagttt
agtgggcagg
caaagatgtg
ccgcaatgac
ctccaatgta
gaaaaaatct
aaagccacceg
ttcagaagaa
agccccaacce
catacccecct
catecgacaca
actggagect
aagatccaag
tccaageccca
ttttteacag
ttttaagcaa

agaaaggtta

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

1020
1080
1140
1200

1218



<220>

ES 2 533 581 T3

<223> Secuencia del gen MesP1 de raton

<400> 4

gatatcgaat

acccaatggt
ctggatecctg
ctececeecagee
ctgegeeege
cctgggtage
cgccegegeg
gaacctgacc
tgtgetggga
ctgeccegetg
cocggeagte
cgcegeagaa
ggaaatggag
aacctggacg
gatgattgte
gagtagatcc
ccctecatoca
gctctaaaga
accgattgtg
<210=5

<211> 243
<212= PRT

tctggaaggg

caggccteeg
agteoccgetg
tggtcctogg
ccggeccgge
ggacagcggco
ctgcacgagc
aagatcgaga
ctcagegagy
tgcecccegaca
tgcagcgggg
tegtgggacec
cccagtcect
ccgocegeagg
accctgtetyg
tggaagaggc
gactgtaceca
tgaagcaggce

ctagtgtcaa

<213> Secuencia artificial

<220=

geecgettea

ttgcecatgge
gtcggeagee
acccgtggga
gtgctgggac
agagcgccag
tgcgeegett
cgctgegect
acaacctecg
gecgacctgge
tgtegtgggg
categtteca
catctececget
agtggcegec
agcacagaca
ggcagtgata
ttccaaccct
acaagctttg

aacctggata

<223> ISecuencia de proteina MesP1 de ratén

<400= 5

cacctagggc

ccagccectyg
accgatgect
cggtgecceag
ccegggtagg
cgagcgggag
cttgecgeea
ggccatccoge
gcgacagcegg
gcagtcgcag
atccccogect
gtacgcagaa
ctteageage
tgcetgaaga
ctttteeottt
ccaacatggg
ccttggaagg
cctggtgtgt

gtegatccac

17

tcaggataaa

tgegagecge
tecgatggga
gccagcagec
cgogggacge
aagctacgta
tcegtggeac
tacattggcc
cacgcggtgt
tcactcggtce
gcctacecta
acagcatcecc
gacatgctgg
gtggagggga
ggtcttggca
catcececgggg
aggcgcccaa
atttatttat

ta

gctacagcgg

gctecgagte
acagcgtctyg
ctgcaccace
acggtagccg
tgcgcacact
caaccggoca
acctgtcggce
cacctecgagg
ctggtttaag
gaccccgagt
aggaaaggca
ctettetaga
caatgcaacg
cetteggagg
tgggagctgg
tagggtacac

ttgtgaataa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1122



10

15

20

25

Met Ala

Pro Ala

Ser Pro

Pro Ala

50

Arg Arg

Gln Pro Leu Cys

Gly Arg Gln Pro
20

Ala Trp Ser Ser
35

Pro Pro Cys Ala

Gly Thr His Gly

ES 2 533 581 T3

Glu Pro

Fro Met

Asp Pro
40

Arg Pro
55

Ser Arg

Arg Ser Glu Ser
10

Pro Ser Asp Gly
25

Trp Asp Gly Ala
Ala Arg Arg Ala

60

Leu Gly Ser Gly

18

Trp Ile

Asn Ser
30

Gln Ala
45

Gly Thr

Gln Arg

Leu

15

Val

Ser

Pro

Gln

Ser

Cys

Ser

Gly

Ser



ES 2 533 581 T3

65 70

Ala Ser Glu Arg Glu Lys Leu Arg
B5

His Glu Leu Arg Arg Phe Leu Pro
100

Asn Leu Thr Lys Ile Glu Thr Leu
115 120

His Leu Ser Ala Val Leu Gly Leu
130 135

Arg His Ala Val Ser Pro Arg Gly
145 150

Leu Ala Gln Ser Gln Ser Leu Gly
165

Ser Gly Val Ser Trp Gly Ser Pro
180

Ala Ala Glu Ser Trp Asp Pro Ser
195 200

Gln Glu Arg Gln Glu Met Glu Pro
210 215

Ser Asp Met Leu Ala Leu Leu Glu
225 230

Pro Pro Ala

<210> 6
<211= 732

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de codificacion de MesP1 de raton

<400> 6

19

Met

Pro

105

Arg

Ser

Cys

Pro

Pro

185

Phe

Ser

Thr

Arg

90

Ser

Leu

Glu

Pro

Gly

170

Ala

Gln

Pro

Trp

75

Thr

Val

Ala

Asp

Leu

155

Tyr

Tyr

Ser

Thr
235

Leu

Ala

Ile

Asn

140

Cys

Ser

Pro

Ala

Ser

220

Pro

Ala

Pro

Arg

125

Leu

Pro

Pro

Arg

Glu

205

FPro

Pro

Thr

110

Tyr

Arg

Asp

Ala

Pro

130

Thr

Leu

Gln

Ala

95

Gly

Ile

Arg

Ser

Val

175

Arg

Ala

Phe

Glu

80

Leu

Gln

Gly

Gln

Asp

160

Cys

Val

Ser

Ser

Trp
240



10

atggeccage
cagccaccga
tgggacggtg
gggacccegg

gccagcgage

cgecttettge
cgcctggaca
ctcecggegac
ctggegeagt
tggggatccc
ttccagtacg
cegetettea

ccgectgect

=210> 7
<211> 2500
<212> ADN

ccctgtgega
tgccttcoega
cccaggeocag
gtaggcgegg

gggagaagct

cgecatecegt
tocogetacat
agcggcacgc
cgecagtecact
cgoctgecta
cagaaacagce
gcagcgacat

ga

<213> Secuencia artificial

<220=

ES 2 533 581 T3

goccgegectec
tgggaacagc
cagccctgea

gacgcacggt

acgtatgege

ggcaccaacc
tggccacctyg
ggtgtcacct
cggtectggt

ccctagacee
atcccaggaa

getggetett

<223> Secuencia del gen ETS2 humano

<400> 7

gagtcctgga
gtectgctece
ccaccctgeg
agccgoctgg

acactcgece

ggccagaacc
teggetgtge
cgaggctgcc
ttaagccegg
cgagtcegecg
aggcaggaaa

ctagaaacct

20

tectgagtec
cagecctggte
ccegeccegge
gtagcggaca

gecgegcetgea

tgaccaagat
tgggactcag
cgetgtgeceo
ccgtetgeag
cagaatcogtg
tggagcccag

ggacgccgec

cgctggtcegg
ctcggaceeg
ceggegtget
goggcagage

cgagetgege

cgagacgetg
cgaggacaac
cgacagcgac
cggggtgtceyg
ggacccateg

tccctcatet

gcaggagtgg

60
120
180
240

300

360
420
480
540
600
660
720

732



10

gtgtegetee
ctctggcegg
ccaccgtece
aagaatatgg
ccagectttg
caaacactge
gaattgecctt
ttcagtggcet
agtgagcaac
gtgaatctge
tttetggage
atcaaagaaa
gttcocteatt
atgcagacac
cccagegtac
gtcagegtea
accaacaatt
gagagctcag

cgggttectt

agctcagagce
cgccctegee
gaccaagcgc
accaggtagc
acacctttga
aagaagtgec
tgttaaccec
tcaaaaagga
aggtatgcca
agaggttcgg
tggcacctga
accaagaaaa
ggattaacag
agaattaccc
tecagetetga
cctactgete
ctgggacgee
actccctcet

ccttegagag

ES 2 533 581 T3

tceceggagee
ctegeeegge
cggecectgee
cectgtgget
tgggtccetg
aacaggcttg
gtgcagcaag
acagcggege
gtggcttete
catgaatgge
ctttgtgggt
gacagaagat
caatacatta
caaaggeggce
gcaggagttt
tgtcagtecag
caaagaccac

ccagtectgg

cttcgaagat

gcccggccag
gcgcaccgag
cgcagcggca
aacagttaca
tttgctgttt
gattcecattt
gctgtgatga
ctgggecattc
tgggccacca
cagatgctgt
gacattctet
caatatgaag
ggttttggea
ctcctggaca
cagatgttcc
gacttcececag
gactccectg
aacagcecagt

gactgcagece

21

cgtecggect
cagccgeggg
ggatgaatga
gagggacact
ttecttetet
ctecatgacte
gtcaagcett
caaagaaccc
atgagttcag
gtaaccttgg
gggaacatct
aaaattcaca
cagagcaggc
gcatgtgtcecc
ccaagtcteg
gcagcaactt
agaacggtgc
cgtccttget

agtctctetg

ccctgatcegt
cgcegageag
ttteggaatce
caagegecag
aaatgaagag
cgccaactgt
aaaagctacc
ctggetgtgy
tctggtgaac
caaggaacgc
ggagcaaatg
cctecacctce
gcecectatgga
ggcectocaca
gcteagetee
gaatttgcte
ggacagcttce
ggatgtgcaa

cctecaataag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140



ccaaccatgt
ccagttatac
cagtttctec
gacggatggg
aaaaataagc
aagaacatca
cagaacttge
acggaggact
gaagcccate
gaaagtggcco
cctecettgt
gtcgagaaag
tctggetgtt
agattttctt
ggagggtggy
tecttataatt
tttaaaataa
atttttecaat
gaagttgtaa
ggtaatccect
ttgeccttggt
gttattatct

taaagcagta

<210= 8
<211> 469
<212= PRT

ctttcaagga
ctgecagetgt
tggagctget
agtttaaget
ccaagatgaa
tccacaagac
tggggttcac
gaggtcgeceg
ctgaccagcet
aagaagcagt
ggcagcaacqg
aggcaccagg
tgagattete
ttgcecttttg
aaggaaacaa
gttctcagaa
ttatataact
agcacatatg
agtatgtatt
gcetttttgtyg
tgtctggeaa
gggcttatat

tttttettga

<213> Secuecnia artificial

<220=>

ES 2 533 581 T3

ttacatccaa
gctggeegge
atcagacaaa
cgcc§acccc
ctacgagaag
gtcggggaag
goccgaggaa
ggaccaccct
gctoegagga
ggccttattg
gocacagctaa
aageccgtect
aaaggagcga
caaccaggaa
ccatgtecatt
tceccttaaca
gtatttgaaa
gaattttgeca
atttacattt
tttttttgtt
ggactttgta
ctggcctetg

cCaaaaaaaaa

<223> Secuencia de proteina ETS2 humana

<400> 8

gagaggagtg
ttcacaggaa
tectgecagt
gatgaggtgg
ctgagceggy
cgctacgtgt
ctgcacgcca
gagccggece
cccaggaaag
catcccaaac
ftctactcac
ggcgectgge
geatgtcgtyg
cagcaaatgc
tcagaagtta
gttgtattta
taagaattca
aagatttaat
aatagactta
tgtttgtttyg
catttgggag
ctttctectt

aaaaaaaaaa

22

accocggtgga
gtggacctat
cattcatcag
ccogecggtyg
gcttacgeta
accgettogt
tcctgggegt
caggctegtg
gcaggattga
cacgecctcett
agtgetttta
agtccgtggg
gacacacaca
aaaaactctt
gtttgtatat
acagaaattg
gacatctgag
ctgccaaggg
cagggataag
tttgtttttg
tttttatgag

taattgtaaa

gcaaggcaaa
tcagctgtgg
ctggactgga
gggaaagagg
ctattacgac
gtgegaccte
ccagcccgac
gactgagtgg
aaatgtecag
gaccaggctg
agtgaaaatg
acgggatggt
gactattttt
tgagagggta
attattataa
tatattgtaa
gttttattte
ccgactaaga
gcctgtgggg

gggggtttte

aaacttaaat

gtaaaagcta

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

15980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2500



10

15

20

25

30

ES 2 533 581 T3

Met Asn Asp Phe Gly Ile Lys Asn Met Asp Gln Val Ala Pro Val Ala
1 5 10 15

Asn Ser Tyr Arg Gly Thr Leu Lys Arg Gln Pro Ala Phe Asp Thr Phe
20 25 30

23



Asp

Leu

Asn

Gln

Leu

Gln

Leu

Glu

145

Glu

Gln

Ser

Thr

Ser

225

Lys

Asp

Pro

Ser

Gly

Gln

Cys

Ala

Gly

Trp

Gln
130

Arg

His

Tyr

Asn

Gln

210

Thr

Ser

Phe

Lys

Asp

Ser

35

Glu

Glu

Leu

Ile

Leu

115

Arg

FPhe

Leu

Glu

Thr

195

Asn

Pro

Arg

Pro

Asp

275

Ser

Leu

Val

Leu

Lys

Pro

100

Leu

Phe

Leu

Glu

Glu

180

Leu

Tyr

Ser

Leu

Gly

260

His

FPhe

Fro

Fro

Ala

85

Lys

Trp

Gly

Glu

Gln

165

Asn

Gly

Pro

Val

Ser

245

Ser

Asp

Leu

Ala

Thr

Leu

70

Thr

Asn

Ala

Met

Leu

150

Met

Ser

Fhe

Lys

Leu

230

Ser

Asn

Ser

Gln

ES 2 533 581 T3

val

Gly

55

Leu

Phe

Pro

Thr

Asn

135

Ala

Ile

Gly

Gly

215

Ser

Val

Leu

Pro

Ser

Phe

40

Leu

Thr

Ser

Trp

Asn

120

Gly

Pro

Lys

Leu

Thr

200

Gly

Ser

Ser

Asn

Glu

280

Trp

Pro

Asp

Pro

Gly

Leu

105

Glu

Gln

Asp

Glu

Thr

185

Glu

Leu

Glu

Val

Leu

265

Asn

Asn

24

Ser

Ser

Cys

Fhe
90

Trp

Phe

Phe

Asn

170

Ser

Gln

Leu

Gln

Thr

250

Leu

Gly

Ser

Leu

Ile

Ser

75

Lys

Ser

Ser

Leu

Val

155

Gln

Val

Ala

Asp

Glu

235

Tyr

Thr

Ala

Gln

Asn

Ser

60

Lys

Lys

Glu

Cys

140

Gly

Glu

Pro

Pro

Ser

220

Phe

Cys

Asn

Asp

Ser

Glu

45

His

Ala

Glu

Gln

val

125

Asn

Asp

Lys

His

Tyr

205

Met

Gln

Ser

Asn

Ser

285

Ser

Glu

Asp

Val

Gln

Gln

110

Asn

Leu

Ile

Thr

Trp

130

Gly

Cys

Met

Val

Ser

270

Phe

Gln

Ser

Met

Arg

95

Val

val

Gly

Leu

Glu

175

Ile

Met

Pro

Phe

Ser

255

Gly

Glu

Leu

Thr
Ala
Ser
l\f‘g
Cys
Asn
Lys
Trp
160
Asp
Asn
Gln
Ala
Pro
240
Gln
Thr

Ser

Asp



val

305

Ser

Glu

Val

Leu

Thr
385

Leu

Thr

Leu

Pro
465

<210=9
<211= 1410
<212>ADN

290

Gln

Leu

Arg

Leu

Leu

370

Gly

Arg

Ser

Ser

Leu

450

Asp

Arg

Cys

Ser

Ala

355

Glu

Trp

Gly
435

Gly

Thr

<213>Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de codificacion de ETS2 humano

<400> 9

Vval

Leu

Asp

340

Gly

Leu

Gly

420

Lys

Phe

Glu

Pro

Asn

325

Pro

Phe

Leu

Trp

Lys

405

Leu

Arg

Thr

Asp

ES 2 533 581 T3

Ser

310

Lys

val

Thr

Ser

Glu

390

Arg

Tyr

Pro

285

Fhe

Pro

Glu

Gly

Asp

375

Phe

Lys

Tyr

Val

Glu
455

Glu

Thr

Gln

Ser

360

Lys

Lys

Asn

Tyr

Tyr

440

Glu

Ser

Met

Gly

345

Gly

Ser

Leu

Lys

Tyr

425

Arg

Leu

25

Phe

Ser

330

Lys

Pro

Cys

Ala

Pro

410

Asp

Phe

His

Glu

315

Phe

Pro

Ile

Gln

Asp

395

Lys

Lys

Val

300

Asp

Lys

Val

Gln

Ser

380

Pro

Met

Asn

Ile
460

Asp

Asp

Ile

Leu

365

Phe

Asp

Asn

Ile

Asp

445

Leu

Cys

Tyr

Pro
350

Trp

Ile

Glu

Tyr

Ile

430

Leu

Gly

Ser

Ile

335

Ala

Gln

Ser

Val

Glu

415

His

Gln

Val

Gln

320

Gln

Ala

Fhe

Trp

Ala

400

Lys

Lys

Asn

Gln
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atgaatgatt tcggaatcaa gaatatggac caggtagece ctgtggetaa cagttacaga 60
gggacactca agcgecagcce agcoctttgac acectttgatg ggteocetgtt tgetgttttt 120
ccttecteotaa atgaagagca aacactgcaa gaagtgcoccaa caggcettgga ttcecatttcet 180
catgactccg ccaactgtga attgectttg ttaacccegt gcagcaagge tgtgatgagt 240
caagccttaa aagctacctt cagtggcttce aaaaaggaac ageggegect gggcattcea 300
aagaacccct ggctgtggag tgageaacag gtatgeccagt ggetteotetg ggeocaccaat 360
gagttcagtc tggtgaacgt gaatctgeag aggttcggea tgaatggcoca gatgetgtgt 420
aaccttggca aggaacgctt tctggagetg gecacctgact ttgtgggtga cattctctgg 480
gaacatctgg agcaaatgat caaagaaaac caagaaaaga cagaagatca atatgaagaa 540
aattcacacc tcacctcegt tcectecattgg attaacageca atacattagg ttttggcaca 600
gagcaggcge cctatggaat gcagacacag aattaccecca aaggeggect cetggacage 660
atgtgtccgg cctecacace cagegtactce agetctgage aggagtttca gatgttcccee 720
aagtctecgge tcagctecegt cagegtcace tactgetetg tecagtcagga cttcccagge 780
agcaacttga atttgctcac caacaattct gggacgcecca aagaccacga ctoccctgag 840
aacggtgcogg acagcttcga gagctcagac tccctectec agteoctggaa cageccagtcg 300
tccttgetgg atgtgcaacg ggttccttecc ttcgagaget tcgaagatga ctgcagecag 960
tctetetgee tcaataagcc aaccatgtct ttcaaggatt acatccaaga gaggagtgac 1020
ccggtggage aaggcaaacc agttatacct gcagetgtge tggecggett cacaggaagt 1080
ggacctatte agectgtggeca gtttectcctg gagcectgctat cagacaéatc ctgcecagtea 1140
ttcatcaget ggactggaga cggatgggag tttaagctcg ccgaccecga tgaggtggec 1200
cgeccggtggg gaaagaggaa aaataagccc aagatgaact acgagaaget gagccgggge 1260
ttacgctact attacgacaa gaacatcate cacaagacgt cggggaageg ctacgtgtac 1320
cgettegtgt gogacetcoca gaacttgetg gggttcacge ccgaggaact gcacgccatc 1380
ctgggegtoc agcocccocgacac ggaggactga 1410

<210> 10

<211> 5143

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de ETS humano

<400= 10

26



10

15

20

25

agttggaaag
tagtaagtga
cgtecettac
agatcctega
cttttgggat
tatggaatgt
attaaaagct

cccccggcag
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agaccacaga ctttgaggga
ggtgcetgaga gcagaatgag
tcagcgectce gteectgeagt
atgaactgtg gtttocagte
gagatggcaa ctcaggaagt
gcagatgtcec cactattaac
actttcagtyg gtttcactaa

tggacagaaa cccatgttcg

agctcacteca
ctactttgtg
ggtgaggcaa
caattatecac
tcctactggt
tccaagcagc
agaacagcaa

ggactgggtyg

27

ggatctgcte
gattctgetg
ggacctagca
cagcaaagac
cttgaacact
aaagaaatga
cgactgggga

atgtgggctg

tecggecaaag
ggagcagccc
acacttatga
cttgctacce
gtgtctcaga
tgtctcaage
tcccaaaaga

tgaatgaatt

60

120

180

240

300

360

420

480



cagcctgaaa
gggtaaagac
tctagagate
ctatccagaa
gtgtgttceca
ccatcececate
cattctecga
agaagtegte
ccaggactct
gagcagccag
agaggactat
gcgggacoegt
ctacacaggc
atcctgtecag
agatgaggtg
actgageccgt
acgctacgtg
gctgecacgee
gggaaaccct
tgttattcta
cagttgcage
ggtgggacca
ttgaaggete
ccatgaaaaa
catgaaactg
gaggtgggtyg
adctatecact
ttgtgttaaa
taagctctaa
gaggattctg
ctectecactga

tgatttgggt

catcccttta

ggtgtagact
tgcttteteg
ctgcagaaag
teccegetata
ccatcggagt
agctcggaag
gaccctetee
accccagaca
tttgaaagca
tcatctttca
ceggetgece
gctgacctea
agtggaccaa
tecttttateca
gccaggagat
ggcctacgct
taccgetttyg
atgetggacg
gctgagacct
ttttttattt
tgtaatcaat
gaaattcttg
tggcttaaca
gtgtcttgag
atgtaaggca
ggatgaaaca
ctagttttga
atttatttta
ggtggtctca
tcacaatgaa
gatcagggat
acaggggaat

cttacttgtt
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tccagaagtt
agctggecce
aggatgtgaa
ccteggatta
tctecagagee
agctcctete
agacagacac
acatgtgcat
tagagagcta
acagcctgeca
tgcccaacca
ataaggacaa
tccagctatg
gctggacagg
ggggaaagag
actattacga
tgtgtgacet
tcaagcecaga
tccaaggaca
tcecagaacte
tgtgegeagt
agcaaatttt
gagaaagaga
ttgtggacecc
attaatttge
tgttttggag
agcaaagatg
ttaaattttg
gtattgcaat
agaaaactgt
cccaaattca
tatgtgtgtg

atcagtggat

ctgtatgaat
agactttgtt
accatatcaa
ctteattage
cagcttecate
cctcaagtat
cttgcagaat
ggggaggacc
cgatagttgt
gcgtgttece
caagcccaag
gectgteatt
gcagtttett
agatggectgg
gaaaaacaaa
caaaaacatc
gcagagectg
tgccgacgag
gcecgtgttgg
attttttace
tgggaaagga
caggagaggg
ctaatgtgte
attagcaagt
ttotgttttt
ggggatgoac
gacttecagtyg
tgccagtatt
atcatgtaag
ttatatagac
tgggacttat
aatgtcatct

tctoggggtt

28

ggagcageccc
ggggacatct
gttaatggag
tatggtattg
acagagtect
gagaatgact
gactactttg
agtcgtggta
gatcgecteca
tecctatgaca
ggcaccttca
cctgetgetg
ctggaattac
gaattcaaac
cctaagatga
atccacaaga
ctggggtaca
tgatggcact
ttggactcotg
ttecaggagtg
aagccaggac
agaagggect
caatcatttt
gacattgtca
aggtctggga
tgaaaatctg
gggaggggcce
ttttttetta
tttgttttta
cccattggaa
ataagaagga
acaattaaaa

tggacttaat

tctgegeeoct
tatgggaaca
tcaacccago
agcatgocoeca
atcagacgct
acceccteggt
ctatcaaaca
aacteggggg
cccagtectyg
gecttegacte
aggactatgt
ccctagetgg
tcactgataa
tttctgacce
attatgagaa
cagocggggaa
ccectgagga
gaaggggctg
aattttgaat
ggagctaagt
ttgtggggtg
tectecagaage
taaaaatcat
catcagaact
gggcaaaaaa
agaactattt
aaaacegttg
aaaategtcet
tttgecegget
aagcaaaacyg
caattaatgc
aaaattagca

gttgagctaa

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
2280
2340
2400

2460



gaagcattaa
gtaggagcac
tecttagtect
ccccteaggt
tttttetttt
ctctgttatt
gagacacgac
gagagecattt
ttgaagaatt
gcacaggtga
gttaattcca
gaggaaaata
acaaacatag
ggagttttag
atctccctea
acttccatga
ggatttggat
ttgttattta
ttcatgagtg
atcccagetg
ttttaggage
gattatgtga
tgaatgttgt
atgcaaaact
taatgggtaa
cataaaatca
ttetgtgagt
gtgctcctee
gatttgtaga
ctttgtecaa
tgttgegttt

gtctagctgg

gtectttgaac
tgttgaagtec
atatectgtag
cctaagaaat
atgtecttatt
cagtagagag
ctaagttgaa
caataaaatg
taaattagtc
tgccagggce
gaagagagga
aggttgtcca
tcaagcaagg
aggaaaagtc
ctctatagtt
gagaaggaaa
gagaaattgg
ctcccagate
tccececatact
tattattttg
tgctecaggga
tttttgttgg
gtgtgtgtgt
gcagctgaaa
gagtagaacc
ctttetcaaa
ataactcctg
gececgettgt
tagtgtatta
aggccagaga
atgecttttta

gtgaaaccct
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tgaatgtatt
ctggaaggga
catagatgac
aagtcctgaa
tteccaagagt
aagtgtacgg
gagtttagac
tgacttggct
cggtaggatg
tcttgettgg
atgacttgaa
tgagatttga
tagtcatctt
aacatctaac
gcccagttga
gaaatatttc
aagtactaac
ctcttgcaga
gatgaattgg
atcttttgga
gtgttgggty
gcactggcaa
gtgtgtgtgt
taatacctta
agggccgggt
tcatccaceg
cagttectat
ttgctaaaat
gttaagacag
ccatcecagg
aaaacacacg

tattttecca

ttgcatccct
gatcgaagga
ttggaataaa
tgcatgtegt
cctccatttt
ctttctgatt
ttgctgagtt
gtctttggaa
tcaggtgaga
gtctgatgte
ggcaaaggaa
atagattttt
tetgetggtt
tagtgaggaa
aaggataagg
aggtaagectt
tactttctag
cccagaatta
agcatccata
tgcaggtgec
gaactgtttg
aaggtgtgtyg
gtgtgtgtgt
gatttctagg
atcaattatt
ttcctattaa
agcagataag
tceetttete
ctttgtegat
aagagtggtg
ttaacttecag

gagatgcctt

29

ggttttggac
ggaagattga
agctgtatge
tccaaactaa
ttgcaccecee
ggtgagtgaa
ttagaagtga
gagaagtgca
ctgtgtatge
ttggecacagg
actaaggaag
agttcecceca
gtgaggggga
aagtgcctaa
aggaggggtg
ctcagggcty
catatcttta
tcaggaacat
tggaaagcaa
ttaatgaagec
gactacattg
tgtgaatgtg
gtgtgtgtgt
taagtcttte
gcttgetgtt
atttatgccg
atataagaaa
tctaagteca
ctggccagat
ggtggtttat
aggaaggatg

aacctttgtt

gacagtaaac
cttggttett
atgggeatta
cactctgtaa
tcaccgecaa
aaagtaactt
tggaaattaa
aggctttect
aaaatgaatg
gtaagtgaag
gaggttcagt
aggtttaaat
atctgaaaat
tacaattaga
gcttttatgg
gocctttttg
agaaaattga
agctctgtga
aggcagaatt
tetcaaaata
ttttetetta
tgcatgtgtg
gtttgcagac
cacatttcaa
tgcaaccagg
gaaactctce
gtgecctocta
ccattttcaa
gttttttete
acactggaaa
ggcaaatctg

ggttttgget

2520
2580
2640
2700
27860
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320

4380



ttagggttca
gagccctgat
tcctcacttt
tgagaaatac
tatataaatt
atgtatacat
tcagttattg
gaaaaagatg
tttttaaaag
aaatcagaac
aaaatgcaaa
ggcacatcat
aaactgtgtg
<210= 11

<211= 21
<212> ADN

gagtcacttt
ttttgtgget
ggagatgaac
accatctete
tgttgaactc
atacatatat
aacttttttt
ttatattgtg
ctgaaaattt
tgaggtagct
aaaattctta
tttgetggag

aaattaaaaa

«213> Secuencia artificial

<220>
<223>

<400=> 11

tgttgccate aatgaccect t

<210> 12
<211= 19
<212> ADN

<213= Secuencia artificial

=220=

ES 2 533 581 T3

tgtteecctte
gtggggattg
actetgggtt
ttctagtecat
ttacctacat
aaaatatata
tttaagaata
tttgactatt
agaagcaaga
tagagatgta
tggcggagtt
agttttttat

caaagaattt

cebador GapdhFP cril exp

21

<223> cebador GapdhRP ctrl exp

<400=> 12

ctecacgacg tactcageg

=210= 13
=211= 20
<212= ADN

<213> Secuencia artificial

=220=

19

<223> cebador hNanogFP ctrl exp

<400= 13

cagaaggect cagcacctac

20

tcecattetgg
gaggtagcat
ttacagcatt
gctgtgcatg
tccaaagaag
tattaaaata
ctttttttit
tteccaacttg
tgaaaaaaag
gcgatgtaag
ttttgtttgt
atactgtagc

cattcataat

30

agagggactt
tcaaagatca
aacctgccta
ccgettacte
tttcaaggaa
aaattatcag
aagctgagaa
tattttcata
gaaaagcagg
tgtecgatgtt
ttattttagt
ctgatttcat

gct

cccctacata
gatgtgcttt
accttcatgg
tgttggggtc
ccataaatat
gaatactgce
gtatagggat
taatttatat
tgectttttaa
tttttaaaaa
agctgatget

attgtatttt

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100

5143
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<210= 14

<211> 22

<212=ADN

<213= Secuencia artificial

<220>
<223> cebador - hNanogRP ctrl exp

<400= 14
tatagaaggg actgttccag ge 22

<210= 15

<211= 22

<212> ADN

<213= Secuencia artificial

<220=>
<223> cebador hOct 3/4FP ctrl exp

<400> 15
ctigaatcee gaatggaaag qg 22

<210> 16
<211> 21

<212>= ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador hOct 3/4 RP ctrl exp

<400=> 16
ccticceaaa tagaaccece a 21

<210> 17
<211= 19

<212= ADN

<213> Secuencia artificial

<220=
<223> cebador Sox2 HPB F

<400= 17
tggacagtta cgegeacat 19

<210= 18

<211> 21

=212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220=
<223> cebador Sox2 HPB R

<400> 18
cgagtaggac atgetgtagg t 21

<210> 19

<211= 22
<212> ADN

31



ES 2 533 581 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador hRex1FP ctrl exp

<400=> 19
gctgaccacce ageacactag go 22

<210= 20

<211= 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador hRex1RPctrl exp

<400= 20
tttctgatgt ctigtetitg coeg 24

<210> 21

<211= 20

<212=. ADN

<213>. Secuencia artificial

<220=>
<223> cebador- c-Myc HPB F

<400> 21
aggcgaacac acaacgtett 20

<210= 22

<211= 21

<212> ADN

<213= Secuencia artificial

=220=>
<223> cebador c-Myc HPB R

<400=> 22
ttggacggac aggatgtatg c 21

<210= 23

<211=> 24

<212> ADN

<213= Secuencia artificial

<220=>
<223= cebador hKIf4FP ctrl exp

<400=> 23
atggctgtca gogacgeget gete 24

<210=> 24
<211= 24

<212> ADN
<213 Secuencia artificial

<220>

32
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<223> cebador hKIf4RP ctrl exp

<400> 24
cgttgaacte cteggtetet ctec 24

<210= 25
<211= 22

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223: cebador Nkx 2.5 FP

<400> 25
ccelgaccga teccacctea ac 22

<210> 26

<211=> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220=>
<223= cebador Nkx 2.5 RP

<400= 26
ggcgggegac ggcgagatag ¢ 21

<210> 27

<211> 22

<212> ADN

<213>. Secuencia artificial

<220
<223: cebador Mesp 1 FP

<400= 27
tcgaagtgot tecttggeag ac 22

<210> 28

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador Mesp 1 RP

<400> 28
cctectgett goctcaaagt gte 23

<210= 29

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador Mesp 2 FP

<400= 29

33
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cgctgegect ggecateege tacat 25

<210= 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador Mesp 2 RP

<400> 30
gccccaaggg gaccccgega ¢ 21

<210= 31

<211= 20

<212= ADN

<213 Secuencia artificial

<220>
<223> cebador Mef2e FP

<400=> 31
gcaccagtge agggaacggg 20

<210= 32

<211= 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220=>
<223= Ccebador Mef2e RP

<400> 32
gactgagccg actgggagtt a 21

<210= 33

<211=19

<212> ADN

<213= Secuencia artificial

<220=>
<223> cebador Sox 17 FP

<400> 33
gcggegeaag caggtgaag 19

<210> 34

<211= 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ACTCTGGCAGTCGCGGTAGTGGC

<400> 34
actetggeag tegeggtagt gge 23

<210> 35

34
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<211=> 23

<212= ADN
<213> Secuencia artificial

<220=>
<223> cebador FoxA2 FP

<400> 35
ctgaagecgg aacaccacta cge 23

=210> 36
<211> 23

<212> ADN
=213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador FoxA2 RP

<400> 36
tecaggececeg tittgticgt gac 23

<210> 37
<211= 22

<212> ADN
=213> Secuencia artificial

<220=
<223> cebador FGF8 FP

<400= 37
agctcagecg cegecteate cg 22

=210= 38
<211> 23

<212>ADN
<213= Secuencia artificial

<220>
<223>= cebador FGF8 RP

<400> 38
agcectegta ctiggeatte tge 23

<210= 39

<211=> 23

<212> ADN

<213= Secuencia artificial

<220>
<223> cebador- MyoD FP

<400> 39
aggggcetagg ttcagetite tog 23

<210> 40

<211> 23

<212> ADN

<213 Secuencia artificial

35
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=220=
<223: cebador MyoD RP

=400= 40
ctectgetet ggecaaageaa cte 23

<210=> 41

<211= 21

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador BEMP2 HEP FFP

=400= 41
acctttatgg agggaaacce a 21

<210= 42

=211= 21

=212="ADN

<213 Secuencia artificial

<220>
<223> cebador- BMP2 HBP RP

=400= 42
ccggatctgg ttcaageatg a 21

<210= 43
<211= 20

<212='ADN
<213=> Secuencia artificial

<220=>
<229 cebador hTert HBP FP

<400= 43
aaccticcte agctatgece 20

=210= 44
<211= 19

<212= ADN
<213> Secuencia artificial

<220=>
<223> cebador hTert HBP RP

<400> 44
gegtgaaace tgtacgect 19

<210=> 45

<211= 20

<212>ADN

<213> Secuencia artificial

<220=
<223> cebador |slet-1 HPB F

36
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<400> 45
gtggagaggg ccagtctagg 20

<210> 46

=211= 21

<212= ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador Islet-1 HPB R

<400> 46
ccgtcatete taccagttge t 21

<210=> 47
<211= 19

<212> ADN
=213> Secuencia artificial

<220=
<223=  cebador Troponin T HPB F

=400= 47
gagttgcagg cgctgattg 19

<210=> 48

<211= 22

<212= ADN

<213=> Secuencia artificial

<220=
=223> cebador Troponin THPE R

=<400=> 48
tctggatgta acccccaaaa tg 22

<210= 49

<211= 23

<212= ADN

=213> Secuencia artificial

<220=
<223> cebador Dhand HPB F

=400= 49
atgagtctgg taggtggttt tce 23

<210= 50
<211= 21

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220=
<223> cebador Dhand HPB R

<400> 50
catactcggg getgtaggac a 21

37
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<210> 51

<211= 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> T HPB F primer

<400> 51
gatcacgeag clcaagattg ¢ 21

<210= 52

<211= 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador THPBR

<400> 52
tetetggtgt gttectagac g 21

<210= 53

<211=21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador TS HPBF

<400> 53
cacttctecg cteacticac 21

<210> 54

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
=223> cebador T5 HPE R

<400=> 54
tggcacgeca tgagagtaga 20

<210> 55

<211=21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador  ETS-ZHPBF

<400= 55
aaagctacct tcagtggett ¢ 21

<210> 56

=211> 21
<212> ADN

38
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador ETS-ZHPER

<400> 56
aatgtcacec acaaagtcag g 21

<210= 57

<211= 21

<212> ADN

<213= Secuencia artificial

<220=
<223> cebador Dkk-1FP

<400> 57
attccaacgc tatcaagaac ¢ 21

<210= 58

<211= 22

<212= ADN

<213~ Secuencia artificial

<220=
<223> cebador Dkk-1 RP

<400= 58
ccaaggtgct atgatcatta cc 22

<210> 59

<211> 20

<212> ADN

<213= Secuencia artificial

<220>
<223:  cebador TBX 20 FP

<400= 59
tccagattct cettttaccg 20

<210= 80

<211= 20

<212=ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223 cebador TBX 20 RP

<400= 60
ttcagacttc aggttgagca 20

<210= 61
=211= 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220=>

39
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<223> cebador SMactin HBP F

<400> 61
cggtgctgte tetetatgee 20

<210= 62

<211> 21

<212=> |ADN

<213> Secuencia artificial

<220=
<223> cebador SM actin HBP R

<400= 62
cacgctcagt caggatcttc a 21

<210=> 63

<211= 21

<212> [ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador hGATA1F

<400> 63
agaagcgcct gattgicagt a 21

<210= 64

<211= 21

<212= ADN

<213= Secuencia artificial

<220=>
<2723> cebador hGATA1 R

<400> 64
agagacttgg gttgtecaga a 21

<210= 65

<211= 19

<212> |ADN
<213>.Secuencia artificial

<220>
<223> cebador hGTAT2F

<400> 65
ggcccactet cigtgtace 19

<210> 66
<211= 21

<212>= |ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador hGATAZ R

<400> 66
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catcticatg ctctcegtea g 21

<210> 67

<211> 19

<212> IADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador TBX3-1F

<400=> 67
gigtcicggg celggatic 19

<210> 68

<211= 21

<212>ADN
<213=.Secuencia artificial

<220=>
<223> cebador TBX3-1R

<400> 68
acgtgtaggg gtaagggaac a 21

<210> 69
<211= 23

<212= [ADN
<213= Secuencia artificial

<220=
<223s  cebador TBX3-2F

<400> 69
ttaaagtgag atgttctggg ctg 23

<210= 70
<211> 22

<212> |ADN
=213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador TBX3-2 R

<400= 70
actataattc cectgecacg ta 22

<210> 71
<211> 22

<212> ADN
<713> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador TBX4 F

<400= 71
tgaccatcge tacaagttet gt 22

<210=72
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<211> 22

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220=
=223> cebador- TBX4 R

<400> 72
gatggttgtt tgtcagettc ag 22

<210> 73

<211> 21

<212> ADN

<213= Secuencia artificial

<220>
<223> cebador TBX6 F

<400=> 73
acacccctaa actggattge t 21

=210= 74
<211> 21

<212> pADN
<213> Secuencia artificial

<220=
<223> (cebador TBX6E R

<400=> 74
ccteccaget ttggtgatga t 21

<210> 75

<211=> 19

<212> ApN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador TBX10F

<400= 75
ccteggeata cttgeacee 19

<210> 76
=211= 21

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223=" cebador TBX10R

<400= 76
attceiceca cagaggctic a 21

<210= 77

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220=
<223> cebador TBX18 F

<400=> 77
gccectgetg actattetge 20

<210> 78
<211=21

=212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador TBX18R

=400> 78
ctgcatggat aagetggtet g 21

<210> 79
<211=21

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223: cebador TBX19F

=400=> 79
aagaatggca gacggatgtt t 21

<210> 80

<211> 20

=212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador TBX19R

<400=> 80
ccgggtgaat gtagacgcag 20

<210= 81
<211> 19

=212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador RUNX2F

<400= 81
cggcaaaatg agegacgty 19

<210= 82

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador RunX2R
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<400> 82
caccgageac aggaagitg

<210= 83
<211= 20

<212> [ADN
=213> Secuencia artificial

<220=

<223> cebador - LMOZ2 F

<400> 83
ggccatcgaa aggaagagec

<210> 84
<211= 21

<212>. |ADN
<213>- Secuencia artificial

<220=
<223> cebador LMOZ R

<400= 84
ggcccagttt gtagtagagg ¢

<210=> 85
<211= 21

<212> ADM
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador TAU F

<400> 85
ccectggagt teacgtttea ¢

<210> 86
<211= 20

<212> [ADM
=213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador TAUR

=<400= 86
gcgagcettty agttgaggga

ES 2 533 581 T3
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de preparaciéon de una célula progenitora cardiaca inducida, comprendiendo el procedimiento la
suministro de un factor de reprogramacion que comprende dos genes heterdlogos a una célula somatica,

caracterizado porque los genes heterélogos son ETS2 y Mespl.

2. Un procedimiento como se reivindica en la reivindicacion 1, en el que la célula somatica es una célula normal de
fibroblastos dérmicos humanos.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en el que el gen ETS2 comprende la secuencia de codificacién de
ETS2 (SEC ID NO: 9), el gen ETS2 (SEC ID NO: 7) o codifica la secuencia de proteinas ETS2 humanas (SEC ID
NO: 8)

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el gen Mespl comprende la secuencia de codificacién Mespl de
raton (SEC ID NO: 6), el gen Mespl de ratén (SEC ID NO: 4) o codifica la secuencia de proteinas Mespl de raton
(SEC ID NO: 5)

5. El procedimiento segun lo reivindicado en cualquier reivindicaciéon precedente en el que el factor de programacion
es suministrado a la célula utilizando un vector recombinante.

6. Un procedimiento segun lo reivindicado en la reivindicacion 5, en el que el factor de programacion es suministrado
a la célula utilizando el sistema de transduccion lentiviral.
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