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DESCRIPCION
Reprogramacion de células hacia un estado pluripotente.

La presente invencién se refiere a un procedimiento para preparar células reprogramadas, en particular para
preparar células madre pluripotentes y multipotentes, y a las células madre pluripotentes y multipotentes preparadas
mediante dichos procedimientos.

El envejecimiento, ya sea in vivo durante el transcurso de la vida o in vitro durante una escalacién, afecta a las
células, en particular células madre. Por ejemplo, las células envejecidas muestran mayores tasas de apoptosis,
menor capacidad de diferenciacion y de proliferacion, y menor eficacia terapéutica. Durante el envejecimiento, las
células madre se diferencian a menudo en una forma menos proliferativa y menos flexible. El envejecimiento celular
representa un problema, en particular cuando se usan células procedentes de pacientes/donantes ancianos como
material de partida para cultivos celulares, cuando se expanden células in vitro, y cuando se usan células que tienen
una capacidad limitada de diferenciacion para la terapia o la investigacion.

Un enfoque para desdiferenciar células envejecidas es para crear las denominadas células madre pluripotentes
inducidas (IPS). El estado actual de la técnica prevé usar una transferencia virica de factores de transcripcion para
inducir una mayor potencia de diferenciacion en células y rejuvenecerlas. Sin embargo, esto es potencialmente
peligroso debido a que la transferencia virica cambia permanentemente el genoma de la célula y también puede
conducir a complicaciones debido a las partes viricas dejadas atrds en el genoma celular. Ademas, se sabe que la
integracion virica en el genoma incrementa el riesgo de cancer en células. Esencialmente lo mismo se aplica al uso
de plasmidos para reprogramar células (Okita et al., 2008, Science. 2008 Nov 7; 322(5903):949-53. Generation of
mouse induced pluripotent stem cells without viral vectors).

Otro enfoque emplea la puesta en contacto de células que van a ser reprogramadas con extractos de células madre
embrionarias humanas para reprogramar células. Sin embargo, este enfoque es ética y practicamente problematico.

Algunos otros enfoques usan factores quimicos para desdiferenciar células (por ejemplo, documentos US
2007/0254884 Al, US 2007/0020759 Al), pero estos factores no son eficaces a la hora de reprogramar
completamente las células hasta un estado pluripotente por si mismas.

El documento WO 2008/087442 A describe métodos para inducir la reprogramacion de una célula diferenciada
afadiendo ARNm de Nanog a un oocito de Xenopus que no contiene Nanog e introduciendo el extracto de ese
oocito en una célula que va a ser reprogramada. Jaenisch et al., Cell 133 (4), Febrero 2008:567-582, describe la
reprogramacion de células somaticas mediante transplante nuclear de un ndcleo somatico en un évulo enucleado y
por medio de retrovirus para introducir moléculas de acido nucleico en una célula que va a ser reprogramada.

Zuk et al. “Human adipose tissue is a source of multipotent stem cells”, Molecular Biology of the Cell, Diciembre
2002, Vol. 13, 4279-4295, describieron que el tejido adiposo contiene células madre multipotentes, en particular
células madre mesenquimatosas que expresaron multiples antigenos marcadores CD que son caracteristicos de
tales células multipotentes.

De este modo, el problema técnico que subyace a la presente invencién es proporcionar métodos mejorados para
reprogramar células, en particular para desdiferenciar células, que supere las desventajas identificadas
anteriormente, en particular permitan de una manera féacil, eficiente y segura la provision de células reprogramadas,
en particular desdiferenciadas, que presenten preferentemente caracter de células madre multipotentes, muy
preferentemente pluripotentes.

La presente invencion resuelve este problema técnico mediante la provision de un procedimiento para preparar in
vitro células reprogramadas, comprendiendo las etapas del procedimiento, preferentemente en el orden dado, a)
proporcionar células que van a ser reprogramadas; b) introducir, preferentemente transfectar, moléculas de ARNm
capaces de reprogramar las células en las células proporcionadas en la etapa a), en el que las moléculas de ARNm
reprogramadoras codifican por lo menos una proteina seleccionada de entre el grupo constituido por: Ronin, Oct4,
KlIf4, Sox2, Nanog y TERT; y c) cultivar las células obtenidas en la etapa b) en un medio de cultivo celular y en una
condicion adecuada para permitir la traduccion de las moléculas de ARNm reprogramadoras introducidas,
preferentemente transfectadas, a fin de obtener células reprogramadas.

De este modo, la presente invencién prevé un procedimiento que es capaz de preparar células reprogramadas sin la
necesidad de cambiar permanentemente el genoma de la célula y sin la necesidad de usar virus para transferir
factores de transcripcion o similares a la célula. La presente invencion también es ventajosa en tanto que, con
respecto a células reprogramadoras, no se necesitan extractos de células madre embrionarias humanas o factores
quimicos costosos y potencialmente peligrosos. De este modo, las preocupaciones éticas, los problemas de
estabilidad genética y los riesgos de cancer se reducen o incluso se evitan. Por el contrario, la presente invencién
proporciona la ensefianza ventajosa para introducir, preferentemente transfectar, moléculas de ARNm especificas,
en lo siguiente denominadas “moléculas de ARNm reprogramadoras”, en las células, en el que estas moléculas de
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ARNmM reprogramadoras son capaces de reprogramar las células receptoras de ARNm, preferentemente las células
que son transfectadas con ellas, a un estado desdiferenciado. Ventajosamente, las moléculas de ARNm
introducidas, preferentemente transfectadas, segun la presente invencién no se integraran en el genoma del
receptor, y por lo tanto no plantean un riesgo de cancer o de inestabilidad genética. Por lo tanto, la invencion prevé
un procedimiento para preparar una o mas células reprogramadas in vitro, en el que dicho procedimiento no incluye
ninguna amplificacién de clonacion o proliferacion de las células receptoras del ARNm. La presente invencion
también prevé un procedimiento para preparar una o mas células reprogramadas in vivo, esto es, en un érgano vivo,
un organismo vivo o0 animal, mas particularmente un mamifero.

En el contexto de la presente invencion, el término “reprogramar” significa preferentemente remodelar, en particular
borrar y/o remodelar, marcas epigenéticas de una célula tales como metilacién del ADN, metilacion de histonas, o
activar genes induciendo sistemas de sefiales de factores de transcripcién con respecto a oct4. En particular, la
reprogramacion de la presente invencion proporciona por lo menos una célula desdiferenciada y/o rejuvenecida, en
particular proporciona una célula que tiene la caracteristica de una célula madre multipotente, en particular
pluripotente. De este modo, en el caso de que las células que van a ser reprogramadas sean células que ya tienen
un caracter multipotente o pluripotente, la presente invencion es capaz de mantener estas células mediante la
reprogramaciéon de la presente invencion en su estado multi- o pluripotente durante un periodo de tiempo
prolongado. En el caso de que las células que van a ser reprogramadas estén en un estado envejecido o
diferenciado, la presente invencion permite la desdiferenciacion en una célula madre multipotente o pluripotente. En
una forma de realizacion particularmente preferida, las células multipotentes se pueden reprogramar para que se
conviertan en células pluripotentes.

En particular, la expresion “células reprogramadas” designa células que se han cambiado para que tengan un mayor
potencial de diferenciacion y/o de proliferacion. También, en una forma de realizacion preferida, la reprogramacion
de una célula diferenciada somatica frente a una célula madre multipotente o célula diferenciada “joven” se
denomina reprogramacion, y el producto se denomina una célula reprogramada.

En particular, el presente procedimiento permite enriquecer células madre inmaduras, preferentemente que
muestran una elevada actividad de telomerasa, varios marcadores multipotentes, preferentemente pluripotencia, y
una secrecion incrementada de factores de crecimiento. La presente invencion proporciona la ventaja de que las
células madre envejecidas se pueden expandir durante un periodo de tiempo mas prolongado y con un mayor
rendimiento de células madre. Ademas, las estirpes de células madre y las selecciones de constructos manipulados
mediante ingenieria tisulares obtenidos o derivados de células reprogramadas mediante el presente procedimiento
muestran un riesgo inmunolégico minimo reducido, en particular si las células propias del paciente se usan como
fuente para la reprogramacion. De este modo, la presente invencidn proporciona medios y métodos para preparar en
particular células madre pluripotentes, para proporcionar células madre multipotentes, para proporcionar medios y
métodos para una expansion incrementada de células o células madre in vitro, y para el rejuvenecimiento de células
envejecidas o células madre envejecidas para terapias celulares o de manipulacion mediante ingenieria genética de
tejidos.

En particular, la presente invencion prevé, preferentemente en una primera etapa, proporcionar células que van a
ser reprogramadas. Preferentemente, las células que van a ser reprogramadas pueden ser células adultas o
neonatales, pero no se limitan a ellas. Preferentemente, las células que van a ser reprogramadas son células no
diferenciadas adultas o neonatales. En una forma de realizacién preferida, todas estas células pueden ser estirpes
celulares, células inmortalizadas, células mantenidas en cultivo celular, poblaciones de células aisladas,
preferentemente células aisladas de un donante, ya sea un donante vivo o muerto, o células aisladas del entorno.
Los tipos celulares que se pueden reprogramar segin la presente invencion potencialmente son todos los tipos
celulares, y en casos preferidos son fibroblastos, hepatocitos, células cardiacas, cardiomiocitos, células nerviosas,
condrocitos, osteoblastos, adipocitos, mioblastos, hepatoblastos, células madre hepéaticas, células productoras de
insulina, células madre neuronales, células cardiomiogénicas, dermatocitos, queratinocitos, células pancreaticas,
monaocitos, células epiteliales, o células madre mesenquimatosas (MSC). Preferentemente, las células pueden ser
células de mamifero, en particular células humanas o células de animales, preferentemente células ovinas, de
caballo, de mono, o en particular de roedor, preferentemente células de hamster, células de raton o células de rata.
Las células también pueden ser células de pez, de reptil, de aves, de anfibios o de insectos. Preferentemente, las
células que van a ser reprogramadas son células comprometidas con la estirpe. En una forma de realizacion
preferida adicional, las células, en particular las células del origen identificado anteriormente, son células madre, en
particular células madre post-natales o células madre no embrionarias.

Una fuente adecuada y preferida de células madre como células madre mesenquimatosas es un tejido en el cuerpo
humano o animal que comprende las células madre para uso en la presente invencién, opcionalmente junto con
otros tipos celulares. Preferentemente, la fuente adecuada de células madre es médula 6sea, tanto adulta como
fetal, célula periférica movilizada mediante citocinas o quimioterapia, higado fetal, sangre de cordén umbilical, y
bazo, tanto adulto como fetal; méas preferentemente, la fuente de células madre es médula 6sea de adulto o sangre
de cordon umbilical; mas preferentemente, la fuente de células madre es médula 6sea. Las células de médula 6sea
se pueden obtener de cualquier fuente conocida, incluyendo, pero sin limitarse a, ileo, esternén, tibias, fémures,
espinazo u otras cavidades Oseas. Preferentemente, las células madre se aislan de un organismo mamifero tal
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como un ser humano, raton o rata, y mas preferentemente las células madre se aislan de un organismo humano.

La expresion “poblacion de células aisladas” pretende significar que las células no estan en contacto con otras
células con las que habitualmente estan en contacto en el cuerpo del mamifero o en una muestra tisular obtenida
directamente, es decir, sin ninguna etapa de purificacion o de enriquecimiento, del mamifero. Una “poblacion de
células”, segln la presente invencion, puede comprender no solamente células de un tipo celular, tales como
fibroblastos o células madre mesenquimatosas, como se define por ejemplo mediante la expresién de una
combinacién especifica de marcadores de superficie, sino también una mezcla de células de diferentes tipos
celulares que muestran diferentes combinaciones de marcadores de superficie.

Las células cosechadas de dichas fuentes se pueden usar directamente para la transfeccion, o se pueden
crioconservar congelandolas a una temperatura de alrededor de -196°C hasta alrededor de -130°C.

Las células que van a ser reprogramadas reciben, segin la presente invencion, en una segunda etapa, por lo menos
una especie de moléculas de ARNm reprogramadoras, en particular moléculas de ARNm lineales y aisladas,
seleccionadas del grupo de moléculas de ARNm que codifican Ronin, moléculas de ARNm que codifican Oct4,
moléculas de ARNm que codifican Klf4, moléculas de ARNm que codifican Sox2, moléculas de ARNm que codifican
Nanog y moléculas de ARNm que codifican TERT. Ronin, Oct4, KiIf4, Sox2, Nanog y TERT son proteinas con la
capacidad para reprogramar células. En el contexto de la presente invencion, estas proteinas se denominan
“proteinas reprogramadoras”, y se caracterizan por su capacidad para reprogramar células diana y por lo tanto por
su funcion reguladora en términos de determinar el destino celular, siendo en particular capaces de desdiferenciar
una célula diana y/o de mantener una célula en un estado desdiferenciado, al ser preferentemente factores de
transcripcion.

El comportamiento de diferenciacion de las células y el estado de diferenciacion se pueden detectar seguin los
métodos expuestos mas abajo. Sin embargo, igualmente es aplicable cualquier método para determinar el estado de
diferenciacion o potencia de una célula conocido por la persona experta.

En una forma de realizacion preferida, la célula que va ser reprogramada se transfiere con una o0 mas moléculas de
ARNmM reprogramadoras segun la presente invencion. En otra forma de realizacion preferida, la célula que va a ser
reprogramada se suplementa con una o mas moléculas de ARNm reprogramadoras segun la presente invencion. En
otra forma de realizacién preferida, la célula que va a ser reprogramada se inyecta con una o mas moléculas de
ARNmM reprogramadoras segun la presente invencion.

La presente invencion prevé de este modo usar una o0 mas moléculas de ARNm que codifican Ronin, Oct4, Kif4,
Sox2, Nanog o TERT. Estas moléculas de ARNm pueden ser, en una forma de realizacion preferida, moléculas que
tienen la secuencia nucleotidica de tipo salvaje de mamifero, en particular ser humano, de animal, preferentemente
roedor, mas preferentemente ratdn, hamster o rata, o cualquier otra secuencia nucleotidica de animal. En una forma
de realizacion preferida de la presente invencién, la molécula de ARNm reprogramadora se selecciona de entre el
grupo constituido por moléculas de secuencia nucleotidica de ARNm que son codificadas por una cualquiera de las
secuencias de ADN dadas en SEC ID No. 1 a 16.

Por supuesto, la invencion también prevé usar moléculas de ARNm cuya secuencia es un equivalente funcional a la
secuencia polinucleotidica dada anteriormente. En el contexto de la presente invencion, un equivalente funcional es
una molécula de secuencia nucleotidica que codifica con una secuencia nucleotidica diferente exactamente la
misma proteina que la secuencia de ARNm codificada por una cualquiera de SEC ID No. 1 a 16, 0 es una secuencia
de ARNm que codifica una proteina con una secuencia de aminoacidos diferente pero con la misma funcion o
similar, siendo en particular capaz de reprogramar las células segin la presente invencion.

En una forma de realizacion particularmente preferida de la presente invencion, el equivalente funcional de las
moléculas de ARNm es un polinucleétido con una secuencia homdloga al polinucleétido de ARNm de tipo salvaje
como se codifica mediante la secuencia de ADN en una cualquiera de SEC ID No. 1 a 16. En una forma de
realizacién preferida de la presente invencion, el grado o porcentaje de homologia es por lo menos 50, 60, 70, 80,
90, 95, 99 0 100%. En una forma de realizacion preferida adicional, un equivalente funcional de las moléculas de
ARNmM como se da en una cualquiera de SEC ID No. 1 a 16 es una secuencia de ARNm que es codificada por una
secuencia de ADN que es sustancialmente complementaria a las secuencias de una cualquiera de SEC ID No. 1 a
16 o a su secuencia complementaria, preferentemente sustancialmente complementaria. En una forma de
realizacién preferida adicional, el equivalente funcional de la molécula de ARNm como se codifica mediante una
cualquiera de las secuencias de ADN de SEC ID No. 1 a 16 es una molécula de ARN que es codificada por una
secuencia de ADN que es capaz de hibridarse en condiciones restrictivas o restrictivas reducidas a uno cualquiera
de los polinucledtidos dados en SEC ID No. 1 a 16 o a su secuencia complementaria, preferentemente
sustancialmente complementaria.

En el contexto de la presente invencion, la expresion “molécula de ARNm” se refiere a un polimero lineal de
moléculas ribonucleotidicas, que es monocatenario y sirve como molde para la sintesis de proteinas.
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Los polinucledtidos tienen secuencias “homaologas” si la secuencia de nucle6tidos en las dos secuencias es la misma
cuando se alinean para la correspondencia maxima como se describe aqui. La comparaciéon de secuencias entre
dos o mas polinucledtidos se lleva a cabo generalmente comparando porciones de las dos secuencias a lo largo de
una ventana de comparacion para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencias. La ventana de
comparacion tiene generalmente de alrededor de 20 a 200 nucledtidos contiguos.

El “porcentaje de homologia de secuencia” para polinucleétidos, denominado aqui como homologia de secuencia de
50, 60, 70, 80, 90, 95, 98, 99 o 100 por ciento, se puede determinar comparando dos secuencias éptimamente
alineadas a lo largo de una ventana de comparacion, en el que la porcion de la secuencia polinucleotidica en la
ventana de comparacién puede incluir adiciones o supresiones (es decir, espacios) en comparacion con la
secuencia de referencia (que no comprende adiciones o supresiones) para el alineamiento éptimo de las dos
secuencias. El porcentaje se calcula: (a) determinando el nimero de posiciones en las que la base de acido nucleico
idéntica aparece en ambas secuencias para producir el nimero de posiciones emparejadas; (b) dividiendo el nimero
de posiciones emparejadas entre el nimero total de posiciones en la ventana de comparacion; y (¢) multiplicando el
resultado por 100 para producir el porcentaje de homologia de secuencia. El alineamiento éptimo de las secuencias
para comparacion se puede realizar mediante implementaciones computerizadas de algoritmos conocidos, o
mediante inspeccion. Los algoritmos faciimente disponibles de comparacion de secuencias y de alineamiento
multiple de secuencias son, respectivamente, los programas Herramienta de Busqueda de Alineamientos Locales
Bésica (BLAST) (Altschul, S.F. et al. 1990. J. Mol. Biol. 215:403; Altschul, S.F. et al. 1997. Nucleic Acid Res.
25:3389-3402) y ClustalW, ambos disponibles en internet. Otros programas adecuados incluyen GAP, BESTFIT y
FASTA en el Wisconsin Genetics Software Package (Genetics Computer Group (GCG), Madison, W1, USA).

Como se usa aqui, “Sustancialmente complementarias” significa que dos secuencias de acido nucleico en cuestion
tienen por lo menos alrededor de 65%, preferentemente alrededor de 70%, mas preferentemente alrededor de 80%,
incluso mas preferentemente 90%, y lo mas preferible alrededor de 98%, complementariedad de secuencia entre si.
Esto significa que la secuencia de ADN que codifica el equivalente funcional y el polinucleétido dado en cualquiera
de SEC ID No. 1 a 16, o su complemento, debe exhibir, en una forma de realizacion preferida, suficiente
complementariedad para hibridarse en condiciones restrictivas. Una secuencia sustancialmente complementaria es
preferentemente aquella que tiene suficiente complementariedad de secuencia con la secuencia nucleotidica en
cuestion para dar como resultado la unién.

El término “cebador”’, como se usa aqui, se refiere a un oligonucleétido que es capaz de hibridarse a la diana de
amplificacion, permitiendo que se una una ADN polimerasa que sirve de ese modo como un punto de iniciacion de la
sintesis de ADN cuando se coloca en condiciones en las que se induce la sintesis del producto del alargamiento del
cebador que es complementario a una hebra de acido nucleico, es decir, en presencia de nuclettidos y de un agente
para la polimerizacion, tal como ADN polimerasa, y a una temperatura y pH adecuados. El cebador (de la
amplificacion) es preferentemente monocatenario para la eficiencia maxima en la amplificacion. Preferentemente, el
cebador es un oligodesoxirribonuclettido. El cebador debe de ser suficientemente largo para cebar la sintesis de
productos de alargamiento en presencia del agente para la polimerizacion. Las longitudes exactas de los cebadores
dependeran de muchos factores, incluyendo la temperatura y la fuente de cebador.

Un “par de cebadores bidireccionales”, como se usa aqui, se refiere a un cebador directo y a un cebador inverso
como se usa habitualmente en la técnica de amplificacién de ADN, tal como en la amplificacién mediante PCR.

Los términos “restriccion” o “condiciones de hibridacion restrictivas” se refieren a las condiciones de hibridacion que
afectan a la estabilidad de los hibridos, por ejemplo temperatura, concentraciéon de sal, pH, concentracién de
formamida, y similar. Estas condiciones se optimizan empiricamente para maximizar la union especifica y minimizar
la unién no especifica de un oligo- o polinucledtido a su secuencia de acido nucleico diana. Los términos segun se
usan incluyen la referencia a condiciones en las que un oligo- o polinucleétido se hibridar4 a su secuencia diana,
hasta un grado detectablemente mayor que otras secuencias (por ejemplo, por lo menos 2 veces con respecto al
fondo). Las condiciones restrictivas dependen de la secuencia, y seran diferentes en circunstancias diferentes. Las
secuencias mas largas se hibridaran especificamente a mayores temperaturas.

Generalmente, las condiciones restrictivas se seleccionan para que sean alrededor de 5 grados C (grados Celsius)
menores que el punto de fusion térmica (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos. La Tm
es la temperatura (a fuerza i6nica 'y a pH definidos) a la que 50% de una secuencia diana complementaria se hibrida
a un oligo- o polinucledtido perfectamente emparejado. Tipicamente, las condiciones restrictivas seran aquellas en
las que la concentracion de sal es menor que alrededor de 1,0 M de ion <+>, tipicamente alrededor de 0,01 a 1,0 M
de concentracion de ion Na <+> (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3, y la temperatura es por lo menos alrededor de 30
grados C para sondas o cebadores cortos (por ejemplo 10 a 50 nucledtidos) y por lo menos alrededor de 60 grados
C para sondas o cebadores largos (por ejemplo, mayores que 50 nucleétidos). Las condiciones restrictivas también
se pueden lograr con la adicion de agentes desestabilizadores, tales como formamida.

Condiciones de baja restriccién ejemplares o “condiciones de restriccion reducida” incluyen la hibridacion con una

disolucién tampén de 30% de formamida, 1 M de NaCl, 1% de SDS a 37 grados C, y un lavado en 2x SSC a 40
grados C. Las condiciones de restriccion elevada ejemplares incluyen la hibridacién en 50% de formamida, 1 M de

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2561949 T3

NaCl, 1% de SDS a 37 grados C, y un lavado en 0,1x SSC a 60 grados C. Los procedimientos de hibridacion son
bien conocidos en la técnica, y se describen, por ejemplo, en Ausubel et al, Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons Inc., 1994.

De este modo, la presente invencion prevé introducir, preferentemente transfectar, moléculas de ARNm
reprogramadoras especificas en las células, moléculas de ARNm las cuales una vez introducidas, preferentemente
transfectadas, en las células son capaces de ser traducidas en las denominadas proteinas reprogramadoras que
pueden encender genes especificos en las células, en particular genes de multipotencia y/o pluripotencia en la
célula. La molécula de ARNm usada segun la presente invencion es preferentemente una molécula lineal que tiene
una cola poli(A) muy preferentemente producida mediante transcripcién in vitro. De este modo, en una forma de
realizacion preferida, las moléculas de ARNm se producen mediante transcripcion in vitro, en particular usando
sistemas bacterianos. En una forma de realizacion preferida particular, las secuencias de ADN de las proteinas
reprogramadoras se clonan en plasmidos y se amplifican en bacterias, por ejemplo E. coli.

En una forma de realizacion preferida adicional, los plasmidos se aislan entonces de las bacterias, se linealizan y se
someten a digestion de restriccion. En una forma de realizacion preferida adicional, ADNc preparado mediante dicho
método se transcribe en ARNm, que a su vez se incuba para destruir los restos de ADNc y para obtener moléculas
de ARNm para introducirlas en las células.

Puesto que las moléculas de ARNm reprogramadoras introducidas y las proteinas traducidas a partir de ellas se
degradan con el tiempo en las células, no se pueden integrar permanentemente en el genoma de la célula,
proporcionando algunas de las caracteristicas ventajosas de la presente invencion.

En una forma de realizacion preferida de la presente invencion, la presente ensefianza prevé introducir,
preferentemente transfectar, las moléculas de ARNm reprogramadoras en la célula mediante electroporacion,
mediante lipofeccion, mediante inyeccion, mediante magnetofeccién, mediante bombardeo de particulas, pistola
génica, o mediante cualquier otro método conocido en la técnica adecuado para introducir moléculas de ARNm en
una célula diana.

En una forma de realizacion particular preferida, la presente invencién prevé ademas en su etapa c) cultivar las
células en las que se han introducido las moléculas de ARNm reprogramadoras, en un medio de cultivo celular y en
una condicion adecuada para permitir la traduccion de las moléculas de ARNm reprogramadoras transfectantes,
para obtener las células reprogramadas.

En una forma de realizacion particularmente preferida de la presente invencion, el presente procedimiento consiste
por lo tanto en las etapas a), b) y ¢) identificadas anteriormente, preferentemente en este orden. En consecuencia, la
presente invencion excluye cualesquiera etapas del procedimiento adicionales, en particular cualquier etapa del
procedimiento sustancial adicional, en particular cualesquiera etapas del procedimiento intermedias o subsiguientes.
De este modo, la presente invencion proporciona sus ventajas de una manera simple y rentable.

En una forma de realizacion particularmente preferida, el sistema de cultivo celular es un sistema de cultivo celular
que comprende un medio de cultivo celular, preferentemente en una vasija de cultivo, en particular un medio de
cultivo celular suplementado con por lo menos una denominada “sustancia inductora”, que es una sustancia
adecuada y determinada para proteger a las células del envejecimiento in vitro y/o para inducir una reprogramacion
no especifica o especifica. En una forma de realizacion particularmente preferida, una sustancia inductora segun la
presente invencion es una sustancia seleccionada de entre el grupo constituido por reversina, resveratrol, selenio,
un compuesto que contiene selenio, EGCG ((-)-epigalocatequina-3-galato), acido valproico y sales de acido
valproico, en particular valproato de sodio.

En una forma de realizacion particularmente preferida, la por lo menos una sustancia inductora esta presente en el
medio de cultivo celular usado en la etapa c) del presente procedimiento en una concentracion de 0,001 a 100 uM,
preferentemente de 0,005 a 50 pM.

En una forma de realizacién particularmente preferida, la presente invencion prevé usar una concentracion de
reversina de 0,5 a 10 uM, preferentemente de 1 pM. En una forma de realizacion preferida adicional, la presente
invencion prevé usar resveratrol en una concentracion de 10 a 100 pM, preferentemente 50 pM. En una forma de
realizacién preferida adicional, la presente invencion prevé usar selenio o un compuesto que contiene selenio en una
concentracion de 0,05 a 0,5 pM, preferentemente de 0,1 pM. En una forma de realizacion preferida adicional, la
presente invencion prevé usar EGCG en una concentracion de 0,001 a 0,1 pM, preferentemente de 0,01 uM. En una
forma de realizacion preferida adicional, la presente invencion prevé usar acido valproico o valproato de sodio en
una concentracion de 1 a 10 puM, en particular de 5 pM.

La presente invencion prevé en una forma de realizacion preferida adicional cultivar las células obtenidas en la etapa
b) en un medio de cultivo celular, en el que el medio de cultivo celular comprende, opcionalmente en combinacién
con la sustancia inductora como se especifica anteriormente, por lo menos un inhibidor transitorio de la proteolisis. El
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uso de por lo menos un inhibidor de la proteolisis en el medio de cultivo celular de la presente invencién incrementa
el tiempo durante el cual las proteinas reprogramadoras derivadas del ARNm o de cualesquiera genes enddgenos
estaran presentes en las células, y de este modo facilita de una manera incluso mas mejorada la reprogramacién
mediante los factores derivados de ARNm transfectado. La presente invencion usa, en una forma de realizacion
particularmente preferida, como inhibidor transitorio de la proteolisis, un inhibidor de proteasas, un inhibidor de
proteosomas y/o un inhibidor de lisosomas. En una forma de realizacion particularmente preferida, el inhibidor de
proteosomas se selecciona de entre el grupo constituido por MG132, TMC-95A, TS-341 y MG262.

En una forma de realizacion preferida adicional, el inhibidor de proteasas se selecciona de entre el grupo constituido
por aprotinina, G-64 y hemisulfato de leupeptina. En una forma de realizaciéon preferida adicional, el inhibidor
lisosdmico es cloruro de amonio.

En una forma de realizacion preferida adicional, la presente invencién también prevé un medio de cultivo celular que
comprende por lo menos un inhibidor transitorio de la degradacion del ARNm. El uso de un inhibidor transitorio de la
degradacion del ARNm incrementa asimismo la semivida de los factores reprogramadores.

En una forma de realizacion preferida adicional de la presente invencién, una condicion adecuada para permitir la
traduccién de las moléculas de ARNm reprogramadoras transfectadas en las células es un contenido de oxigeno en
el medio de cultivo celular de 0,5 a 21%, preferentemente de 1 a 20%, mas preferentemente de 5 a 19%, y
particularmente preferido de 10 a 18%. Mas particularmente, y sin desear estar atados por la teoria, el oxigeno se
usa para inducir o incrementar adicionalmente Oct4 al disparar Oct4 via Hifla.

En una forma de realizacion preferida, se seleccionan condiciones que son adecuadas para apoyar la
reprogramacion de las células mediante las moléculas de ARNm; mas particularmente, estas condiciones requieren
una temperatura de 30 a 38°C, preferentemente de 31 a 37°C, mas preferentemente de 32 a 36°C.

El contenido de glucosa del medio esta, en una forma de realizacion preferida de la presente invencion, por debajo
de 4,6 g/l, preferentemente por debajo de 4,5 g/l, mas preferentemente por debajo de 4 g/, incluso mas
preferentemente por debajo de 3 g/l, particularmente de forma preferible por debajo de 2 g/l, y lo més preferible es 1
g/l. Los medios DMEM que contienen 1 g/l de glucosa, que son los preferidos para la presente invencion, estan
comercialmente disponibles como “DMEM con bajo contenido de glucosa” de compariias tales como PAA, Omega
Scientific, Perbio y Biosera. Mas particularmente, y sin desear estar atados por la teoria, las condiciones de alto
contenido de glucosa apoyan de forma adversa el envejecimiento de las células (metilacion, epigenética) in vitro, lo
que puede hacer dificil la reprogramacion.

En una forma de realizacion preferida adicional de la presente invencion, el medio de cultivo celular contiene glucosa
en una concentracion de 0,1 g/l a 4,6 g/l, preferentemente de 0,5 g/l a 4,5 g/l, y lo mas preferible de 1 g/l a 4 g/l.

Las expresiones “cultivo celular’ y “cultivo de células” se refieren al mantenimiento y propagacion de células, y
preferentemente células humanas, derivadas de ser humano, y animales, in vitro.

“Medio de cultivo celular” se usa para el mantenimiento de células en cultivo in vitro. Para algunos tipos celulares, el
medio también puede ser suficiente para apoyar la proliferacion de las células en cultivo. Un medio segun la
presente invencién proporciona nutrientes tales como fuentes de energia, aminoacidos e iones inorganicos.
Adicionalmente, puede contener un colorante como rojo fenol, piruvato de sodio, varias vitaminas, acidos grasos
libres, antibidticos, antioxidantes y oligoelementos.

Para cultivar las células madre segun la presente invencion, antes de la reprogramacion es adecuado cualquier
medio estandar tal como medio de Dulbecco modificado de Iscove (IMDM), alfa-MEM, medio de Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM), medio RPMI y medio de McCoy. Una vez que las células se han reprogramado, en una forma de
realizacion preferida se pueden cultivar en un medio de células madre embrionarias.

Preferentemente, el medio comprende adicionalmente uno o mas aditivos seleccionados de entre el grupo
constituido por vitamina D3 (1,25-dihidroxivitamina D3, calcitriol), resveratrol (trans-3,4’,5-trihidroxiestilbeno),
reversina (2-(4-morfolinoanilino)-N6-ciclohexiladenina), vitamina E (RRR-a-tocoferol), acido valproico (decapeno,
valproato, valreleasa), EGCG (epigalocatequina-3-galato) y selenio. Preferentemente, dos de los aditivos
mencionados anteriormente estan presentes, mas preferentemente estan presentes tres de los aditivos
mencionados anteriormente, incluso mas preferentemente estan presentes cuatro de los aditivos mencionados
anteriormente, particularmente preferible estan presentes cinco de los aditivos mencionados anteriormente, y lo mas
preferible estan presentes todos los aditivos mencionados anteriormente.

Estos medios son bien conocidos por una persona experta en la técnica, y se pueden adquirir de compafiias tales
como Cambrex, Invitrogen, Sigma-Aldrich o Stem Cell Technologies.

En una forma de realizacion particular, el medio puede comprender ademas un componente sérico tal como suero
de caballo, suero humano o suero fetal de ternera (FCS). Preferentemente, el medio contiene FCS. Si esta presente,

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2561949 T3

el suero esta presente en una concentracion de 1-20%, preferentemente de 3-18%, mas preferentemente de 5-15%,
incluso mas preferentemente de 8-12%, y lo mas preferible de 10%. Como alternativa, el componente sérico se
puede sustituir por cualesquiera de las varias mezclas de sustitucion de suero estandar, que incluyen tipicamente
insulina, albimina y lecitina o colesterol.

Una “vasija de cultivo” es cualquier vasija que sea adecuada para hacer crecer células en un medio de cultivo, en
particular seleccionado de, pero sin limitarse a, agar, matrigel y colageno, ya sea en fase fluida o adherido a una
superficie interior del recipiente. Los tipos de tales vasijas especializadas incluyen botellas giratorias, matraces de
agitacion, capsulas de Petri y matraces de tejidos. Las vasijas de cultivo se disefian para ser incubadas en entornos
controlados de temperatura, humedad y gas, para facilitar el crecimiento méaximo de células o tejidos. Generalmente,
una capa de medio de cultivo celular o de agar cubre a la superficie de crecimiento. La porcion de la vasija no
utilizada como superficie de crecimiento encierra el entorno gaseoso interior que rodea al cultivo celular. Las células,
tejidos, microorganismos, y similares, se introducen tipicamente en el interior de las vasijas de cultivo celular a
través de una abertura en la vasija. Tras la introduccién de las células, la abertura se puede cerrar de manera que
las células no estén en contacto con el entorno durante el cultivo de las células.

En una forma de realizacién preferida de la presente invencion, la vasija de cultivo se trata para el cultivo tisular, lo
que significa que la superficie de la vasija de cultivo se trata de manera que las células que habitualmente crecen en
un estado adherente crezcan adherentemente, pero las células que crecen en suspension no se adhieran o se
adhieran solamente de forma holgada. Tal tratamiento puede implicar la irradiacién de la vasija o el revestimiento de
la vasija, por ejemplo con un plastico especial, polimero o nanoestructura, o con proteinas de la matriz extracelular.
Tales vasijas pueden comprender cdpsulas de cultivo tisular y matraces de cultivo celular, y estan disponibles de
diferentes proveedores tales como Becton Dickinson, Greiner, Sigmay TPP.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para la produccion de células que muestran un caracter
de células madre multipotente, preferentemente pluripotente, en el que se lleva a cabo un procedimiento segun lo
anterior.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para mejorar la expansion de células madre in vitro, en
el que se lleva a cabo un procedimiento segun la presente invencion. De este modo, la presente invencién
proporciona la ventaja de prolongar la expansion de células madre, puesto que la presente invencion mantiene las
células que van a ser expandidas en un estado desdiferenciado.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para el rejuvenecimiento de células envejecidas, en el
que se lleva a cabo un procedimiento segun la presente invencion.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para inducir la desdiferenciacion de células, en el que
se lleva a cabo un procedimiento segun la presente invencion, y en el que en particular las células que van a ser
reprogramadas son células diferenciadas, en particular células comprometidas con el linaje.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para reprogramar células receptoras de un mamifero in
vivo, que comprende introducir moléculas de ARNm reprogramadoras en las células receptoras del mamifero, en el
que las moléculas de ARNm reprogramadoras codifican por lo menos una proteina reprogramadora seleccionada de
entre el grupo constituido por Ronin, Oct4, Klif4, Sox2, Nanog y TERT. De este modo, la presente invencion también
se refiere a un método in vivo para reprogramar células receptoras de un mamifero, que emplea las moléculas de
ARNmM reprogramadoras como se identifican anteriormente para la realizacién in vitro de la presente invencion. La
presente invencién que se refiere al procedimiento para reprogramar células receptoras de un mamifero in vivo
prevé de ese modo introducir directamente las moléculas de ARNm reprogramadoras en por lo menos una célula de
un mamifero receptor, esto significa en por lo menos una célula receptora, por medios adecuados tales como
insercion por pistola génica. Tal procedimiento permite la produccidon de un mamifero, en particular un ser humano,
que tiene por lo menos una célula reprogramada. De este modo, esta forma de realizacion de la presente invencion
proporciona una aplicacion terapéutica tremendamente mejorada, en particular en la medicina regenerativa y/o en la
terapia de sustitucion. De este modo, la presente invencion se refiere a un método para tratar un mamifero, en
particular un ser humano, en el que moléculas de ARNm reprogramadoras se introducen en por lo menos una célula
del mamifero receptor, y en el que las moléculas de ARNm reprogramadoras codifican por lo menos una proteina
reprogramadora seleccionada de entre el grupo constituido por Ronin, Oct4, KIf4, Sox2, Nanog y TERT.

La presente invencion también se refiere a una célula madre multipotente, en particular pluripotente, preparada
segun uno cualquiera de los métodos de la presente invencién. De este modo, las células reprogramadas segun la
presente invencion son preferentemente células madre multipotentes, en particular pluripotentes. En una forma de
realizacion preferida, las células obtenidas segun la presente invencion se distinguen de las células usadas como
material de partida en la etapa a) de la presente invencion por la falta de uno o mas marcadores. En una forma de
realizacion preferida, estas células también se pueden caracterizar por un patrén de metilacion particular, por la
expresion de octd, sox2, nanog, hTERT o kif4. La expresion de oct4, que no se encuentra en células somaticas
como fibroblastos, se expresa tras transfectar ARNm (klf4, sox2 y oct4) en fibroblastos humanos, mediante potencial
mejorado de crecimiento, y mediante un mayor potencial de diferenciacion. Para la pluripotencia, es decir, la
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formacion de cuerpos embrioides, la produccion de células de tres capas germinales in vitro e in vivo. Sus ejemplos
se ilustran en las figuras y ejemplos que se acompafian.

Las células reprogramadas obtenidas mediante los presentes procedimientos se pueden caracterizar
preferentemente por la expresién o no expresién de ciertos marcadores de superficie. A estos marcadores de
superficie se les da habitualimente una designacion de cumulo de diferenciacion (CD), que describe grupos de
caracteristicas inmunofenotipicas de la superficie de las células. Habitualmente las moléculas de CD son
glicoproteinas unidas a la membrana que son reconocidas por un agrupamiento de anticuerpos monoclonales que
presentan la misma reactividad celular. Estas moléculas de la superficie se pueden detectar, por ejemplo, por medio
de un citémetro de flujo, tal como un clasificador celular activado por fluorescencia (FACS) fabricado por compafiias
tales como Becton Dickinson. Los métodos para identificar células segun la presente invencién son métodos para
detectar proteinas especificas de células, métodos para detectar factores de transcripcion especificos de células, o
métodos para detectar cambios fisiolégicos o morfolégicos. Todos estos métodos son bien conocidos per se en la
técnica anterior. En particular, estos métodos usan procedimientos de deteccion de proteinas o de ADN o de ARN
bien conocidos, y/o los ensayos con genes informadores. Por supuesto, se pueden emplear inmunoensayos o
ensayos que usan proteinas o acidos nucleicos marcados fluorescente o radioactivamente, incluyendo métodos para
medir actividades enzimaticas. Los métodos para detectar cambios morfolégicos pueden incluir métodos de tincion,
métodos visuales, o similares.

Las células reprogramadas segun la presente invencién se pueden usar para fines terapéuticos, de diagndstico o
cientificos. En particular, estas células se pueden usar en medicina regenerativa y/o par terapia de sustitucion.

El término “célula” no se refiere solamente a una Unica célula, sino también engloba una estirpe celular, una
poblacion de células o un clon celular.

La expresion “células madre” se refiere a células que han retenido la capacidad para proliferar y diferenciarse en uno
0 mas tipos celulares. Las células madre creadas segun la presente invencion son preferentemente células madre
pluripotentes, es decir, células madre que han retenido la capacidad para diferenciarse en distintas estirpes celulares
y tipos celulares, o células madre multipotentes, que retienen un potencial de diferenciacion mas restringido.

Se entiende que la expresion “células madre” segin la invencion no comprende embriones humanos. Ademas, se
entiende que la expresion “células madre” no comprende células madre pluripotentes que se han obtenido
directamente de un embrién humano.

Una “célula madre”, como se usa aqui, se refiere a cualquier célula pluripotente o célula multipotente o célula
progenitora o célula precursora que se autorregenera que es capaz de diferenciarse en uno o mas tipos celulares.
De este modo, las células madre son células capaces de diferenciarse en uno o mas de un tipo celular, y tienen
preferentemente un potencial de crecimiento ilimitado. Las células madre incluyen aquellas que son capaces de
diferenciarse en células de estirpe osteoblastica, una estirpe de células mesenquimatosas (por ejemplo, hueso,
cartilago, tejido adiposo, musculo, estroma, incluyendo estroma de soporte hematopoyético, y tendén). “Diferenciar”
o “diferenciacion”, como se usa aqui, se refiere al proceso mediante el cual las células precursoras o progenitoras
(es decir, células madre) se diferencian en tipos celulares especificos, por ejemplo osteoblastos. Las células
diferenciadas se pueden identificar por sus patrones de expresion génica y de expresion de proteinas de la
superficie celular. “Desdiferenciar” o “desdiferenciacion”, como se usa aqui, se refiere al procedimiento mediante el
cual células comprometidas con la estirpe (por ejemplo, mioblastos u osteoblastos) invierten su compromiso con la
estirpe y se convierten en células precursoras o progenitoras (es decir, células madre multipotentes o pluripotentes).
Las células desdiferenciadas se pueden identificar, por ejemplo, mediante la pérdida de patrones de expresion
génica y de expresion de proteinas de la superficie celular asociados con las células comprometidas con la estirpe.

Una “célula comprometida con la estirpe”, como se usa aqui, se refiere a cualquier célula que se ha diferenciado o
se diferenciara en un tipo celular particular o tipos celulares relacionados. Las células comprometidas con la estirpe
incluyen, por ejemplo, osteoblastos, mioblastos, condrocitos, y adipocitos.

Las células madre totipotentes son capaces de crear todos los tipos celulares del cuerpo, incluyendo células
placentarias. Las células madre fetales de etapa mas temprana son consideradas totipotentes, asi como el 6vulo
fertilizado. También tienen la capacidad para replicarse en nimeros ilimitados sin perder su potencial.

Las células madre pluripotentes son capaces de crear células de las tres capas germinales, a saber, el ecto-, endo-
y mesodermo. También tienen la capacidad para replicarse en nimeros ilimitados sin perder su potencial.

Las células madre multipotentes son capaces de producir células de una o mas capas germinales o varios tipos de
tejidos. A menudo tienen una capacidad de autorrenovacion ya limitada.

De este modo, las células madre son células capaces de diferenciarse en uno o mas de un tipo celular, y tienen
preferentemente un potencial de crecimiento ilimitado.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2561949 T3

Las células progenitoras se pueden diferenciar en uno o mas tipos celulares, pero tienen un potencial de crecimiento
limitado.

Las células madre adultas son células madre derivadas de un organismo adulto, y pueden ser multipotentes o
pluripotentes.

Las células madre embrionarias derivan de la masa interna de una blastula, y son pluripotentes. Las células madre
embrionarias son Unicas debido a que se pueden desarrollar en casi todos tipos celulares, un atributo denominado
pluripotencia. Pero para acceder a estas células, los investigadores deben de destruir un embrion viable. En esta
patente se describe una manera para crear células, con las caracteristicas de células madre embrionarias, sin la
necesidad de destruir embriones o sin el uso de células madre embrionarias.

Las células madre pluripotentes inducidas “IPS” son células madre pluripotentes derivadas artificialmente de células
no pluripotentes, incluyendo células sométicas, células madre multipotentes adultas o células progenitoras. En
principio, cada célula que contenga un nucleo se puede usar como una fuente de células IPS.

Formas de realizacion preferidas adicionales de la presente invencion son la materia objeto de las
subreivindicaciones.

El listado de secuencias muestra las secuencias de ADN de la técnica anterior que codifican las moléculas de
secuencias nucleotidicas de ARNm usadas en la presente invencion:

Tabla 1l
SEC ID n° gen Nimero de acceso longitud
1 hNanog NM_U24865 2098
2 mNanog NM_028016 1356
3 rNanog NM_001100781 2358
4 hSox2 NM_003106 2518
5 mSox2 NM_011443 2457
6 rSox2 NM_001109181 2323
7 hOct4 NM_002701 1411
8 mOct4 NM_013633 1346
9 hKIf4 NM_004235 2949
10 mKIf4 NM_010637 3057
11 rKlf4 NM_053713 2393
12 hTERT NM_198253 4018
13 mTert ENSMUSG00000021611 4237
14 rITERT NM_053423 3378
15 hRonin NM_020457 1903
16 mRonin NM_021513 1832
abreviaturas: h = humano; m = ratén; r = rata

Las designaciones marcadas “NM” y ENSMUSG se refieren a los nimeros de acceso de NM(NCBI) y de ENSMUSG
—como se dan en los sitios web publicamente disponibles http://www.ncib.nlm.nih.gov y http://www.ensembl.org.

SEC ID No. 17 y 18 muestran la secuencia de ADN de cebadores usados para clonar el gen Nanog humano.
SEC ID No. 19 y 20 muestran la secuencia de ADN de cebadores usados para clonar el gen de Klf4 humano.
SEC ID No. 21y 22 muestran la secuencia de ADN de cebadores usados para clonar el gen de Sox2 humano.
SEC ID No. 23 y 24 muestran la secuencia de ADN de cebadores usados para clonar el gen de Oct4 humano.
SEC ID No. 25y 26 muestran la secuencia de ADN de cebadores usados para clonar el gen de Tert humano.
SEC ID No. 27 y 28 muestran la secuencia de ADN de cebadores usados para clonar el gen de GFP.

La presente invencion se ilustrara ahora con mas detalle por medio de un ejemplo y figuras.

Las figuras muestran:

Figura 1:  Metilacion del promotor de rexl, nanog y oct4 en fibroblastos humanos antes y después de la
reprogramacion (Figura 1A: Rex; Figura 1AB: Nanog; Figura 1C: Oct4). Las islas CpG se
representan como cuadrados. Los cuadrados negros representan islas CpG metiladas, y los
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Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:
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cuadrados blancos representan islas CpG no metiladas. Todas las muestras son fibroblastos
primarios de un donante masculino joven.

Fluorescencia y morfologia tras electroporacion amaxa (klf4, sox2, octd): Fibroblastos primarios
humanos se transfectaron con 0,6 pg/pl de ARNm por factor y 0,2 pg/ul de ARNm de GFP para
visualizar la eficiencia de la transfeccion. La linea superior muestra fotos de fluorescencia, y la linea
inferior muestra la morfologia de las células después de 2 dias.

Fluorescencia y morfologia tras la transfeccion Fugene (klf4, sox2, oct4): Fibroblastos primarios
humanos se transfectaron con 0,6 pg/pl de ARNm por factor y 0,2 pg/ul de ARNm de GFP para
visualizar la eficiencia de la transfeccion. La linea superior muestra fotos de fluorescencia, y la linea
inferior muestra la morfologia de las células después de 7 dias.

RT-PCR para Oct4: Escalera L: 20 pb (Fermentas); 1: factores de hipoxia de hOct4 transfectados 1x;
2: factores de hipoxia de hOct4 transfectados 6x; 3: factores de hipoxia de hOct4 transfectados 6x +
coctel; 4: factores de normoxia de hOct4 transfectados 1x; 5: factores de normoxia de hOct4
transfectados 6x; 6: factores de normoxia de hOct4 transfectados 6x + coctel; 7: factores de
normoxia de hOct4 transfectados 6x + coctel + MG-132; 1la: ARN de hOct4 tras digestion con
ADNasa; 2a: ARN de hOct4 tras digestion con ADNasa; 3a: ARN de hOct4 tras digestion con
ADNasa; 4a: ARN de hOct4 tras digestion con ADNasa; 5a: ARN de hOct4 tras digestion con
ADNasa; 6a: ARN de hOct4 tras digestion con ADNasa; 7a: ARN de hOct4 tras digestion con
ADNasa; 8: control negativo de Oct4.

RT-PCR para hOct4: Escalera L: 20 pb (Fermentas); 1: factores de hipoxia de hOct4 transfectados
1x (fibroblastos humanos); 2: factores de hipoxia de hOct4 transfectados 6x (fibroblastos humanos
transfectados con ARNm); 3: factores de hipoxia de hOct4 transfectados 6x + coctel (fibroblastos
humanos transfectados con ARNm y céctel reprogramador quimico); 4: factores de normoxia de
hOct transfectados 1x; 5: factores de normoxia de hOct4 transfectados 6x; 6: factores de normoxia
de hOct4 transfectados 6x + coctel; 7: factores de normoxia de hOct4 transfectados 6x + coctel +
MG-132; 8: control positivo de Oct4 (plasmido con hKIf4); 9: control negativo de hOct4 (agua).

RT-PCR para Oct4 y GAPDH: 1: factores de hipoxia de hOct4 transfectados 1x; 2: factores de
hipoxia de hOct4 transfectados 6x; 3: factores de hipoxia de hOct4 transfectados 6x + cOctel
quimico; 4: factores de normoxia de hOct4 transfectados 1x; 5: factores de normoxia de hOct4
transfectados 6x; 6: factores de normoxia de hOct4 transfectados 6x + coctel quimico; 7: factores de
normoxia de hOct4 transfectados 6x + coctel quimico + MG-132; 1a ARN de hOct4 tras digestion con
ADNasa; 2a: ARN de hOct4 tras digestion con ADNasa; 3a: ARN de hOct4 tras digestion con
ADNasa; 4a: ARN de hOct4 tras digestion con ADNasa; 5a: ARN de hOct4 tras digestion con
ADNasa; 6a: ARN de hOct4 tras digestion con ADNasa; 7a: ARN de hOct4 tras digestion con
ADNasa; 8a: control negativo de Oct4; 1b: factores de hipoxia de GAPDH transfectados 1x; 2b:
factores de hipoxia de GAPDH transfectados 6x; 3b: factores de hipoxia de GAPDH transfectados 6x
+ cOctel quimico; 4b: factores de normoxia de GAPDH transfectados 1x; 5b: factores de normoxia de
GAPDH transfectados 6x; 6b: factores de normoxia de GAPDH transfectados 6x + coctel quimico;
7b: factores de normoxia de GAPDH transfectados 6x + coctel quimico + MG-132; 8b: control
negativo de GAPDH.

RT-PCR para hKIf4 y hNanog: Escalera L: 20 pb (Fermentas); la: factores de hipoxia de hKiIf4
transfectados 1x (fibroblastos humanos); 2a: factores de hipoxia de hKIf4 transfectados 6x
(fibroblastos humanos transfectados con ARNm); 3a: factores de hipoxia de hKIf4 transfectados 6x +
coctel (fibroblastos humanos transfectados con ARNm + cdctel reprogramador quimico); 4a: factores
de normoxia de hKIlf4 transfectados 1x; 5a: factores de normoxia de hKIf4 transfectados 6x; 6a:
factores de normoxia de hKIlf4 transfectados 6x + coctel; 7a: factores de normoxia de hKIlf4
transfectados 6x + cdctel + MG-132; 8a: control positivo de hKIf4 (plasmido con hKIlf4); 9a: control
negativo de hKIf4 (agua); 1lb: factores de hipoxia de hNanog transfectados 1x (fibroblastos
humanos); 2b: factores de hipoxia de hNanog transfectados 6x (fibroblastos humanos transfectados
con ARNm); 3b: factores de hipoxia de hNanog transfectados 6x + coctel (fibroblastos humanos
transfectados con ARNm + coctel reprogramador quimico); 4b: factores de normoxia de hNanog
transfectados 1x; 5b: factores de normoxia de hNanog transfectados 6x; 6b: factores de normoxia de
hNanog transfectados 6x + cOctel; 7a: factores de normoxia de hNanog transfectados 6x + cOctel +
MG-132; 8b: control positivo de hNanog (plasmido con hNanog); 9a: control negativo de hNanog

(agua).

Resultados de RNA BioAnalyzer Analysis (Agilent Nano Chip; Agilent Technologies) para oct4, sox2,
y kif4
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Ejemplo
1. Preparacion de ARNm reprogramador

5 1. A) Preparaciéon de plasmidos de expresiéon de ARNm

Para la construccion de plasmidos que comprenden los genes diana en un vector con el promotor T7 para la
transcripcion in vitro, usando PCR, se disefiaron sitios de digestion antes del codén de iniciacion y después del
codon de parada para la clonacion directa de los insertos génicos (véase la Tabla 1) en la direccion correcta en el

10 vector pCR®II-Vector (Invitrogen).

Los cebadores usados se dan en la Tabla 2.

Tabla 2
15
Nombre del gen Nuevos sitios de dlge_stlp,n para Secuenma’de’I Tamafio del producto
enzimas de restriccién cebador 5'-3
Nanog_humano Xbal y Notl SECIDn° 17 918 pb
Nanog_humano Spel y CLAI SECIDn° 18 P
Klf4_humano Xbal y Notl SECIDn°19 637 bb
KIf4_humano Hindlll y Clal SEC ID n° 20 P
Sox2_humano Xbal y BamHI SECID n° 21 996 pb
Sox2_humano Hindlll y Clal SEC ID n° 22 P
Oct4_humano Xbal y Notl SEC ID n° 23 1100 pb
Oct4_humano BamHI y Clal SECIDn° 24 P
Tert_humano Xbal y Notl SEC ID n° 25 283 pb
Tert_humano Hindlll y Clal SEC ID n° 26 P
GFP Xbal y Notl SEC ID n° 27 794 pb
GFP Hindlll y Clal SEC ID n° 28 P
Una PCR para obtener los sitios de digestion deseados se llevo a cabo con la Platinum Tag-Polymerase (Invitrogen).
Preparacion de la reaccion de PCR en hielo:
20
5ul Tampén de PCR 10x
1 Mezcla de dNTP 10 mM, 0,2 mM cada uno
1.5 MgCI2 50 mM
1 Mezcla de cebadores (10 uM cada una), 0,2 pM cada uno
1 ADN molde
0,2 ul Platinum® Taq DNA Polymerase 1,0 unidades
hasta 50 pl DEPC-H,O
Programa de PCR Biometra Tprofessional):
95°C 2 min
(<]
95°C 30s ¢
o
60°C 30s 35 x
70°C 30s
70°C 10 min
4°C para siempre
25
Tras la electroforesis en un gel de agarosa con TAE al 1%, las bandas de ADN especificas (para su tamafio, véase
la Tabla 2) se cortaron y el ADN se extrajo y se purificéd con el Kit de Extraccién en Gel QIAquick (de Qiagen).
Procedimiento:
30
- cortese el fragmento de ADN del gel de agarosa con un escalpelo
- pésese larebanada de gel
35 - afadanse 3 volimenes de Tampon QG a 1 volumen de gel (por ejemplo, afiddanse 300 pl de Tampon QG a
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cada 100 mg de gel)
- incubese a 50°C durante 10 min. (o hasta que la rebanada de gel se ha disuelto completamente)
- afadase 1 volumen de gel de isopropanol a la muestra'y mézclese

- coléquese una columna de centrifugacion QIAquick en un tubo de recogida de 2 ml proporcionado

- para la unién a ADN, apliquese la muestra a la columna QIAquick, y centrifiguese durante 1 min. a 13.000

rpm
- descartese la fraccion no retenida

- afadanse 0,5 ml de Tampo6n QG a la columna QIAquick y centrifiguese durante 1 min. a 13.000 rpm

- para el lavado, afddanse 0,75 ml de Tampdn PE a la columna QIAquick y centrifiguese durante 1 min. a

13.000 rpm
- descértese la fraccion no retenida
- centrifiguese la columna QIAquick durante 1 min. adicional a 13.000 rpm

- coléquese la columna QIlAquick en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml

- para eluir el ADN, afiadanse 50 pl de H,O al centro de la membrana QIAquick, déjese reposar la columna

durante 1 min., y después centrifiguese durante 1 min. a 13.000 rpm

Digiérase el vector pCRII con las enzimas de restriccion especificas para clonar el ADN diana

Estrategia para digerir el vector pCRII:

digiérase el vector pCRII con Xbal y Spel para el gen diana Nanog humano
digiérase el vector pCRII con Xbal y Hindlll para el gen diana Klf4 humano
digiérase el vector pCRII con Xbal y BamHI para el gen diana Sox2 humano
digiérase el vector pCRII con Xbal y BamHI para el gen diana Oct4 humano
digiérase el vector pCRII con Xbal y Hindlll para el gen diana TERT humano

digiérase el vector pCRII con Xbal y Hindlll para el gen diana GFP

Preparacion de digestion en hielo:

- 5 pl de Tampo6n 10x

- 22 ug de plasmido

- 2 pl de enzima de restriccion

- hasta 50 pl de agua con DEPC

- incubese durante 1 h a 37°C (termobloque; Eppendorf)

- inactivar por calor durante 20 min. mediante la temperatura especifica de la enzima

Ligacion del ADN de los insertos del gen diana con el ADN del vector lineal mediante T4-DNA-Ligase (Fermentas)

Preparacion de la ligacién en hielo:

- 50-400 ng de ADN de vector

- 50-400 ng de ADN de inserto
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2 pl de Tamp6n 10x

0,2 pl (1u) de T4-DNA Ligase

hasta 20 pl de agua con DEPC

sométase a vortice el tubo y centrifGguese en una microcentrifugadora durante 3-5 segundos
incubese a temperatura ambiente durante 1 h

inactivese con calor durante 20 min.

1. B) Transformacién de los plasmidos con bacterias DH50 guimicamente competentes

afddase 1 pl de los plasmidos a 10 pl de bacterias DH5a quimicamente competentes
inctbese durante 30 min. en hielo

sométase a choque térmico a 42°C durante 45 s

afadanse 250 pl de medio SOC a las bacterias

incubese a 37°C durante 1 h con agitaciéon

siémbrese la disolucidon bacteriana en una placa de agarosa con kanamicina y LB, e incubese la placa
durante 12 horas en una incubadora a 37°C

recOjase una colonia de la bacteria y coléquese la colonia en 5 ml de medio LB, e incubese la disolucion
durante 12 horas en una incubadora de bacterias con agitacion

1. C) Purificaciéon de ADN plasmidico con NucleoSpin® Plasmid -KIT (Machery&Nagel)

5 ml de un cultivo LB de E. coli saturado, células peletizadas en una microcentrifuga de mesa estandar
durante 30 s a 11.000 x g

deséchese el sobrenadante

para la lisis celular, afiddanse 250 pl de Tampdén Al. Resuspéndase el pelete celular completamente
pipeteando hacia arriba y hacia abajo

afadanse 250 pl de Tampon A2

mézclese suavemente invirtiendo el tubo 10 veces, e incibese a temperatura ambiente durante hasta 5 min.
afadanse 300 pl de tampo6n A3. Mézclese a conciencia invirtiendo el tuvo 10 veces

centrifiguese durante 5 min. a 11.000 x g a temperatura ambiente

coléquese una columna de plasmido NucleoSpin® en un tubo de recogida (2 ml) y carguense 750 pl del
sobrenadante en la columna

centrifiguese durante 1 min. a 11.000 x g

deséchese la fraccion no retenida, y coléquese la columna de plasmido NucleoSpin® nuevamente en el tubo
de recogida (2 ml)

para lavar la membrana con ADN: afiadanse 600 pl de tampén A4 (suplementado con etanol)
centrifiguese durante 1 min. a 11.000 x g

deséchese la fraccion no retenida, y coléquese la columna de plasmido NucleoSpin® nuevamente en el tubo
de recogida (2 ml)

membrana de silice seca: centrifiguese durante 2 min. a 11.000 x g y deséchese el tubo de recogida (2 ml)
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- elucién del ADN: coloquese la columna de plasmido NucleoSpin® en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mly
afddanse 50 pl de H2O e incibese durante 1 min. a temperatura ambiente

- centrifiguese durante 1 min. a 11.000 x g
- midase la concentracion de ADN con el NanoDrop
- almacénese el ADN a -20°C

1. D) Linealizacién de los plasmidos pCRII-hoct4, pCRII-hSox2, pCRII-hKIf4 para la transcripcién in vitro

- digiérase pCRII-hoct4 con BamHI
- digiérase pCRII-hSox2 con Hindlll
- digiérase pCRII-hKIf4 con Hindlll

Preparacion de la digestion en hielo:

- 5 pl de Tampo6n 10x

- 2 g de plasmido

- 2 pl de enzima de restriccion

- hasta 50 pl de agua con DEPC

- incubese durante 1 h a 37°C (termobloque; Eppendorf)

- inactivar por calor durante 20 min. mediante la temperatura especifica de la enzima
- inactivar con calor ambas enzimas durante 20 min. a 80°C

1. E) Purificacién de los plasmidos pCRII-hoct4, pCRII-hSox2, pCRII-hKIf4 linealizados con el Kit de Purificacién de
PCR QIlAquick (de Qiagen)

- afadanse 5 volimenes de Tampén PB a 1 volumen de la muestra de digestion, y mézclese

- coléquese una columna de centrifugacion QIAquick en un tubo de recogida de 2 ml proporcionado

- parala unién a ADN, apliquese la muestra a la columna QIAquick y centrifiguese durante 60 s

- deséchese la fraccion no retenida

- coléquese la columna QIlAquick nuevamente en el mismo tubo

- para el lavado, afiddanse 0,75 ml de Tampon PE a la columna QIlAquick y centrifiguese durante 60 s
- deséchese la fraccion no retenida, y coloquese la columna QIAquick nuevamente en el mismo tubo

- para secar la membrana, centrifiguese la columna durante 1 min. adicional

- coléquese la columna QIlAquick en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml

- para eluir el ADN, afiddanse 10 pl de H20 al centro de la membrana QlAquick, déjese reposar la columna
durante 1 min., y centrifiguese la columna durante 1 min.

- midase la concentracion de ADN con el NanoDrop
- almacénese el ADN a -20°C
1. F) Transcripcién in vitro de los plasmidos pCRII-hoct4, pCRII-hSox2, pCRII-hKIf4 linealizados con el Kit de

Transcripcion de ARN encaperuzado de alto rendimiento mMessage mMachine (de Ambion) y afadase una cola
poli(A) alos transcritos de ARN (Kit de Adiciéon de Cola de Poly(A) de Ambion)
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Preparacion de la transcripcion in vitro (reaccién mMessage mMachine):

a 20 pl de agua libre de nucleasas
10 pl de NTP/CAP 2x

2 pl de tampon de reaccion 10x

1 pg de plasmido molde lineal

2 pl de mezcla de enzimas

pipetéese la mezcla suavemente hacia arriba y hacia abajo

centrifiguese brevemente para recoger la mezcla de reaccion en la parte inferior del tubo

incubese durante 2 h a 37°C
afadase 1 pl de TURBO DNase al ARNm y mézclese bien

incibese a 37°C durante 15 min.

directamente tras la reaccion tratada con ADNasa, afiddase la cola de poli(A) al ARNm

Preparacion para la reaccién de la cola de poli(A)

20 pl de reaccion mMMESSAGE mMACHINE

36 ul de agua libre de nucleasas

20 pl de tampén E-PAP 5x

10 pl de MnCI2 25 mM

10 pl de ATP mM

4 pl de E-PAP

mézclese suavemente

inclbese a 37°C durante 1 h

coléquese la reaccion en hielo

precipitacién con cloruro de litio del ARNm con cola de poli(A):

afadanse 30 pl de disolucion de precipitacion de LiCl

mézclese a conciencia

enfriese durante 30 min. a -20°C

centrifiguese a 4°C durante 15 min. a velocidad méxima para peletizar el ARN
eliminese el sobrenadante

lavese el pelete una vez con 1 ml de etanol al 70%

centrifiguese a 4°C durante 15 min. a velocidad méxima para peletizar el ARN
eliminese el etanol al 70%

séquese al aire el pelete

disuélvase el pelete de ARN con 30-50 pl de agua libre de nucleasas
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la concentracion del ARN se mide con el NanoDrop

la calidad del ARN se mide con el nanochip de Agilent

2. Preparacion de células diana

2. A) Preparacion de MSCs de ratén y de rata

sacrifiquese la rata o el ratdn con gasificacion mediante CO2

rociense las ratas y los ratones con etanol al 70% para matar las bacterias y las esporas fungicas

eliminese el pelo de la piel

eliminense las extremidades posteriores limpiamente en la articulacién de la cadera

en condiciones estériles, retirese todo el tejido blando y separense los huesos

retirense las placas de crecimiento tanto del fémur como de la tibia

insértense orificios con una aguja en los huesos en ambos extremos

coléquense los huesos en tubos eppendorf (para ratones) o en tubos falcon (para ratas), y centrifiguense a
2000 rpm durante 1 min. (toda la médula 6sea se depositara en la parte inferior del tubo que se aloja en los

espaciadores); retirense los huesos y el espaciador

resuspéndase la médula en 0,5 ml de medio (DMEM con bajo contenido de glucosa; 10% de FCS; 1% de
Pen/Estrep)

diseminese la médula de una pata de una rata en 1 matraz T-75 con 12 ml de medio

diseminese la médula de las dos patas de un ratén en 1 capsula de Petri de 10 cm con 12 ml de medio

2. B) Preparacion de MSC humana

obténgase un aspirado de médula 6sea

resuspéndase en DMEM (bajo contenido de glucosa, 10% de FCS)
siémbrese en un matraz de cultivo tisular

hagase crecer durante 5 dias y después cambiese el medio
después cambiese el medio dos veces a la semana

cultivese el matraz de cultivo tisular hasta 80% de confluencia, y subcultivese hasta que sea necesario

2. C) Preparacién de fibroblastos de ratén y de rata

cortese la cola

aféitese la cola con un escalpelo

rociese la cola con etanol al 70% para matar las bacterias y esporas fungicas

retirese la piel de la cola

coléquese la piel en una capsula de Petri de 10 cm

en condiciones estériles, cortese la piel en trozos pequefios (5 x 5 mm)

digiéranse los trozos de piel con 0,05% de tripsina EDTA durante 20 min. en una incubadora de CO; a 37°C

lavese la tripsina de las capsulas con piel con medio (DMEM con alto contenido en glucosa, 10% de FCS, 1%
de Pen/Estrep), eliminese el medio y lavese nuevamente durante 3-4 veces
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- incubense entonces los trozos de piel en una incubadora de CO, a 37°C y cambiese el medio cada dia;
después de 1 semana, los fibroblastos crecen

2. D) Preparacién de fibroblastos humanos

- coléguese prepucio en capsula de Petri

- lavese dos veces con PBS

- eliminese la grasa

- lavese con PBS una vez

- cortese la piel en pequefios trozos (2 mm)
- afadanse 10 ml de dispasa (2 U/ml)

- incubese a 4°C durante 16-18 h

- deséchese la disolucion de dispasa

- afiddanse 5 ml de PBS

- sepérense la dermis y la epidermis

- transfiérase la dermis a una nueva capsula y afiddanse 10 ml de colagenasa (500 U/ml)
- obténganse trozos muy pequefios

- transfiéranse los trozos a un tubo falcon de 50 ml con disolucién, e incubese durante 45 min. (37°C; 5% de
COy)

- centrifiguese a 1000 rpm durante 5 min.
- deséchese el sobrenadante y resuspéndase el pelete en DMEM (10% de FCS)
- centriflguese nuevamente
- resuspéndase el pelete en 2 ml de DMEM (10% de FCS) y transfiérase a un falcon de cultivo celular T75
- expéandanse las células hasta el uso
3. Transfeccion de ARNm

3. A) Transfeccion de ARNm de fibroblastos humanos, MSC humana, fibroblastos de rata, MSC de rata, fibroblastos

de ratéon y MSC de ratén con AMAXA, FugeneHD, Lipofectamine™ LTX Reagent y PLUS™ Reagent

1) Transfeccion de AMAXA con el kit Nucleofector® de fibroblastos dérmicos humanos (placa de 6 pocillos):

Preparacion para una electroporacion en cubeta Amaxa certificada:

- ARNm de oct4, sox2 y kIf4 en total de 2 pg

- 4x10° células

- 100 pl de disolucién de Nucleofector®

- escojase el programa U-023 por la maquina de electroporacion Amaxa

- resuspéndanse las células en la cubeta con 500 pl de medio de fibroblastos o de MSC

- proporcidnense 5 ml de medio de fibroblastos o de MSC con o sin cdOctel en cada pocillo de una placa de 6
pocillos

- siémbrense 100.000 células en cada pocillo de una placa de 6 pocillos
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Composicién del coctel:

Resveratrol 0,05 mM

selenio 0,1 pM

EGCG (galato de (-)-Epigalocatequina) 0,01 pM

TSA (Tricostatina A) 0,015 pM

Reversina 1 pM

VPA (&cido libre de acido 2-propilpentanoico) 6 pM

5'Aza (5-Aza-2'-desoxicitidina) 1 uM

en el dia 1: el coctel es con 5'Aza y sin TSA; después de 48 horas, 5'Aza se sustituye por TSA

cada 72 horas nueva transfeccién con el reactivo de transfeccion FUGENE® HD (Roche)

2) Reactivo de transfeccion FUGENE® HD (Roche)

antes de la transfeccion: cambiese a medio libre de antibi6ticos

Procedimiento de transfeccién

diliyase ARNm con medio libre de suero y libre de antibiéticos hasta una concentracion de 2 ug de ARNm a
un volumen de 100 pl para cada pocillo (placa de 6 pocillos)

pipetéense 8 pl de reactivo de transfeccion FUGENE® HD (relacion: 8:2 de reactivo de transfeccion a ARNm)
directamente en el medio, y pipetéese hacia arriba y hacia abajo

Inctibese el complejo de reactivo de transfeccion:ARNm durante 15 minutos a temperatura ambiente
afadase el complejo de transfeccion a las células gota a gota

haganse girar los pocillos para asegurar la distribucion a lo largo de toda la superficie de la placa
después de 4-6 horas, cambiese a medio (que contiene 10% de FCS, 1% de Pen/Estrep) con o sin coctel

incubese una placa de 6 pocillos transfectada a una condiciéon de 21% de O2 (normoxia), e incubese una
segunda placa a una condicion de 1% de O2 (hipoxia) en una incubadora a 37°C

3) Transfeccidn alternativa con Lipofectamine™ LTX Reagent o PLUS™ Reagent (Invitrogen)

a) Reactivo de transfeccion FUGENE® HD (Roche)

siémbrense 7000 células en 500 pl de medio por pocillo de una placa de 24 pocillos
incubese toda la noche
para la transfeccion: cambiese a medio libre de antibiéticos

diliyanse 0,5 pg de ARNm en 25 pl de medio libre de suero y libre de antibiéticos para cada pocillo (placa de
24 pocillos)

pipetéense 2 pl del reactivo de transfeccion FUGENE® HD (relacion: 8:2 de reactivo de transfeccion a ARNm)
directamente en el medio

pipetéese hacia arriba y hacia abajo
incubese el complejo de reactivo de transfeccién:ARNm durante 15 minutos a temperatura ambiente

afadase el complejo de transfeccion a las células gota a gota
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- haganse girar los pocillos para asegurar la distribucién a largo de toda la superficie de la placa
- después de 4-6 horas, cambiese a medio (que contiene 10% de FCS, 1% de Pen/Estrep) con o sin coctel

b) Lipofectamine™ LTX Reagent and PLUS™ Reagent (Invitrogen)

- siémbrense 7000 células en 500 pl de medio por pocillo de una placa de 24 pocillos
- inclbese durante toda la noche
- antes de la transfeccién: cambiese a medio libre de antibiéticos

- dilayanse 0,5 pg de ARNm en 100 pl de medio libre de suero y libre de antibidticos para cada pocillo (placa
de 24 pocillos)

- mézclese suavemente
- mézclese PLUS™ Reagent suavemente antes del uso

- afadanse 0,5 pl de PLUS™ Reagent en la mezcla del medio de ARNm, mézclese suavemente e incubese 5
min. a temperatura ambiente

- mézclese Lipofectamine™ LTX Reagent suavemente antes del uso

- afadanse 1,25 pl directamente al ARNm diluido; mézclese suavemente

- incubese durante 30 min. a temperatura ambiente

- afadanse los 100 pl del complejo de ARNm-Lipofectamine™ LTX Reagent al pocillo
- mézclese suavemente moviendo la placa hacia delante y hacia atras

- incubense las células a 37°C en la incubadora de CO2 durante 4-6 horas

- céambiese a medio con o sin coctel

- durante la optimizacion de la eficiencia de la transfeccion - increméntese la cantidad de la concentracién de
ARNm a 1 pg por pocillo (placa de 24 pocillos)

- cada 72 h repitase la transfeccién con FUGENE® HD o Lipofectamine™ LTX Reagent y PLUS™ Reagent

4. Tratamiento con inhibidor de proteasas (MG132) p  ara incrementar la semivida de las proteinas produc idas
por el ARNm transfectado:

- 48 h después de la transfeccion: tratense dos pocillos en cada placa con MG-132 (10 pM/pocillo) con y sin
coctel durante 6 h, y cambiese después el medio

5. Resultados

Analisis de la cantidad de ARNm (por PCR) de los genes transfectados o internos (oct4, nanog, hTERT, sox2, kif4) y
andlisis del promotor (de nanog, sox, oct4)

Los resultados de la reprogramacion se exponen en las figuras 1 a 8.
6. Herramientas y métodos

6.1 Aislamiento de ARN con TriFaSt™ (Peglab)

- 1 ml de Trifast por 10 cm? del area de la capsula de cultivo
- las muestras se pueden almacenar durante un tiempo prolongado a -80°C, o se pueden usar directamente

- las muestras se deberian de mantener durante 5 minutos a temperatura ambiente
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aflddanse 0,2 ml de cloroformo

agitense vigorosamente las muestras de forma manual durante 15 segundos
incubese durante 3 minutos a temperatura ambiente

centrifiguese a 12.000 x g

transfiérase la fase acuosa con ARN a un nuevo tubo (guardese la interfase y la fase organica a 4°C para el
aislamiento de ADN y proteinas)

precipitese el ARN con 0,5 ml de isopropanol por 1 ml de Tri-Fast™ usado para la homogeneizacion inicial
incubese en hielo durante 15 min.

centrifiguese durante 10 minutos a 4°C a 12.000 x g

eliminese el sobrenadante

lavese dos veces el pelete de ARN con etanol al 75% mediante vortice

centrifiguese subsiguientemente durante 8 minutos a 7.500 x g (4°C)

eliminese el exceso de isopropanol del pelete de ARN mediante secado al aire

resuspéndase el pelete de ARN en agua libre de ARNasa (DEPC-H20) - 30 pl-50 pl

disuélvase el pelete de ARN haciendo pasar la disolucién a través de una punta de pipeta varias veces
incubese la disolucion durante 10 min. a 55°C

pipetéese hacia arriba y hacia abajo

el calentamiento de la muestra a 55-60°C puede ayudar a disolver el pelete

midase la concentracion de ARN - NanoDrop

almacénense las muestras a -80°C durante 2-3 meses

6.2 Aislamiento del ADN

eliminese cualquier fase acuosa que quede tras la eliminacion del ARN

hagase precipitar el ADN con 0,3 ml de etanol al 100% por ml de Tri-Fast™

mézclese bien por inversion

almacénense las muestras a temperatura ambiente durante 2-3 minutos

centrifiguese a 2.000 x g a 4°C durante 5 minutos

muévase el sobrenadante del ADN (almacénese a 4°C para el aislamiento de proteina)
lavese el pelete de ADN dos veces con 1 ml de citrato de sodio 0,1 M en etanol al 10%

en cada etapa de lavado, manténgase el ADN en citrato de sodio 0,1 M/etanol al 10% durante 30 minutos a
temperatura ambiente (con mezclamiento periddico)

centrifiguese a 4°C durante 5 minutos a 2.000 x g
después de estos dos lavados, suspéndase el pelete de ADN en 2 ml de etanol al 75%
manténgase a temperatura ambiente con mezclamiento periédico durante 15 minutos

centrifguese a 2.000 x g durante 5 minutos a 4°C
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séquese brevemente el pelete de ADN durante 5-10 minutos a vacio, y

disuélvase en NaOH 8 mM haciendo pasar lentamente el pelete a través de una pipeta de calibre ancho

ajustese la concentracion final de ADN a 0,2-0,3 pg/pl con NaOH 8 mM

6.3 Tratamiento del ARN con DNase | (Fermentas):

1 pg de ARN

1 pl de tampén de reaccion 10x con MgCl2
1 pl (1 u) de ADNasa

hasta 9 yl de DEPC-H20

incubese a 37°C durante 30 minutos

inactivacion de DNase 1: afiddase 1 pl de EDTA 25 mM e incubese a 65°C durante 10 min.

6.4 RT-PCR con transcriptasa inversa SuperScript™ [l (Invitrogen)

Condicién de reaccién:

1 pl de cebador oligo(dT)20

1 pg de ARN

1 pl de mezcla de dNTP 10 mM (10 mM de cada uno de dATP, dGTP, dCTP y dTTP)
hasta 13 pl de DEPC-H20

caliéntese la mezcla hasta 65°C durante 5 minutos

inclbese en hielo durante 1 min.

Anadanse:

4 pl de Tampodn de Primera Hebra 5x

1uldeDTT 0,1 M

1 pl de SuperScript™ 111 RT (200 unidades/pl)

mézclese pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo
incubese a 50°C durante 60 min.

inactivese la reaccion calentando a 70°C durante 15 minutos

almacénese el ADNc a -20°C

6.5 PCR de oct4 humana (control de los fibroblastos humanos):

Secuencia de cebador: hoct4_S: gaggatcaccctgggatataca

hoct4_as: agatggtcgtttggctgaatac

Tamafio de producto: 100 pb

6.6 PCR con Platinum Tag-Poymerase (Invitrogen)

Preparacion de la reaccién de PCR en hielo:

5 pl de Tampo6n de PCR 10x
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- 1 pl de mezcla de dNTP 10 mM, 0,2 mM cada uno

- 1,5 yl de MgCI2 50 mM

- 1 pl de mezcla de cebadores (10 uM cada una), 0,2 pM cada uno
- 1 pl de ADN molde

- 0,2 pl de Platinum® Taq DNA Polymerase 1,0 unidades

- hasta 50 pl de DEPC-H,0

Programa de PCR (Biometra Tprofessional):

95°C 2 min
95°C 30s ¢
60°C 30s 35 x
70°C 30s
70°C 10 min

4°C para almacenamiento

Control de PCR con gel de agarosa 'y TAE al 3% para electroforesis

6.7 Protocolo para producir células iPS

6.7.1 Matriz cualificada para hESC Matrigel™ de BD

- coléquese la caja de puntas esterilizadas y los tubos eppendorf toda la noche en un congelador a -20°C
- descongélese la botella de Matrigel en hielo en el refrigerador a 4°C toda la noche

- distriblyase Matrigel en alicuotas para hESC a su llegada, almacénese a -80°C, descongélese solamente
una vez y no se vuelva a congelar para evitar la ruptura de los factores de crecimiento

- con fines de revestimiento, diliyase Matrigel apropiadamente usando medio libre de suero (0,3 pg/pl para
iPS, 1 pg/ul para hESC)

- afiadanse 50 pl de dilucién de Matrigel por cm? de superficie de crecimiento
- incubese 60 min. a RT en condiciones estériles o toda la noche a 4°C

- empapese el Matrigel/medio restante

- medio: mTeSR1 (Stem Cell Technology)

La receta del revestimiento (0,3 pg/pl) depende del tipo celular que se use para generar iPS. Se recomienda revestir
y no gelificar plasticos para cultivo de hESC usando 1 ug de Matrigel/pl. Usense las placas inmediatamente o
almacénense durante un maximo de 7 dias a 4°C cubiertas con medio libre de suero en condiciones asépticas
(cerradas herméticamente).

Las placas de Matrigel revestidas siempre se deberian de procesar, almacenar y usar exactamente de la misma
manera para evitar variabilidades (principalmente a través de la ruptura de los factores de crecimiento). Al comienzo
o para el establecimiento, es necesario valorar un volumen de revestimiento y una concentracién (por ejemplo, 3
diluciones 0,3, 0,6, 1 ug/ul) que se adecuan lo mejor posible a su tipo de células especifico.

|TM

6.7.2 Matriz de membrana de basamento de Matrigel " de BD, reducida en factores de crecimiento (GFR)

- tomense alicuotas de Matrigel, tal como Matrigel cualificada para hESC
- descongélese el tubo toda la noche en hielo a 4°C
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diliyase con 6 ml de medio basal frio, y mézclese bien
afadase 1 ml por pocillo de placa de 6 pocillos
incubese la placa a temperatura ambiente durante una hora o toda la noche a 4°C

la placa se puede usar ya sea inmediatamente o se puede almacenar a 4°C (la placa durara bien durante por
lo menos una semana)

eliminese el liquido en exceso y lavese una vez con medio basal

componente de medio basal: D-MEM/F-12; 20% de KO Serum Replacer; 1% de aminoacidos no esenciales;
L-glutamina 1 mM, 2-mercaptoetanol 0,1 mM; bFGF 100 ng/ml

usense células de ratéon y después anadase sobrenadante de LIF al medio basal

6.7.3 Produccién de sobrenadante de LIF

- capsula de Petri revestida (145 mm) con 0,1% de gelatina (bovina tipo B, Sigma)

siémbrense 3 x 10'° células alimentadoras SNL productoras de LIF en cada capsula

componente del medio: D-MEM rico en glucosa, 10% de FCS, 1% de Pen/Estrep; 1% de L-glutamina
después de 24 horas, recéjase el medio de la capsula y filtrese a través de un filtro de 0,22 pm
distribdyase en alicuotas el medio que contiene LIF en alicuotas de 500 pl y almacénese a -20°C

cambiese el medio tras 24 horas o 48 horas

Listado de secuencias

<110> Fraunhofer-Gesellachaft zur Férderung der angewandten Forschung e. V.

<120> Reprogramacion de células hacia un estado pluripotente

<130> 201763 EP

<160> 28

<170> PatentIn version 3.5

<210>1

<211> 2098

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400>1
attataaate

gttattatgc
tatttctcta
ctcttaaatt
caaaqgectege
tgtgggccté
gagactgtct
tccaccagee
gacaaqgtce
gtactcaatg
tecaacatec
aaagctaaga
gcetcagoac
ccgactggga
cagacccaga
caatcctgga
cagtcctgea
gctgctgggg
accatggatt
gtgaaactga
teccateect

catceagtea

teeotetote
aacggagtet
agctccgtet
caggcgcceg
tgtgttagcé
aacagctggg
ccttggetge
ggtttagaat
tcgtattgte
taagctgtaa
taatttgttg
acatgagtae

gttgatttta

<210> 2
<211> 1356
<212> ADN

tagagactece
aggcaactca
acatcttcca
ttttccectect
Ettgctttga
aagaaaacta
ctcctcttee
ccaaaggcaa
cggtcaagaa
atagatttca
tgaacctcag
ggtggcagaa
ctacctacee
accttccaat
acatccagte
acaatcagge
tgcagttcca
aaggeccttaa
tattectaaa
tattactcaa
cataggattt

atctcatgga

ttcotattgyg
tgctectgtcg
cccgggttea
ceacctegee
aggatggtct
atttacagge
cgtetctgge
ctaacctcaa
tgggattggg
catacttaat
gttgtgctaa
tgctttaget

ccctgattte

<213> Mus musculus

aggattttaa
ctttatccca
gaaaagtcht
cttcckctat
agcatccgac
teecatecttg
ttectecatg
acaacccact
acagaagacc
gagacagaaa
ctacaaacag
aaacaactgg
cagcerttac

gtggagcaac

‘ctggagcaac

ctggaacagt
gccaaattct
tgtaatacag
ctactccatg
tttcagtctyg
ttcttgrttg
gg9g9tggagta
atcttectgg
cccaggctgg
cgccattete
cggctaatat

cgatctecty

gtgagccace

tatagataag
gaataagaaa
aggctttgct
tgattictea
tectttgtaga
ggtttaagtt

accgagtgtt

ES 2561949 T3

cgttetgetg
atttettgat
Aaaagctgecet
actaacatga
tgtaaagaat
caaatgtctt
gatctgctta
tctgcagaga
agaactygtgt
tacctcagcc
gtgaagacct
ccgaagaata
tettcetace

cagacctgga

.cactcctgga

ceertetata

cctgeccagtg

cagaccacta

aacatgcaac
gacactggct
gaaaccacgt
tggttggagec

agaasatact

agtgcagtgg:

ctgectecage
tttgtatttt
accttgtgat
gegeoectgce
tagatctaat
tacaagtaca
cattttttaa
cecgtttttygg
aazgaggtete
éaaatgaatg

tcaatgégta

gactgagectg
acttttcctt
taaccttttt
gtgtggatce
cttcacctat
?tgctgagat
ttcaggacag
agagtgtcge
tetcttccac
tccagcagat
ggttccagaa
gcaatggtgt
accagggatyg
acaattecaac
acactcagac
actgtggaga
acttggaggé
ggtattttag
ctgaagacygt
gaatccttce
gttctggttt
ctaatcagcg
etttteeett
cgeggteteg
¢ecccgagea
tagtagagac
ccacccgect
tagaaaagace
actagtttgg
aattggtgat
aaactattga
ctctgtitty
gtatttgctg
aaacaactat

aatatacagce

25

gttgcctoat
ctggaggtcc
tecagteocac
agcttgtcec
gcotgtgate
gocckcacacy
cecctgattet
aaaaaaggaa
ccagetgtgt
gcaagaactc
ccagagaatg
gacgcagaag
cctggtgaac
ctggageaac
etggtgcace
ggaatctctg
tgccttggaa
tactccacaa
gtgaagatga
tctcocotee
ccatgatgce
aggtttctet
ttetctttga
gctcactygea
gctgggacta
ggggtttcac
¢ggcotecoct
attttaataa
atatctttag
gaagatgtat
ggtaaagggt
ctatatcecece
catcgtaatg
ttttecttta

ttaaacak

60
120
180
240
oo
160
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
1520
1980
2640

2098
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<400> 2
tctatcgeet

tgtgggaagyg
actcttcttt
ttttcagaaa
acagtttgec
tttttcatcc
aggetgcete
ctaeccagtce
agaacaaggt
gtgcactcaa
toctoctoccat
tgaagtgcaa
agggeoteage
tgaacgeatc’

gecagecagac

geagecagge
ataacttegy
gtgatttyga
aagccttgga
gcaacatctg
atattteett
cactccagaa

gggatttgaa

<210> 3
<211> 2358
<212> ADN

tgagccgttg gecettcagat

ctgeggetea cttecteetg.

ctatgatctt tccttctaga
teccetcoct ¢grcatcaca
tagttctgag gaagcatcga
cgagaactat tcttgcttac
teetegecock tecteotgaag
caaacasaag ctctca;gtc
cecttgccagg aagcagaaga
ggacaggttt cagaagcaga
tctgaacctg agctataage
gcggtggcay aaaaaccagt
accagtggag cagcccagca
tggaagecctt tccatgtggg

ctggaccaacs cecaacttygga

ctggaccgct cagtcctgga
ggaggaFttt ctgcagceott
ggtgaatttg gaagccacta
attattcctg aactactcetg
ggctéaaag: cagggcaaag
taaagattta tetategcatt
gagggegtca gatcttgtta

croetgacct Ecggaagagc

<213> Rattus norvegicus

ES 2561949 T3

aggcetgatet
acttettgat
cactgagtect
ctgacatgag
attetgggaa
aagggtctge
acctgcctet
ctgaggctga
tgcggactgt
agtacctcag
aggttaaéac
géttgaagac
tccategeayg
gcagccagac
acaaccagac
acggecages
acgtacagtt
4ggaaagcca
tgactccace
cc#ggttccc
atatgtaagt
cgtatggttg

agtegg

ggttggtgtc
aattttgcat
tttggeeget
tgtgggtctt
egcctcatca,
tactgagatyg
tcaaggcage
caagggccct
gttctoctcag
cctecageag
etggreeeaa -
tagcaatggt
ctateeccag
ttggaccaac

ctggaccaac

ttggaatgcet
gcagcaaaac
cgcécatttt
aggtgaaata
tcottottec
acactgtage

tgagccacca

26

ttgctotttce
tagacattta
gcctaaaacc
cotggtocea
atgectgcag
ctctgecacag
cctgattott
gaggaggagg
gcccagekgt
atgecaagaac
aaccaaagga
ctgattcaga
ggetatcetay
ccaacttgga

ccaactegga

gctecegetee
ttckctgeca
agcaccccac
tgagacttac
aaatatttrc
tgtcttcaga

tgtggttget

60
120
180

‘240
100
360
420
480
540
600

660
720
780
a40

900

9640
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1356



<400> 3
tcagataggc

ggcttgttga
gacactgagt
cectteccteg
gttgtgagga
aggaaaatta
ctecteegee
ccaagctaaa
aggtccteac
tcaaggatag
ccattctgaa
gcaagaggty
cagcgecggt
cgtctggaaa
agacctggac
aggcctggag
ctcocgotecca
tctcegecag
gtacccegea

gaggtttaca

tgatttegayg
cecttttaca
tttaaag:cé
cegttggget
agcatcgaac
ttcttgetta
ttectetggg
getgtetgge
caagaagcag
gtttcagagg
cc:gaéctat
gcagaaaaac
ggagtatcece
cetrecagta
Caacccaace
cactcagkce
taacttcggg
tgatttggag
agecttggaa

caacaactgqg

tckttctcht
tectggacatt
taacttettg
gacatgagcg
totggggatt
caagtgtckg
gacctaccteo
ccecgaggetqg
aagatgcgga
caaaggtacc
aaﬁcaggtga
caatggttga
agcatcecatt
tggggcagtc
tggagcaace
tggtgtqclc
gaggactccc
gecgaatttgg
ttgttectga

gettaaagee
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ttgtgggaag
taactcttac
getgttaaaa
tggatctttc
cctegacgat
ctactgagat
ttcaagatag
acgagggece
ctgtgttcte
tcagcecreca
agacctggte
agactagcaa
gcagctatte
agacctggac
agacctggac
aggectggaa
tgcagcctta
aagccactag
actactccgt

agggcagygge

accgaggetc
ttttaagatc
act:fttttt
tggtccceac
gcctgecget
gctotgecaca
:cctgattcg
tgagaagaaa
ctcaggeccecag
gcagatgcaa
ccasaaccaa
cggecotgack
tcégggctat
caacccaact
caaccecaact
cagccagact
tgtgccgttg
ggaaagccay
gaattcteca

cagggtcage

27

gettcttett
tttcecctcta
ttetaaagte
agtectgcecta
catcctectg

gagactgcoct

tctagcaatc

gaagagaaca
ctgtgtgcac
gatctetcta
agaatgaagt
cagaaggget
ctgatgaacyg
tggaacaacc

tggagcaacc

tggaacgcty

cagcaaaact
gcgcatttta
ggcgaaatat

trecticett

60
120
180
240
o
as0
420
480
540
690
660
720
780

.B4¢
00
960

1020

1089

1140

1200
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cttccaaaga
ttgtctatea
accaggctgg
agatttteta
tgtttttttg

gcoctoctagtag

cctttgecte

atttrtatte
ccactgagct
ctettettec
caggtctcac
tQQEQCCQEB
taaatcccca
gtittgaggg
tectetcaag
ttcaagacca
ctaaggtaag
ctttgactte
aaagatgttt
aaacactaat

<210> 4
<211> 2518
<212> ADN
<213> Homo

<400> 4
ctattaactt

aagggggaaa
gaaaga;agg
aatcatcgge
tecagtitge
gecetgegee

ccccaaagke

cgcccgcaty

gttetatatct
aggtagggtt
cetegtacte
aagatttrcea
tttegteeee
tcccggaaac
cggactgcgg
Lettggtgee
ctgtitycga
gtgttaacga
acacccacee
gactgaaccc
acccttgtet
gtgaggttta
gacgagacag
gectgtacta
§agataaaag
cccogegtet
atatttgact

tttaccea

sapiens

gttcaaaaaa
gtagtttget
gagagaagtt
gécggcagga
ctctctctﬁt
ccegacacee
ccggecggge

tacaacatga

gttettatet
tctetgtgty
agagatctgc
tagtteeeat
gtrrregtet
tggctctgta
ggactaaagg
agaaagcaaa
cceceegtget
tgggcetegg
tactgcatac
agggécttgc
gteteectag
aaagtataca
aaggatcacc
tgtctaaata
taaagtetca
ttgeagtLee

gtaccatgat

gtateaggag
geecetcettaa
tgagcccecag
tcggqeccagag
ttttc;ceca
ccgccaogect
cgagggtegg

tggagacgga

ES 2561949 T3

ttittttaat
gttetggctg
ctacttttgc
teccttaate
ttgtttatca
gaccaggetg
cagtatataa
cctaggactt
ggetgeatet
agacagtgca
caacccaggc
getteetagy
aagcttgggt
aattataaag
agtttgagge
graagacagc
acaaaataca
gecaagaggce

aaaccagtge

tegtcaagge
gactaggact
gcttaagect
gaggagggaa
aattattcet
ccectectec

cggcegoogg

gctgaagceg

tattattttg
tcctggaatt
ctcctgaagyg
attatctgtt
agatagggtet
tecttgaact
ceacctgyca
E939Ct999=
gtctgagecy
ctatacacte
ttgtetgtet
caagcgctct
cttggtgtge
attcatgcag
tatctecagat
atctcaacaa
agatctegee
ttctatgtta

cagctggact

agagaagaga
gagagaaaga
téccaaaaaa
gcgoetttett
egectgattt
tctecceeeg
cgggccggge

ccgggcecge

28

tttttgreee
cactctgtag
ctagggctaa
ttcatgtttg
tetetgtgty
cagaaatctg
cattgtteee
acccactcaa
ggtaacttgt
tatcctocee
ttteteeERt
acctctgagce
actgtgtatc
atatggtgge
ataaaataag
aataataaaa

tgttacagtt

atatctgtag

agtttaaata

gtgrttgcaa
agaggagaga
taataataac
pgatcctgat
tectegegga
cccgegggee

ccgcgeacag

agcaaactec

1260
1320

1380

© 1440

1500

1560

1620

1680
1740
1806
1850

1920

" 1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2358

€0
120
180
240
100
360
420

480



999999c99c
ggaccgcgéc
gatggcccag
gtggaaactt
agcjctgcac
gcteatgaag
catggcgagc
cagttacgcg
gggctacceg
cogetacgac
cggctegece
ctccatgggt
cteccactes
cececggegec
ccagagegge
agggcaeggac

gyggtgcaaa

asaggaaaaa
tcecatocac
ctggacttct
cgggggaatg
ttctagtggt
agagctagtc
tatttatcga
aatatcetee
gttgcaaacg
gtacaaaagg
agggcaaaag
atgcaggttyg
tgttcagata
tatttetgta
attétaaaag
ttgaactaat
cacagtttga
<210>5

<211> 2457
<212> ADN

ggcggcaact
aagcggecca
gagaaccceca
ttgtcggaga
atgaaggagc
aaggataagt
ggggtcggayg
cacatgaacyg
cagcacccgg
gtgagegeoc
acctacagca
tcggtggtca
agggegeect
gaggtgcegg
ccggtgoccceqg
agcgaactgy
agaggagagt
aaaaaatcce
actcacgcaa
ttttggggga
gaccttgtat
acgqtaggag
tccaagegac

gataaacatg

aaggagaggc

tgaaaagaag

aaaaaattag
ttttagactyg
acaccgttygg
aaAaaaacca
aattratege

attcggetet

atcatcctta

gataaataaa

<213> Mus musculus

ccacegegge
cggaigc:tt
agatgcacaa
¢ggagaagecq
accecggatta
acaecgectgee
tgggcgccgy
gctggagcaa
gcecteaatge
tgcagtacaa
tgtcctacte
agtcegagge
gccaggeegg
aacccgocac
gcacggccat
&g9g99999aga
aagaaacagc
atcacccaca
@aaaccgcgat
ctatcetege
agatctggag
ctttgeagga
gaaaaaaatg
gcaatcaaaa
ttcttgetga
aaaattattc
aataagtact
tactaaattt
taatttataa
tgaaattact
gatattttaa

gtattattty

taacaggtac

tttttgaaat

ES 2561949 T3

ggcyggcegys
catggtgégg
ctcggagate
gccgtteate
taaataccgg

cggcgggetg

cctgggcgeg

tggragctac
geacggcgcea
ctecatgace
gcagcaggge
cagctocage
ancctccgg
ccccageaga
taacggcaca
aattttcaaa
atggagaaaa
gcaaatgaca
gccgacaaga
acagagaaaa
gaaagaaage
agtttgcaaa
ttttaatatt
tgtecattgt
attttgatte
aaatttggac
ggcgaaccai
tataacttac
tagcétctgt
gtgtttgaaa
ggettettecce

aatcagtetyg
attttcaact

atggacactg

ggcaaccaga
teccegeggge
agcaagcgcc
gacgagacta
ccceggcgga
ctggeceecy
ggcgtgaace
agcatgatge

gcegeagatge

-agctcgcaga

accecctggea
ccecetgtgg
gacatgatca
cttcacatgt
ctgceectee
gaaaaacgag
cceggtacge
gctgcaaaag
aaacttttat
cctggggagy
tacgaaaaac
agtctttace
tgcaagcaac
ttataagctg
tgcagctgaa
atcttaattg
ctctgtggte
tgttaaaagc
tcgatcceaa
tattttcteta
cocttattet

ccgagaatec

taagttttta ctccattatg

ajaaaaaaaa

29

aaaacagecc
agcggcgcaa
tgggcgccga
agcggctgcg
aaaccaagag
gcggcaatag
agcgcatgga
aggaccaget
agceccatgca
cctacatgaa
tggetcttgg
:tacetcttc
gcatgtarct
cccagcacta
cacacatgtg
ggaaatggga
tcaaaaagaa
agaacaccaa
gagagagate
stggggaggy
tttttaaaag
aataatattt
ttttgtacag
agaatttgcecc
atttaggaca
:ttaaaaait
ttgtttaaaa
asaaatggee
ctttecattt

tggetttgtaa

ccgtagttgt |

atgtatatat

AjAaaaaa

540
600
660
720
780
840
990
260
1020
1080
1140
1200

1260

1320

1380
1440
1500
1560
1620
1880
174&
1800

1860

" 1920

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400

2460

2518



<400> 5
ctattaactt

aaagggaaaa
gaaagaaagg
aategegges
ctcgaéctcc
cgaggcccce
ccgggccygay
atg;tggaéa
ggaggcaacyg
aagaggqceca
gagaacccca
ttgtecgaga
atgaaggadc
aaggataagt
g9g9g9ttya9g
cacatgaacyg
cagcaccegg
gtcagegecc
acctacagca
tctgtggtca
agggcgecce
gaggtgccgg
ceggtgcccy
tgcgaactgg
aaagaggaga

acgacagetg

gttca;aaaa
gtactttget
agagaagttt
gcecgaggag
gctteococccoee
gcccgcggéc
ggttggcggc
cggagetgaa
ccacggegge
tgaacgecctt
agatgcacaa
ccgagaageg
accoggatta
acacgcttce
tgggcgecgg
qgctggagcaa
gectcaacygce
tgcagtacaa
tétcctactc
agtecgagye
gccaggecgg
agccegetge
gecacggecat
agaaggggag
gtaggaaaaa

cggaasaaaa

gtatcaggag
gcecectttaa
ggagcccgag
gagagcgeoet
aactattcte

cctgeatece

€gceagycIgg

gcegeeggge
ggcgaccage
catggtatgyg
cteggagate
gl:cgl:t.catc
taaatacegq
cggaggetty
cctgggtgeg
cggeagetac
tcacggcgcg
ctecatgace
gcageaggge
cagetecage
ggaccteeyy
gcccagtaga
taacggcaca
agattetcaa
tetgataaty

cCcaccaatce

ES 2561949 T3

ttgtcaaggc
gactagggct
geottaageot
gttretecat
cgccagatct
ggceccegag
ccgegeccge
ccgcagcaag
ggcaaceaga
tcccggggyc
agcaagegee
gacgaggceca
ccgeggogga
ctggccceeg
ggegtgaacc
agcatgatgc
goacagatge
agectegecaga
aceccccggta
ccececgtgy
gacatgatca

ctgcacatgg

ctgcccctgt’

agagatacaa
ctcaaaagga

catccaaate

agagaagaga
gggagaaaga
ttccaaaaac

cccaattygca

ccgegeaggg

cgeggeocec
ccagcgecccg
ctteggggyy
agaacagcce
agcggcgtaa
t999¢9=9§§
agcggckbgcg
aaaccaagac
gcgggaacag
agcgcatgga
aggageagct
a&ccgangca
cctacatgaa
tggegoctggg
ttaccteete
gcatgtacce
cccagcacta
cgcacatgtg
gggaattgyy
aaaaaaatct

aacgcaaaaa

30

gtgtttgcaa
agaggagaga
taatcacaac
cttegecegt
e¢gtgcacge
acagtccegg

catgtataac

cggcggegya

ggaccgegtc
gatggcccaqg
gtggaaactt
cgctotgoac
gctcatgaag
catggcgage
cagctacgeq
gggctacecg
ccgctacgac
¢cggctegece
ctecatggge
cteecactee
ceceggegec
ccagagcgge
agggetggac
aggggtgcaa
ccgcagegaa

ccgtgatgece

120

180

240

300

360

420

480

540

6§00

660

720

780

840

500

960

1020

1080 .

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

- 1560
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gactagaaaa
agaaaacctg
aaaaactacg
ttcgcaaaag
ttaatatttg
ccattgttta
ttgattctge
aacattttag
ttttocgtggt
aaaggcaaaa
ttcaatecta
ttttettatyg
tatteteegt
atccatgtat

Ettactccat

<210> 6
<211> 2323
<212> ADN

cttttatgag
agggcggcey
caaaactttt
tctttaccag
caagcaactt
taagctgaga
aggttaaatt
ttttaaaatt
cttgtttaag
aaaaaatgte
cccttteatt
gtttgtaata
agttgtattt
atatttgaac

tatgcacagt

<213> Rattus norvegicus

<400> 6
gtgtttgcaa

agaggagaga
taatcacaac
cttcgeeogt
ccgtgeacge
gcagtceegg
cgeatgtata
ggcggcgycy
ccggaccgeg
aagatggece
gaggggaaac
cgcgetetge

acgcteatga

aaagggaaaa
aaaagaaagg
aatcgoggey
ctecgagetee
cgacgacé:c
ecygggcegag

acatgatgga

gaggaggcaa‘

tcaagaggec
aggagaaccc
ttttgtegga
acatgaagyga

agiaggataa

agatcttggg
g994999Cc999
ttttaaagtt
taatatttag
ttgtacagta
atttgccaat
taggaccgtt
gtacaaaagqg
gcaaacgttec
catgcaggtt
ttgrttcacat
ttectgtaaa
taaaagattc
taataccatce

ttgagataaa

gtactttget
agagaagttt
gcccgaggag
gecteeeceoee
geecogoggec
ggeecggeggce
gacggagctg
cgccacggeg
catgaatgce
caagatgcac
gaccgagaag
geacccggat

gtacacgett

ES 2561949 T3

actteoteoet
ggaatcggac
ctagtggtac
agctagacte
tttatcgaga
atttttcyag
acaaacaagg
aaaacatgag
tagattgtac
ga:atcgftg
aaaaaatatg
tegtgatatt
ggctctgtta
cttataacag

taaattttcg

gectetitaa
ggageccgag
gagagcgact
aactakttcetce
cctgcatecce
cgceggcggg
aagccgeegg
geggcgaccyg
ttcatggtgt
aactcggaga
cggocogttca
tataaatacc

cecggagget

gggggactat
catgtataga
gttaggeqet
cgggcgatga
éaaacatggc
gaaagggtte
aaggagttta
agcaagtact
taaattitta
gtaatttata
gaa:tactgc
ttaaggtett
ttggaatcag
ctacattcte

aaatatggac

gactaggget
gcttaagoet
geettttcat
cgeccagatct
ggeecccgeg
ccygcgeocge
gccctcageca
gcggeaacea
ggtcceaggy
tcagcaagcy
tcgacgagge
ggccgeggcyg

tgctggccec

31

ttttgtacag
tetggaggaa
tcgcagggag
aaaaaaagtt
aatcaaatgt
ttgetgggtt
ttcggatteg
ggcaagaccg
acttactgtt

atagctettyg

.gtttgaaata

tccoocoett
getgecgaga
aacttaagtt

actgaaa

gggagaaaga

ttccaaaaac

cccaattgea .

ccgecgeaagg
cgecggeccce
geocecagegee
agcttcggsy
gaagaacage
gcagcggegt
cctgggegee
caageggctyg
gaaaaccaay

cggcgggaac

1620
16980
1740
1800
1860
1920
1980
2040
4100
2160
2220
2280
2340
2400

2457

&0
120
180
240
300
360
420
450
540
600
660
720

780



10

agcatggcga
gacagetacy
ctgggctace
caccgctacyg
aacggctcge
ggctccatgg
tcctcecact
ctceccggeqg
taccagagcyg
tgagggecyy
gggagagaty
ctcatctacce
cg<aaaaace
gcaaaacttt
gtctttacca
aagcaacttt
aagctgagaa
gettaaatta
tttaaaattg
ttgtttaggg
aaaaatgtcc
ccthttcatt
gtttgtaata
agttgtattt
atttgaacta

tgcacagttt

<210>7
<211> 1411
<212> ADN

geggggttag
cgcacatgaa
cgcageacce
acgtcagege
ccacctacag
gcretgtggt
ccagggegco
ccgagétgcc
goceeggtgec
aeegegaact
caaaagagga
gcagcaaaat
gtgatgcega
tttttaaagt
gtaatattca
tgtacagtat
tttgcecaata
aggaccgtta
tacaaaagga
caaacgttct
atgcaggttyg
ttgttcacat
tctctgtaaa
tamsaagatte
ataccatcce

gagataaata

<213> Homo sapiens

<400> 7

ggtgggegee
cggctggage
gggcctcaac
éctgcagta:
catgﬁcctac
caagtccgag
ctgecaggee
ggagcccgcet
cggecacggcee
99agaagggy
gagtaagaaa
gacagcetgeg
ctagaaaact
tctagtggta
gaactagact
ctatcgagat
tttttcgagqg
cagacaagga
asacatgaga
agattgtact
atatcgttgg
aaaaatatygg
ttgtgatatt
ggctgttatt
tataacagtt

aatttttgaa

ES 2561949 T3

ggcctgggtyg

‘aacggcagct

gecteacggeyg
aactccatga
tcgcagcagg
gocagtbcea
ggggacctee
gcgcccagta
attaacggca
agagattttt
aatctgaatg
gaaaaaaacc
tttatgagag
cgttaggcgce
ccgggcgatyg
aaacatggca
aaagggtcct
aggaatttat
gcaagtaceg
aaatttttaa
taatttataa
aaattactgt
ttaaggttet
ggaaccaggce
acgtttccaa

atatggacac

cgggcgtgaa
acagcatgat
cggracagat
ccagctegea
gcaceeecgy
gccececcgt
gggacatgat
gacktgcacat
cactgcececct
caaaaagata
ctcaaaagga
accaatccca
atckggagga
ttcgeaggga
aaaaaagttt
atcaaatgtc
tgetgggttt
teggatttga
gcaagaceat
cttactgtta
tagecttttgt
gtttgaaata
tteceoctet
tgccgagaat
cttaagteet

tga -

ccagcgcatg
gcaggagcag
gcageoegatg
gacctacatg
tatggcgctyg
ggttacctet
cagcatgtac
ggecccageac
gCégcacatg
caagégaatt
aaaaaaaaat
tccaaattaa
aaaaaactac
gttctcaaaa
taatatttgc
cattgtttat
tgattctgca
acgttttagt
tttcgtggtc
aaggcaaaaa
tcaatcecac
tcetcttaty
tattttceogt
ccatgtatat

cactceacta

ccttogcaag coctcattte accaggeocce cggetigoggg cgocttoctt ccccatggeg

ggacacctgg ctteggattt cgectteteg ccocctcecaq gtggtggagg tgatgggoea

32

840

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860

1920

60

120

1980
2040
2100
2360
2220
2280

2323
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g99g9g9g9ccgy
ggagggccag
tgccécccgc
gggctagrge
gtggagagca
aagectggaga
cagaaagaac
acacaggccg
accatctgec
ttgctgcaga
gcagaaaces
ggcaacctgg
atcgcccage
cagaagggca
tcbcctttct
ccaggcetatg
gaagccttte
gectgeectt
agtrtgtgcee
<caaaggqtyg
tgctcttgat

cacagtagat

<210> 8
<211> 1346
<212> ADN

agceegggctyg
gaatcgggee
cgtatgagtt
cccaaggcgy
actccgatgg
aggagaagct
tcgagcaatt
atgrggggce
getttgagge
agtgggtéga
tcgtgcagge
agaatttgtt
agcttggget
agcgatcaag
cagggggacc
ggagecctca
ccoctgteke
ctaggaatgg
agggtttttg
gggcagyggga
tttaatceeca

agacacactt

<213> Mus musculus

<400> 8
aacegtecct

catggctgga
gtcagecaggg
tccaggtggg
cgcatacgag

cccecangree

aggtgagccg
cacctggett
ctggagcegyg
cctggaatceg
ttcrgocggag

ggcgtggaga

ggttgatcct
gggggttagyg
ctgtggggag
cttggagace
ggccececey
ggagcaaaac
tgccaagcte
cacecktgggg
tctgcagett
ggaagctgac
ccgaaagaga
cctgcagtge
cgagaaggat
cagcgactat
agtgtccttt
cttcactgca
cgtcaccact
gggacagggg
ggattaagtt
gtttggggca
catcatgtat

daaaaaaaaa

Cctttecace
cagacttcge
gctgggtgga
gaccaggcete
ggatggcata

cectrgcagee

ES 2561949 T3

€ggacckggc taagettcca
ccaggetetg aggtgtyggay

atggcgtact gtgggeccca

‘tetcagoctg agggeogaage

gagecctgea ccgtcaccce
ccggaggagt cccaggacat
ctgaageaga agaggatcac
gtectattrg ggaaggtact
agcttcaaga acatgtgtaa
aacaatgaaa atcttcaqga
aagcgaacca gtaécgagaa
ccgaaaccca cactgcagea
gtggtcCQag tgtggttctg "
grcacaacgag aggattttga
cctctggece caggécccca
ctgtactecoct cggtceccttt
ctgggctete coatgcatte
gaggggagga gctagggaaa
cttcattcac taaggaagga
actggttgga gggaaggtga
cactttcttc’tcaaa:aaag

a

aggccecegg cteggsgtge
cttcteaccec ccaccaggtyg
tcctegaace tggctaaget
agaggtattg gggatctccc.
ctgtggacceer caggttggac

tgagggesag gcaggageac

33

aggceccteet
gattececca
ggttggagtg
aggagteggy
tggtgeegty
caaagctctg
cctgggatat
cagccaaacyg
g<kgcggece
gacatgcaaa
ccgagtgaga
gatcagccac
taaccggege
ggctgctggg
ttttggtacc
ccctgagggg
aaactgagget
gaaaacctgg
attgggaaca
agt;caatga

aagcctggga

ccaccttcce
ggggtgatgg
tccaagggce
catgtccgee
tgggcctagt

gagtggaaag

180
240
300
360
420
ago
540
600
660
729
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1411

60
120
1g8¢
240
300

iso0
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caactcagag
gaaggtggaa
acagtttgee
ggggcreace
c¢gaggcckty
-99t9939§aa
gcaggccegg
catygtttctg
tyggctagag
atcaagtatct
gggggctgta
cccccactte
tcecgtcact
atgetgtgay
tettactgag
cggtgatgce

aagactggga

<210>9
<211> 2949
<212> ADN

ggaacctect
ccaactcecg
aagctgcetga
ctgggeogtec
cageteagee
gccgacaaca
aagagaaadgc
aagtgccega
aaggatgtgg
gagtatteee
tcctttcctc
accaqactc:
getctggger
ccaaggcaag
gagggattaa
gttgatcagg

cacacagtag

<213> Homo sapiens

<400> 9
agtttceccga

gggcggceggc
ctccecaceey
ccgegecttyg
eggcacagec
accgcﬁacag
tacttactcg
atacaaagga
tctoggccaa
ttcaggtgcec

cagccacctg

cecagagagaa
ggcaccggga
ccegtggece
cgcegecgac
cgeccaccge
tggtggggga
ccttgctgat
acttretaaa
tttggggttt
ccagetgett

gcgagteega

ctgagcoetg
aggagtecea
agcagaagqag

tctttggaaa

ttaagaacat

atgagaacct
gaactagcat
agogotcect
ttcgagtatg
aacgagaaga
tgcccccagqg
actcagecec
cteecatgca
ggaggtagac
aagcacaaca
agcctggect

atagck

cgaacgtgte
gocgecgagt
gogeccatgg
cagttcgcag
cccggccacé
cgctqcrgagqg
tgtcotatttt
aaagacgott
tgggttttgy
bgﬁgctgccg

catggctgte

ES 2561949 T3

tgccgaccge
ggacatgaaa
gatcaccttg
ggtgttcage
gtgtaageeg
tcaggagata
tgagaaccgt

acageagatc

.gttctgtaac

gtatgaggct
tceccacttt
ttercotgag
ttcaaactqga
aagagaacct

9999C99999

gtetgteact

tgecgggcgeg
gaccctocooo
cegegegege
ctcegegeca
gceccctgege
tggaagagag
tgcgtttaca
céaagitdta
cttocgtttet
aggaccttct

agcgacgigc

cccaatgecg
goceoctgcaga
égg:acaccc
cagaccacca
cggeceeege
tgcaaatcgg
gtgaggtgga
actcacatcg

cggegecaga

acagggazac

ggcaccecaq
ggcgaggect
ggcaccagee
ggagettegy
gtgggatggg

catcattttg

cggggagcay
cgcecctoctg
tccacacaac
cqggcagccag
ccacggcaéc
cycagcecyg
actttéctaa
tttaatccaa
tctocttegtt
gggcccccéc

tgctcccatc

34

tgaagttgga
aggagctaga

aggccgacgt

tctgtcgeocet

tggagaagtg
agacectgge
gtctggagac
ccaatcaget
agggcaaaag
ctetcccagy
gctatggaag
ttccetetge
crecetgggg
ggttaaacte
gaaagaagct

ttcttaaata

aggcggtgge
gécccccacc
tcaécggagt
tctcaccigg
actcéaggcg
ccaceggace
gaacttttgt
agaagaagga
gactttgggy
aétaatgagg

teectccacy

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1346

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



ttegcgtctg
cgctygcggyg
tatgacctygg
tgcggeggta
ctggacctgg
accgtgtcct
agcgcgecoct
gcgoogggcg
gctcecttea
ctecctgegge
ggcgggctga
‘ggcagecegt
gtggcgecet
tcttegtgea

cacgacttece

cacccgggge
ctccattace
aggggaagac
tgcggcaaan
gagaa;cctt
ctgaccagge
cgagecattet
gacagtggat
tcttececgat
ctgagtcate
a&gaacagatyg
attcctggac
ttatatcegt
tataagcata

tagaagaaga

geccggcyygy
agqgagetetce
cggcggegac
gcaacctgge
actetattct
cgtcagcgté
ccacctgeag
gracgggcgy
acctggcgga
cagaattgga
tgggcaagtt
cggtcatcag

acaacggeygg

cccacttggg.

ccctggggcg
gcagcaggga
¢caattacce
aagagctcat
gatcgtggee
tctacacaaa
accactgtga
actaccgtaa
ccaggtcgga
atgacccaca
g9agggaagga
ttgtgagtgg
gggtctgtga
ttacasaaty
gagttggggy
daagatcace

ggaagaaatt

aagggagaag
ccacatgaag
cgtggceaca
grocctacee
ctccaattey
agectcctct
cttcacctat
aggcetectc
catcaacgac
cecggtgtac
cgtgctgaag
cgtcagcaaa
gecgecgege
cgctggacee

geagetecce

atccttcctg
gccacecggt
ccggaaaagy
gagtteccat
€tgggacggc
acacacgggg
ccacctoges
ctgccagaag
gccca&ccag
ataatcagga
ctggatctte
ccaagggggt
agggaagace
ttgtattcee

caggtacaga

ES 2561949 T3

acactgegte
cgaétccccc
gacctggaga
cggagagaga

ctgacceate

tcgtegtege

cegateccggg
tatggcaggyg
gtgagcccct
attccgeege
gcgtcgetga
ggcagccctg
acgtgcecca
cctectcagea
agcaggacta
geccigooge
cccgatcaga
tcetgeatge
accgecaccec
ctcaaggcac
tgtggacgga
caccgeecgt
ttacacatga
agaattcagt
aaagcactac
;aaatgagga
tatcattcca
gactggaagt
agaattcect
tttaccttet

aaacatgrtet

aagcaggtge
cagtgcttec
gcggcggage
ccgaggaget

ctccggagte

cgtcgageag’

ccgggaacga
agteccgctceo
cgggcggett
agcagcogea
gegeccetgg
acggcagcca
agatcaagca
atggccaccg
ccecgaccct
ttccteocegg
tgcagccgca
cagaggagec
acacttgtga
accktgcgaac
‘aattcgeceg
tccagtgceca
agsggcattt
attttttacet
aatcatggte
aktccaaaaga
attctaaatc
tgtggatatc
tgaactgtgt
aaaagccatt

aaatagecta

35

cccgaataac
cggcegecee
cggtgcgget
caacgatctc
agtggccgec
cggcecctgee
cccgggegtyg
cccteocgacy
cgtggcegag
gecgecagge
cagcgagtac
cccggtggty
ggaggcggte
gccggetgea

gggtcttgag

agtccecgecyg
caagccaaag
ttacgegggce
ccacacaggt
ctcagatgaa
aaaatgcgac
ttaaatccca
ttteacactyg
aagttccc#a
<aaaaatcaa
cgacttgaat
agggtataaa
attgatgcaa
attatgatgt

aatgatggtyg

720
780
840
200

260

1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520



10

cttggtgagt
atactttgac
taatatacct
ttcagatgtg
tgtgtiktic
ctattetgta
catactcaag

aAaaaaaaaa

<210> 10
<211> 3057
<212> ADN

cttggetcta
aaggaanatc
ggtttacttc
caataatttg
tatatagtte
tatttgtaaa

gtgagaatta

<213> Mus musculus

<400> 10
agttccecyg

9g9cggcggcyg
gcaacccgeo
gecaceccgeg
gocgoecgoocy
gacaacggtg
atctgeeottg
tacaaaggaa
¢gggcaatet
tttggggete
attaatgagg
cttctccacyg
cccgactaac
ccgeccectac
agcttgeage
cctcctggac
caccgtgace
cagegegeec
ggctgecage

ggeccecttce

ccaagagagc
gecacccggag
cgtgaccege
ccacecgeeca
cocecaccgoeee
ggggacactyg
ctgattgtct
cttttitaaa
gggggttttg
aggtaccect
c;gccacc:g
ttegegtceg
cgttggcgtyg
gacctggegy
agtaacaacc
ctagacttta
acctcyggcot
tccacetgea
aacacaggtyg

aacctggegy

aaggtaccaa
tatatttgtc
tttageattt
tacaatggte
cttgccttaa
ctacaaagta

agttttaaat

gagegeggct
ccgccgageg

geccatggec

getegeagtt

ggaccacagce
ctgagtccaa
atttttataa

gacatcgeceg

gtttgaggte

ctetottott
gcgagtctga
gcceggeggg
aggaactcte
cgacggtgge
cggccctect
tectitccaa
cagctteate
gcetcageta
gagggctect

acatcaatga

ES 2561949 T3

acaaqgaagc
ttccgatcaa
ctatgcagac
tattc;caag
taaatatgta
aaatgaacat

aaacctataa

ccgggegege
cccctceceey
gegecgeacee
ccgegecace
ccoegegecy
gagcgtgcag
gagtttacaa
gtttatattg
ttgtttctaa
cggaétccgg
catggctgte
aagggagaag
tcacatgaag
cacagacctg
ageccggagg
ctcgctaace
ctegecttee
kccgatcegy
ctacagccga

cgtgagcece

caaagttttc
catttatgac
agtctgttat

tatgccttaa

‘atataaatte

trtegtggagt

tattttatct

gg9ggagcaga
cceeteocage
ggcacagtcc
gcggccattc
ccgacageea
cctggceate
cce:cctaa§
aatccaaaga
agttcitaat
aggaccttet
agcgacgete
acactgcgte
cgacttecee
gagagtggcy
gagaccgagyg
caccaggaat
ccgg;gagca
gecgggggtyg
gaatctgege

tegggegget

36

aaactgctge
ctaagtcagg
gcaétg:ggc
gcagaacaaa
aagcaaacgt
ttgtattttg

gaaaaaaaaa

ggcggtggcyg
cccecaceca
ccaggactcee
tcacctggcy
cagtggcege
ggacctactt
aatttttgta
agaaggatct
éttcgttgac
gggeceecae
tgectecegee
cagcaggtge
cacttccegyg
gagctggtgc
agttcaacga
cggtggecyge
gcggecctge
accegggegt
cacctcoccac

tegtggetga

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

2949

60
120
180
240
aoad
360
420
480
540
600
660
720
780
830
sco
260

1620
1080
1140

1200



gctcctgegg
tggcgggctg
cagcagccct
agtggecgcec
cccgtectge
caacggccac
taccecctaca
tcttcecccca
gatgcagtca
gccagaggag
ccacacttgt
acacctgcega
gaaattcgcec
ctttcagtgce
gaagaggcac
cagtattttt
aagcgctaca
aaggaagagt
aaaaaaacaa
tcattccaat
tggaagtttg
aggattcect
tcteegeett
aggtacagaa
gtaccaaacg
gttttgtett
gtaacatttt
acaatggtet
cttgccettaa
ctacaaagta

aaataagttt

<210>11
<211> 2393
<212> ADN

ccggagttgg
atgggcaagt
tcggtcatca
tacagcggty
acggtcagcce
cggcccaaca
ctgagtcccg
ggattccatc
caagtccect
cccaagccaa
gactatgcag
actcacacag
cgectccgatg
cagaagtgtg
ttttaaatcc
ttttctaacc
atcatggtca
tcaagagaca
gaaaaaaaaa
accaaatcca
tggatatcag
tgaattgtgt
cttaaaaaaa
catgttctaa
ggggagccaa
ccgatctaca
tatgcagaca
attcccaagt
taaatatgta
aaaaaaaatg

taaataaacc

<213> Rattus norvegicus

acccagtata
ttgtgctgaa
gtgttagcaa
gccecgeegeg
ggtccctaga
cacacgactet
aggaactgct
cccatccggg
ctctecatta
agaggggaag
gctgtggcaa
gcgagaaaéc
aactgaccag
acagggcctt
cacgtagtgg
tttcacactg
agttcecagce
aaacagaaat
tcacagaaca
acttgaacat
ggtatacact
ttcgatgatg
aaaaaagcca
cagcctaaat

agttctccaa

.ttgatgacct

gtctgttatg
atgcctttaa
atataaattt
aacattttgt

tataatattt

ES 2561949 T3

cattccgeca
ggcgtctctg
aggaagccca
catgtgeccc
ggcccatttg
ccccetgggg
gaacagcagg
gcccaactac
tcaagagctc
aaggtcgtgg
aacctatacc
ttaccactgt
gcactaccge
ttccaggtcg
atgtgaccca
tcttececacg
aagtcagctt
actaaaaaca
gatggggtct
gceccggactt
aaatcagtga
caatacacac
ttattgtgtc
gatggtgctt
ctgctgcata
iagccaggta
cactgtggtt
gcagaacaaa
aagcaaactt
ggagtttgta

tatctgaacg

cagcagcctce
accacccctg
gacggcagcec
aagattaagc
agcgctggac
cggcagctcc
gactgtcacc
cctcctttce
atgccaccgg
ccccggaaaa
aagagttctc
gactgggacg
aaacacacag
gaccaccttg
cactgccagyg
3999§&9939
gtgaatggat
aacaaacaaa
gatactggat
acaaaatgce
gcttgggggy
gtaaagatca
ggaggaagag
ggtgagtcgt
cttttgacaa
aataagcctg
tcagatgtgc
tgtgttttte
ctattttgta
ttttgcatac

acaaaaaaaa

37

agccgccagg .

gcagcgagta
acccegtggt
aagaggcggt
cccagctcag
ccaccaggac
ctggcctgee
tgccagacca
gttcctgceccet
gaacagccac
atctcaaggce
gctgtgggtg

ggcaccggee

ccttacacat

agagagagtt
cccagctgéc
aatcaggaga
aaaacaaaca
ggatctrcta
aaggggtgac
agggaagacc
ccttgtatge
gaagcgattc
ggttctaaag
ggaaaatcta
gtttatttet
aataatttgt
tatatagttce
tatttgtaaa
tcaaggtgag

aaaaaaa

?260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920

1980

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

3057



<400> 11
atettegttg

cegggcceec
tctgcteceg

tccagecagygt

ceeactteee

tggagctggt
gtrcaacgat
ggtggccgee
cggccctgcc
ccegggcgtg
accteecacyg
cgtggotgaq
gecegecaggt

tagcgagtac

agaggeecgtec
ceagetcage
caccaggact
tggcetgect
gccagaccag
atccrgecty
aacagecace
tctcaaggca
ctgtgggtgy
gecaccggoec
éttacacatg
gagagttcag
ctggraagcy

ggagaaagga

acttcggggt
acattaatga
eccttcoteca
gccccgacea
ggccgoocet
gc;gcttgca
ctectggace
accgtgacea
agcgcgecet
gctgegggoa
gecocococtica
ctcctgoggce
ggcgggetga

accagcectt

cégtectgca
aacggccaca
acccctacac
cttcceecag
atgcagtcgc
ccagaggage
cacactigtg
cacctgcgaa
aaattecgoee
tttcagegee
aagaggcact
tatttectete
ctacaatcat

agagtccaag

ctgggtacco
ggcagecace
cgttegegte
accgttggcg
acgaéctggc
gcagtaacaa
tagactttalt
cetoggegte
ccaectgcag
acacagqtag
acctggegga
cggagttgga
tgggcaagtt
cggtcatcag
afagoggtsyg
cggtcagecyg
ggcecaacac

tgagtccecga

gattccatcc

aagtccccte
ccaagccaaa
actatgcaég
ctcacacaég
gctcagatga
agaagtgcga
tttaaattce

taacctttca

ggtcaagtic

ggacaaaaga

ES 2561949 T3

ctoctocteete
tggcgagtet
cggcccggc§
agaggaacte
ggcgacgygtyg
cccggcccéa
cetttecaace
agcttcatece
cttcagchaﬁ
égggctcctc
catcaatgac
cccagtatac
tgfgctgaag

tgttagcaaa

gtccctagag
acacgactte
ggaactgety

ccatceggyg

‘cetccattat

gaggggaaga
ctgtggcaaa
cgagaaacct
actgaccagg
cagggecttt
acatcgtgga
cactgtettce
ccagcaagte

aaagaaaaga

tteggactcc
gacatggctg
ggaagggaga
tctcacatga
gccacagace
ccccggagqy
tegetatece
tegtetteee
ccgatccggg
tacagccgag
gtgagcccct
atccegecae
gegtcteotga

ggaageccag

gcccacttga
cccctgggg;
aacagcaggg
cccagctace
caagagctca
aggtcttggc
acctatacga
taccactgtg
‘cactaccgca
tecaggtcgg
catgacccac
ccacgagggg
agecctgegaa

Adaaaatact

38

ggaggacctc
tcagcgacge
agacactgeg
agcgacttcc
tggaaagtgg
agaccgagga
accaggaatc
cagectagcaq
ccgggggtga
aatctgegec
cgggcggeet
agcagectea
gcacccctyyg

acggcagcca

gegectggace
ggcagctcec
actgtcaccc
;tcctttcct
tgccaccggyg
cccggaaaag
agagttctca
actgggacdg
aaéacaccgg
accaccttge
actgccagga
aggagcccag
tggataatca

aadaaidacaaa

60
120

180

300
360
420
480
540
600
660
720

780

1020
1080
1140
1200
1260
1329
1380
1440
1500
1560
1620
168¢

1740



10

caaacaaaaa
cttctatcat
ggtgactgga
agaccagagt
tatgetctee
acagaacgtg
caaacggggy
gtctrccgart
attttetatg
tggtttattc

ccttaataaa

<210> 12
<211> 4018
<212> ADN

aaaaaaacaa
tceaatacca
agtttgtgga
tecettgaat
geottetaaa
ttctaatage
agccaaagtt
ctacatttat
cagacagtct
ccaagtatge

tatgtaatat

<213> Homo sapiens

<400> 12
caggcagege

gcegegeget
gcﬁgccgctg
10999930C¢9
cgcacggccy
ggcccgageyg
cgcgetgetg
ctacctgeee
gegecgegry
ggtggctoee
cactcaégcc
ggcctggaac
gaggaggcgc
¢gctgecect
gacgegtgga
agccacctet

ccagcaccac

tgcgtoctge
ccccgetgeco
gecacgeteg
geggettteo
cceeccgeeg
ctgcagaggc
gacggggccc
aacacggtga
ggcgacgacyg
agctgcgoet
cggcccecge
catagcgtcea
gygggcagtyg
gagccggage
ccgagtgace
ttggagggty

gcgggecocec

aagaaaaaaa
aatccgactt
tatcagggta
tgtgecttcaa
aagccattat
ctaaacgatg
ctecaactge
gacctaagte
gttatgcact
ctttaagcag

aaatttaaaa

tgcgeacgtg
gagecgtgeg
tgeggrgect

gcgcgctggt

ccccctoekt

tgtgcecgageg
gcgggggcec
ccgacgcact
:gcﬁgg:tca
accaggtgtg
cacaégetag
gggaggccgy
ccagecgaaq
ggacgcocgt
gtggtttctg
cgotctotgy

catecacate

ES 2561949 T3

tcacagaaca
gaacaagact
tacattaaat
tgatgcaata
gacgtcagaqg
gtgcttggﬁg
tgcatactet
aggtaaataa
gtggtttcag
aacaaatgtg

adaaaaaaaa

ggaagccckg
ctccctgeoctyg
ggggccccag
ggcccagtgce
cegecaggeyg
cggcgogaag

ceccgaggoe

gatggggkct

ggacttacaa

cagtgacctg

‘tacatggaaa

gaagaggaag
agtcgtggte
gacaaggaaa
gcctggroca
atgtgcaata
tttttctata

daaaaaaaaa

gecccggeca
cgeagccact
ggctggcggc
ctggtgtgceyg
tqctgcctga
aacgtgctgg

ttcaccacca

gcgggggagce
cctgetggea
cgggecgeeyg
tggaccocga
gatecececkg
tctgoceogttg
tgggcagggg
tgtggtgtca
cacgecgocac

gcggccacea

g9999<9t999
cgetgogoge
ctgtaccage
aggcgtetgg
ggcctgceag
cccaagaggc
tectgggerc
cctgecagac
tcccaéccat

cgtceotggg

39

gagactggat
aatgccaagg
gggggaggga
gaccaccttg
caattcaggt
ctaaﬁggtac
atctattttt
tttctgtaac
atttgtacaa
tagktccttyg

aaa

cecccgogat
accgcgaggt
tggtgcagcg
tgcectggga
aggagctggt
cctbteoggett
gegtgegeag
ggctgocrygct
tctttgtget
tcggegetge
gatgcgaacyg
cccogggtgce
ccaggcgtgyg
acccgggcag
ccgccgaaga
ccgtgggecy

acacgecttg

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

‘2280

2240

2393

&0

180

240

300

360

420

480

540

600

560

720

T80

840

900

960

1020



tcececggtg
gcggecctce
ggagaccatce
cctgoeccag
gcagtgceee
agcageegyt
ggacacagac
gtacggctto
gcacaacgaa
caagctetcg
caggégc:ca
ggccaagtte
ttatgtcacg
gagcaagttyg
gteggaagea

ccgottcate

agccagaacg
geteagegtg
gggcctggac
ccegcegect
ccaggacagg
gcgreggtat
ccacgtctel
ggagaccage
cagcagtggc
gggcaathc
ctgcageetg
goegetectg
aaccttecte
gaagacégtg

gatgceggee

tacgccgaga
ttcctactca
tttctgggtt
cgccactgéc
tacggggtgc
gtectgtgece
ccoeghegee
gtgcgggcct
cgecgertee
ctgcaggagc
ggggttggct
ctgcactgge
gagaccacgt
caaagcattg
gaggtcaggc
cccaagecty
ttcocgecagag
cteaactacy
gatatccaca
gagctgtact
cncacggagé
gecgtggtec
accttgacag
cecgetgaggy
cteteegacy
tacgtccagt
tgctacggeyg
cgtttggtag
aggaccctgg
gtgaacktee

cacggecctat

ccaagcactt
gctctetgag
ccaggcectg
aaatgeggee
tccccaagac
gggagaaged
tggtgcaget
gcctgegecg
tcaggaacac
tgacgtggaa
gtgtteegge
tgatgagtgt
ttcaaaagaa
gaatcagaca

agcatcggga

Qaaagagggc
agcgggcgcq
gggCCtgécg
ttgtcaaggt
tcatcgceag
agaaggecge

acctccagee

.atgcegtegt

tctecctacg
gccaggggat
acatggagaa
atgatttete
tccgaggtye
ctgtagaaga

tcecctggtyg

ES 2561949 T3

cctectactec
geocageceg
gatgccaggg
cctgtttctg
geactgceeyg
ccagéggtct
getocyccag
gétggtgqcc
caagaagtte
gatgagcgeg
cgcagagecac
gtacgtegte
caggetctet

gcacttgaag

agccaggece

gccgategrg
¢gagegtcecte
gcqgeoecegge
caccttegtg
ggatgtgacg
cateatcaas
ccatgggcac
gtacatgcga
catcgagcag
cttcatgtge
ccocgocaggge
caagcrgttt
gttggtgaca
ccctgagtat
cgaggeectg

cggcctgetg

téaggcgaca
actggegctc
acktccecgea
gagctgettg
ctgcgagetg
gtggcggece
cacagcagee
ccaggectcet
atctccetgyg
cgggactgcg
cgtctgégtg
gagctgctca
ttcrtaccgga
agggtgcage
gecetgctga
aacatggact
acctcgaggy
ctcctéggcg
ctgocgtgtgc
ggcgegracy
cccoagdaca
gtcegecaagg
cagttcgtgyg
agctecteooe
caccacgecg
tccatectet
gcggggatte
cetcacctea
ggctgcgtgy
ggtggcacqy

ctggataccce

40

aggagcagct
ggaggctcgt
ggttgcccc§
ggaaccacgc
cggtcacece
ccgaggagga
cctggcaggt
ggggctccag
ggaagcatge
cttggctgcyg
aggagatcect
ggtcttectt
agagtgtety
tgcgggaget
cgtccagact
acgtegtagy
tgaaggcact
ccrtetgtgee
gggcccagga
acaccatcce
cgtactgegt
ccttcaaga§
ctcacctgca
tgaatgagge

tgcgoaccag

ccacgctgcet

ggcgggacgg
eccacgegaa

tgaactrgeg

cttttgttea .

ggaccctgga

1080
1140

1200

1260

1320
1380
1440
1500

1560

1620

1680

1740

2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
20820

2880



10

ggtgcagagc
ccgegygette
gtgtcacage
ctacaagatc
tcatcagcaa
ccrctgetac
cgccggecct
getgacteoga
gcagctgagt
ggcactgccc
cgagagcaga
geccacacee
ctgcatgtce
gctgagtgte
ccagggqccag
ceecccagatt
tccaggtgga
gtgccergka
g3g3aggtgc

<210> 13
<211> 4237
<212> ADN

gactactcca
aaggctggga
ctgttterag
ctecctgetge
gtttggaaga
tccatcctga
ctgceccteey
caccgtgtca
cggaageted
tcagacttea
caccagcagc
aggcccgeac
ggctgaaggc
cagcacacct
cttttée:ca
cgecattget
gaccctgaga
cacaggcyag

tgtgggagta

<213> Mus musculus

<400> 13
ggttccocgea

cocegeggtyg
tgtgcggcge
cogeactteg
cgacctttee
actctgogag
cagaggcggg
taétgagacc

cecLgetggte

cgtgggaggce
cgctetetge
ctggggcecg
gttgcceaat
ttccaccagy
cgcaacgaga
cctgccatgg
ctgegtgtca

tacctgcotag

gctatgceceyg
ggaacakgeg
atttgcaggt
aggcgtacag
accccacatt
aagccaagaa
aggccgtgca
cct;cgtgcc
c€ggggacqac
agaccatcct
cctgtcacge
cgectgggagyt
tgagtgtceg
gcogtottoa
ccaggagcece
cacccctege
aggaccetgg
gaccectgeac

aaatactgaa

ccatccegge
tgcgeagecy
agggeaggeg
gectagtgtg
tgtecatceet
gaaacgtget
ccttcactag
grtggtgcatg

cacactgtgc

ES 2561949 T3

gacctccatc
tcgcaaacte
gaacagecte
gtttcacgea
tttcctgege
cgcagggaty
gtggctgtge
actcctgggg
gctgactgee
ggactgatgg
cgggctctac
ctgaggcectyg
gctgaggect
cttocccecaca
ggottecact
¢cetgeectec
gagctctggg
ctggatgggyg

catatgagtt

cttgagcaca
ataccgggag
gettgtgecaa
catgcactgg
gaaagagctg
ggectttgge
tagcgtgcgt
gatgctactg

tetctatett

agagccagtce
tttggggtct
cag;cggtgt
tgtgtgctgc
gtcatctectg
tcgetggggy
caccaagcat
tcactcagga
ctggaggccy
ccacccgooe
gtceccaggga
agrgagtgtt
gagegagtgt
ggctggogot
ccoceacatag
tttgecttoe
aatttggagt
gktccetgtag

tttcagtktt

atgaccegey
gtgtggcege
cccggggace
ggctecacagce
gtggccaggg
gttgagctgc
agctacttgc
ttgagcegag

ctggtgeccee

41

tcaccttcaa
tgcggetgaa
gcaccaacat
ageteecatt
acacggccete
ccaagggcyc
tcctgoteaa
cagcccagac
cagccaacce
acagccagygc
gg9g9aggggcy
tggccgéggc
ccagccaagg
cggctecace
gaatagtceca
accecccacca
gaccaaaggt
gtcaaattgg

gaaaaaaa

ctcetegtty
tggcaacctt
cgaaéatcta
ctccaccege
ttgtgcagag
ttaacgaggc
ccaacactgt
tgggcgacga

ccagctgtgc

2940
3000
3060
3120
Jieo
3240
3300
3360
3420
3480
as40
3500
3560
ar2o
3780
3840
3300
1960

4018

60
120
180
240
300
360
420
480

540



ctaccaggtg
tgtgtccget
cttacaacag
tcgaggtaca
cagatgctat
atcaggcaaa
agatt:gtci
acacaagcce
gccatttatct
ccectecatte
gatcatcttt
atcgcﬁtcga
gtgccaatat
gacagatgec
tecetggeag
ctggggtace
ggggaaatac
ccactggctc
ggagaggatc
taégtcattc
.taagagtgtg
gctacgggag
catctgcaga
ttatagcatg
tctcaagact
gtcttctgta
gcgtgctétg
tgatgeccatc
gagcacgtac
caagtecettt
ccttaagcat

gageatctet

tgtgggtcte
agttacagge
atcaagagca
aagaggcatc
cctgtecega
tcatgggtge
tctaaaggaa
agetecacat
gagaccagac
ctactcagca
étgggctcaa
tactggcaga
gteagactec
ttgaacacca
gtatatggtt
aggecacaatg
ggcaagctat
cgcageagce
ctggctacgt
ttttacatca
tggagcaage
ctgtcacaag
ctgegottca
ggtaccagag
ctcttcagca
ctgggtatga
gaecagacac
ccccagggta
tgtatecgce
aggagacagg
ctgcaggatt

atgaatgaga

ccetgtacca
ccaceccgace
gtagtegeea
tgagcctcac
gagtggagga
caagtectge
aggtgtcrga
ctetgetgee
attteccttta
acctccagec
égcctaggac

tgcggecect

tcaggtcaca

geccacegea
:tctccgggé
agegecgett
cactgecagga
cggggaagga
toctgttctyg

cagagagcac

tgcagagcat

aggaggtcag
tccccaageco
ctttgggecag
tgctcaacta
atgacatcta
ccaggatgta
agcrggtgga
agtatgcagt
tcaccacect
cagatgeccag

geageageag

ES 2561949 T3

aatttgtgec
<gtgggcagg
ggaagcaccyg
cagtacaagt
gggaccecac
tcggtcecece
cctgagtete
accacccege
ctccagggéa
taacttgact
atcaggacca
gttccaacag
ttgcaggttt
cctcatggat
ctgtceetge
ctttaagaac
actgﬁtgtgg

ccgtgtooec

gctgatggac

atﬁcc;gaag
tggagtcagg
gcatcaccag
caacggectyg
a&ggaagcag
tgagcggaca
caggacctyyg
ctttgttaayg
gatrgtrgec
ggtceggaga
ctctgaccte
tgcactgagg

cergtttgac

accacggata
aatttcacta
aaaccectgy
qtgecttcag
aggcaggegce
gaggtgecta
tctgggtcgy
caaaatgect
gatggccaayg
ggggccagga
ctctgeagga
ctgctggtga
cgaacagcaa
ttgctoccgec
aaggtggtge
ctaaagaagt
aagatgaaag
gctgoagage
acatacgtgg
aacaggctct
caacaccetg
ga&acctggc
cggcceattg
gcccageoatt
aaacatccte
cgggcctttg
gcagatgtga
aatatgatca
gatagccaag
cagccataca
aactecgtty

ttcttcetge

42

tctggoeete
accttaggtt
ccrtgocace
ctaagaaggc
taccaacgece
ctgcagagaa
tgtgctgtaa
ttcagctcag
agcegtctaaa
gactggtgga
cacaccgteot
acéatgcaga
accaacaggt
tgcacagcag
ctgctagtete
tcatctegtt
tagaggattg
accgtctgag
tacagctgct
tctteotaccyg
agagagtgcg
tagccatgce
tgaacatagag
tcacccageg
accttatggg
tgctgegtgt
ccggggeoeta
ggcactecgga
gccaagtcca
tgggccagtt
tcaecgageca

acttecetgeg

600
6§60
720
780
840
200
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



tcacagtgte
etccagecta
tgeegaggty
gccteacttyg
tgggtgcacg
gggtggtgca
getggacact
taagacgage
cchgteggte
ccagacagre
atgtgtgatt
catcatctece
gacactaaag
ctEcctgete
gacagcceaa
tgcagctgac
tccgoctagat
actggtcagt
atcgtceccag
ggcagatcct
ccagkgcaca
ttcacaccta
catcgageca
gctacttcte
tactggagca
gagagagaga
gtcagtcagt
gctagggatg.
catagtgggt
gaacktygaaa
<210> 14

<211> 3378
<212> ADN

gtaaaga&tg
tccaccctgce
cagcgggaty
gaccaagcaa
ataaacttgc
getecatacce
cagactttgg
cteacettec
ttgeggttyga
tgcatcaata
cagecttcect
agccaageat
gcctoctgget
aagctggcég
aaactgetgt
ccagccctaa
gaacatggge
tgtgaggeta
tgocecttgttt
atccctttta
tgggcactgy
accatggage
gtgnéctaaa
tactgectgeyg
gcagctgaga
gagagagaga
ctaacaaata
ttccatgcet
acctactgag

dacatacaaa

<213> Rattus norvegicus

gtgacaggtyg
tctgcagtcet
ggttgettee
aaaccttect
aga&gacagt
agctgcetge
aggtgttctg
agagtgteet
agtgtcacqgyg
tatacaagat
ttgaccageg
cctgecgeta
¢cctttecter
ctcattcrgt
gccggaaget
gcacagactt
atcgtagect
ggeecateete
cctgtaacag
gtggcaggga
gacagtggac
ctgteccage
ttacageetg
tagtaaaaca
gtttacatct
gagagagaga
actaagaaag
tetetgaage
atcactataa

taaagagtaa

ES 2561949 T3

ctatacgcag
gtgtétcgga
acgtettgee
cagcaccctg
ggtgaactee
tcactgcctg
tgactactca
caaagetggy
tetatttcta
cttectgett
tgttaggaag
tgctatcetyg
tgaagccgea
catctacaaa
cccagaggeg
tcagaccatt
cagcactcet
caaaectctyg
gcttgattte
cceactagca
aggtgtgaga
scatcagagt
aatatactet
ccaagecaac
tgatccataa
gagagagaga
gtgaagggtg
caagatteet
agataaaata

atcatgg

tgccagggca
gacatggaga
gatgactttc
gtccatggeyg
cctgtggage
tttecctggt
ggttatgece
aagaccatgc
gacttgcagg
caggcctaca
aacctcacat
aaggtcaaga
cattggectrct
tgrcteergy
acaatgacca
ttggactaac
ggatccacgt
tgteatgggt
tttcckgatg
ccagcacatyg
ttcctgggee
gcctecggaga
gaatrteatgt
ttataaaagc
gcacaaaagc
gagagagaga
atgaagtcca
tggcagecget

gggggaagceg

43

tcceccaggg
acaagcetget
tgttggtgac
ttceotgagta
ctggtaccet
gtggcttget
agacctcaat
ggaacaagct
tg#acagcct

ggttccatge

tctttetggy

atecaggaat
gctaccagge
gacetectgag
tccttaaage
cgtgtctcct
cacaagaggg
ggtatgggag
ccctcaggga
aggagtgcac
ctggagtctt
tgaaaaagga
gactgcctta
aggatctttcoce
acaagacaga
gagagagtca
cagggatcac
tgacagtaac

tatttgtact

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
igo0
3050
Jlz20
1180
3240
3300
3iso
3420
3480
1540
3600
1660
1720
1780
3840
isoo
%60
4020
4080
4140
4200

4237



<400> 14
atgecccegeg

gtytggcegc
cceggggace
qgctcacage
gtgtccaggg
tttgecactge
agctacttge
ttgagcegag
ctggtgcecee
accacggata
aatttcacta
aaaccecagg
gtgectteag
aggcaggtgg
aaggtgecte
tctgggtegg
caagatgctg
ggtggccaag
ggggccagga
ttctgecagga
ctgcteatga
cgaacagcaa
ttgctecgge
gagctggtge
gtgaagaagt
agggtgaaag
gocegeagage
acatatgtgg

aaccgeoctet

ctecctegttg
tggcgaccet
cgaaggtctt
cgccacckge
ttgtgcagaa
ttaacggggce
ccaactcggt
tgggegacga
ccagctgtge
cctggtecte
accttgggtec
ccttgecate
ciaagaaggc
taccaaccce
ctgcagegaa

tgtgctgtaa

aaaagctcag gccattcact

aggagctaaa
gactggtgga
cecegeegset
accacgcaaa
accagegggt
tacacagcag
ctgceggtet
tcatctegte
tggaggactg
accgtcotgag
tacagctgct

tcttctaceg

ccecgeeogtg
tgtgeggege
cecgoacgttg
tg#cctttcc
actttgcgag
cagaggtggg
tactgagtce
cctygetyggee
ctaccaggtg
tgtgceeget
cgcacaccag
acgaggtacg
caggtkttgaa
ateaggcaaa
aaatttgtct

acacaagcce

tcccﬁcattc
gatcatcttt
gecccogtega
gtgccaatat
gcéggatgcc
cocctggeag
ctggggeace
ggggaagtac
ccactggete
ggagaggatc
gaggtcattc

taagagtgeg

ES 2561949 T3

cgctetetae
ctggggcetyg
gttgcccagt
ttccaécagg
cgcggtgaga
cctectatgg
ctgtgtgteca
tacectgetgt
tgcgggtcac
ggtéacaggc
atcaaaaaca
aagaggctec
cctgcectga
agatgggcgc
ttgaaaggaa
agetecctege
gagaccagac
ctactcaaca
ctgggetcaa
tactggcaga
gtcagattee
atggacacca
gtatacggct
aggcacaatg
gccaagctat
cgcageagee
;ttgccatgt
ttctacatca

tggagcaage

tgcgcageceyg
agggcagtcg
gectagegtg
tgtcateccct
ggaatgtget
cettcacgac
gtggtgcatyqg
cgcactgtyge
ccctgbacca
ccactegace
gtggtcacca
tgagtctcac
gagtggataa

caagtcetge

coctgergte
atttccteta
geckecegee
ggcctaggac
tgcgaccoct
tecggtegea
géccatc:ca
ttetteggge
agcgecgett
cectgcagga
639393;595
tectgreetg
caga;accac

tgcagagcat

44

atatqgggag
gctrgrgcaa
cgtgcecetgg
gaaagagceg
ggctttiggce
cagegtgeat
gatgctactg
gctetacctyg
aatttgtgcce
cgtgggcggyg

ggaagcacca

cagtacaaac’

gggaccccac
tgcgteccec
ceogagictes
atcaccoacce
¢teccagggga
tagcttgaco
atcaggacca
attccagcag
ctgcagattt
cctcacgagt
cEgectcege

cttaaagaac

actgatgtgg

‘cactgtecct

gctaatggac
gttccagaag

tggaatecagg

560

120

180

240

3o

3&p

420

480

540

600

660

720

780

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740



caacagcttg
gacacttggce
cggcccattg
acccagtgtt
aaacatccta
cggaccttcg
gcagatgtga
aatataatca
gatagccaag
cagccataca
aactctgteg
ttcttcctge
tgccagggca
gacatggaga
gatgacttte
gtccatggeg
cctgtggaga
tttcectggt
ggttacggac
aagaccatgc
gacttgcagg
caggcctaca
aaccatgcat -
aaggtcaaga
‘gaggccacac
acctacaagt
ccagaggcaa

cagaccattt

<210> 15
<211> 1903
<212> ADN
<213> Homo

agagagttca
tggccatgcee
tgaacatgag
tcactcagag
accttatggg
tgctgcgtgt
caggggccta
ggcgctcaga

gccaagtcca

tgggccagtt,

tcatcgagca
gctttgtceg
tcccccaggg
acaagctgtt
tgttggtgac
tgcecgagta
cecggegeect
gtggcttact
ggacctcaat
ggtacaagct
tgaacagect
ggttccatge
tcittctggq
atccaggagt
gttggctctg
gtctcetggg
caatgaccct

tggactaa

sapiens

gctacgggaa
tatctgcaga
;tatggcatg
tctcaagact
tgcttcagta
gcgtgetctg
tgatgccatc
gagcatgtac
caagtccttc
caccaagcat
gagcatctce
tcacagtgtc
ctccagcctg
tgccgaggtg
acctcacctg
tggctgcatg
gggaggtgca
gctggacact
taagatgagc
cttgtcagtc
gcagacagtc
atgtgtgatt
catcatctce
gtcactaagg
ctaccaagcce

acctcttagg

ccttaagact-
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ctgtcacaag
ttgcgcttca
gacaccagag
ttgttcageg
ctgggtacga
gaccagacac
ccccaggaca
tgcaiccgcc
aggagacagg
ctgcaggact
atgaatgaga
gtgaagatcg
tccaccctge
cagcaggacg
gcccatgcaa
ataaacttgc
gcecegceace
cggactttgg
ctcaccttce
ttgcggttga
tgcatcaata
cggettecet
aacctagcat
gccaagggtg
ttcctgctcea
acQgcccaaa

gcagetgace

aggaggtcaa
tccccaaget
cttttggcaa
tgctcaacta
gtgacagcta
écaggatgta
agctcgtgga
agtatgcagt
tctccaccct
cagatgccag
ctggcagtag
atégcaggtt
tétgcagccc
gcttgettet
aagcctttct
agaagacagt
agctgectge
aagtattctg
agggtgtctc
agtgtcatgg
tatacaagat
ttggccagca
cctgctgeta
cccectggetce
agctggctge
aacagctgtg

cagccctaag

45

gcatcaccag
caatggtctc
aaagaagcag
cgagcggacc
caggatctgg
ctttgttaag
aattgtcgcce
gqttcﬁgaaa
ctctgacctce
tgcactgagg
cctgctccac

ctatgtgcaa

gtgtttcgga

acgttttgtc
cagcaccctg
ggtgaactte
tcactgcctg

tgactactca

cagggccggy’

tctgtetcta
cttcctgcett
tgttaggaag
cgccatcctg
ctttccgece
tcattctgtc
ccggaagete

cacagattct

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
5300
3360

3378



<400> 15
cggegtecee

ggccggcagg
agtggtggga.
gtagccactg
cagccatgec
aggcgctgca
acgtgtcgcyg
gtctctgcag
tcttceecget
ccgcecegeeg
agcagcagea
ctgeccagac
cccttcagge
cteccactgg
cagagggcgce
aggctgccga
atactggcté
gcaagctgaa
aaggcagcat
aggatcggcet
cggcagcetg
tcctctatac
gctggtgacc
tgccctggtg
gattctggtt
aggtgggatg
cagacaactc
catgetttte
ctgcctecta
gatggagatc
aattctattt

aaattaaaca

<210> 16
<211> 1832
<212> ADN

ggggeccact
aagcgtattc
taccacccaa
ggccgtcgaa
tggctttacg
ctht;cacg
tgcecggegtce
cgttcacttc
gcgeggcgte
caggcagcag
acagcagcag
tgcccagetg
cactgtagac
agaagacgtg
agccgctgeg
gtgccctatg
cgaccattcg
tgagcagcgg
tcgccacctg
gcttgccatg
ctggactccc
tcctgggcac
tggcatcctc
acaccagcaa
aagcagaggce
tccagggact
taatgtgtgt
cttcccaggt
ggacttattt
cagcttgcca
tctgtacaat

aaaagtaagg

<213> Mus musculus

cccgagcgca
tgggcacggg
ggcctcgege
gagcgcagga
tgctgcgtge
tttccaaagg
agtgggtgct
cagggcggee
aatgagcgca
cagcaacagc

cagcagcage

cagccgaace

agcagtcaég
aagcccatcg
gccgcegegt

ggcceccagt

tactccttgt

gacatcctgg
cgtctcactg
gctgtcatce
agaccccatc
tggttgacag
aattgtttcc
ttatgacttt
ttcagaacca
atagg:ttég
agtgataaga
gcagcctgtg
tcccaggagg
gggacttagg
tagtcagact

tttttaaaaa
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ggcgggcage
gcgecgggeg
ggcgcegecce
ggccggtggg
caggctgcta
acgctgagtt
tctccacctt
gcaagaccta
aagtagcgcg
agcagcagca

agcagcagca

_tggtatctgce

ctccgggatce
atctcacagt
cggagttaca
tggtggtggt
cgtcaggcac
ctctgatgga
aggccaagcet
gcaagaagca
cagccagggg
tactgaggct
tcctgaagtg
gtctaccctt
ctgaacttga
gaaaaccata

gattcaagta

attctgatgg

ccatttacaa

tttatcctgt.

aaagttttca

aaaaaaaaaa

caggcgageg
ggccggctge
gtcgaggggc
€cgggccggy
caacaactcg
gcggegecte
ccagcccace
cacggtacgc
cagacccgct
gcaacagcag
gtecctcacee
ttccgeggee

cgtacagccg

gcaagtggag

ggctgctace
aggggaagag
cacggaggag
agtgaagatg

gcgcgaagaa

.cggaatgtga

accgcaggcc
taaggcagct
gaagctgggg
ccteccccagt
aacttaccct
ccttaaggtt
acatcagttc
ggactggtaa
ggggatctgg
tttgtttget
ctgtgttfgt

46

gcgeggegeg
gécgagcggc
g9g9gcggcggc
ccgegeggcyg
c?ccgggaca
tggctcaaga
acaggccacc
gtccccacc;
ggggccgcgy
caacagcagc
tctgccteca
gtgcttetca
gcgcccatca
tttgcagccg
gcagggctgg
ggcttecctg
gagctcctge
aaagagatga
ctgcgtgaga
actggtgeccc
attgttgaac
ggactctcte
ccttagactc
tattgttgca
ctagggatgce
ggtecagcagt
tecteocttte
atctgtgect
atgacctget
actggttaca

ttggcaaaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
‘780
840
9200
960
1020
1080

1140

1200

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1903



10

15

<400> 16
gaagcgcagg

gggcacgagg
agcctcgege
agctcgagag
gttccgggcet
aaggacgctg
tgcttctcea
ggccgcaaga
cgcaaagtag
caacaacaac
tcctccactg
cttcttacge
tccacgactce
gcagctgcetg
gggctggagg
tteccctgaca
ctectgegea
gagatgaagg
cgagagaagg
gttcceccceca
atgttgtact
ttggtcagtt
tggtgacicc
ttatacacag
actcttaagg
cggctttgct
cccggttcag

taggacctct

atccagcteca
ttttcrgtac

aaggttetta

<210> 17
<211>55
<212> ADN

cggacggccg
cctcggceccg
ggcgccgece
gceggtggge
gctacaacaa
agttgcggeg
ccttccaace
cctacacggt
ctcggagace
agcagcagca
cccagaccac
ttcaggccge
cctcgggaga
aaggggcage
ccgetgagtg
ctggctctga
agctgaacga
gtagcatcceg
atcgtctget
gaaacctgca
ccccagtatt
ggcaccttet
agcagtéatg
gcttcagaac
gactgtgggt
gtgtgtagtg
gtgcagtctg
ctacccagaa
ccagggactt
aattagactg

aaaaaaaaaa

<213> Escherichia coli

<400> 17

ggtgggtage
ggacgactgc
gtcgaggagce
cgggcegege
ttcacaccgg
cctctggctc
caccaccggc
gcgcgttcec
tgcgggaget
gcaacagcag
ccagttgcag
cgtagacagc
tgatgtgaag
cgccgetgec
cactctggge
ccactegtac
gcagcgggac
ccatctgegt
tgccatggct
gaattcgtga
cctgttgaca
eccgtécccc
actttgtcte
cactgaactt
ttgaggaaac
ataagagatc
tgattctgat

ggtcatttat
aggtttatet
aagttttcac

aaaaaggcca
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agcggcgegg
gcecgggeggce
tgagacaggg

gtcgcagcca

‘gacaaggcgce

aagaacgtgt
cacecgtcetcet
accattttcc
gcggcagecce
cagctgcaac
ccgaacctgg
aaccaggctce
cccatcgacc
gccgectecag
cctcagetgg
tccttgtcct
atcttggccce
ctcaccgagg
gtcatccgta
ctcctthag
gtgccgaggt
cgtgaagtaa
tcactecccca
ggaacttacce
cacttcttca
tcagtaacat
ggggactagc
gagagggctce
cgttatgter
tgtttggcaa

<a

gcggtccgcea
aatagtgaga
gccagaccecg
tgcetggett
tgcacttcta
cccgtgetgg
gcagcgtcca
cgctgegtgg
gccgtaggca
agcagcagcc
tgtctgecte
cgggatccgt
tcacagtéca
agctagaggce
tggtggtagg
cgggtaccac
tgatggaagt
ccaagcteccg
agaagcacgg
cccaaggaat
ttaggacagc
gagttgggga
gtttatgttg
ctggaggggyg
ggttggccag
cgtttctect
tgatctgtgce
tgggtgactt
getactggtt

aacaaattaa

tctagagcgg ccgeeeggeg ggtcgecacc atgagtgtgg atccagcttg teeee

<210> 18
<211> 36
<212> ADN

<213> Escherichia coli

47

accatattct
ggcctcetgag
gccgtcgaag
tacgtgctge
cacgtttccce
cgtcagtggg
ctttcagggc
cgtcaatgag
gcagcagcag
gtctcegtee
tgcagctgtg
ggttccegtg
agtcgagttt
tgctacggct
ggaagagggc
ggaggaggag
gaagatgaag
tgaagaactt
catgtgaatg
cctcaggeaa
gggactccag
cttcagaatc
cagattctgg
tgcagatgga
caatcagaga
ttccatgcta
ctctgtctct
gctgatggag
acaaattcta

acaaaaaagt

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

1832
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<400> 18
catgcaacct gaagacgtgt gaagactagt atcgat

<210> 19

<211>51

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 19
tctagagcgg ccgeceggeg ggtcgecacc atggcetgtca gegacgegct g

<210> 20

<211> 46

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 20
ccacctcgec ttacacatga agaggcattt ttaaaagctt atcgat

<210> 21

<211>50

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 21
tctagaggat cccecggeggg tcgecaccat ggeggecgeg ggaattcgat

<210> 22

<211> 39

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 22
ggcacactgc ccctctcaca catgtgaaag cttatcgat

<210> 23

<211>51

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 23
tctagagcgg ccgeeceggeg ggtcgecacc atggegggac acctggcette g

<210> 24

<211> 37

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 24
gggctctcee atgcattcaa actgaggatc catcgat

<210> 25

<211>50

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 25
tctagagcgg ccgeeeggeg ggtcgecacc atgecgegeg cteeeecgcetg

<210> 26

<211> 41

<212> ADN

<213> Escherichia coli

48

36

51

46

50

39

51

37

50
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<400> 26
caaaatccca agcgtggegce tgcecttaaa agcttatcga t

<210> 27

<211> 43

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 27
tctagagcgg ccgeceggeg ggtcgecacc atggtgagea agg

<210> 28

<211> 38

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 28
ctcggcatgg acgagctgta caataaaagc ttatcgat

49

41

43

38
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para preparar in vitro células de mamifero reprogramadas sin el uso de un virus, que comprende
a) proporcionar unas células de mamifero aisladas que van a ser reprogramadas,

b) transfectar una o mas moléculas de ARNm reprogramadoras en las células proporcionadas en la etapa a), en
el que las moléculas de ARNm reprogramadoras codifican por lo menos una proteina reprogramadora
seleccionada de entre el grupo constituido por Ronin, Oct4, KlIf4, Sox2, Nanog y TERT,

c) cultivar las células obtenidas en la etapa b) en un medio de cultivo celular y en una condiciéon adecuada para
permitir la traduccidn de las moléculas de ARNm reprogramadoras transfectadas, conteniendo el medio de
cultivo celular por lo menos un inhibidor transitorio de la proteolisis, para obtener las células reprogramadas,
siendo dichas células reprogramadas unas células de mamifero que presentan un caracter de célula madre
pluripotente o multipotente.

2. Procedimiento segin la reivindicacion 1, en el que la condicion adecuada para permitir la traducciéon es un
contenido de oxigeno en el medio de cultivo celular comprendido entre 0,5% y 21%.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 o 2, en el que la condicién adecuada para permitir la traduccién es una
temperatura comprendida entre 30°C y 38°C.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el medio de cultivo celular tiene un
contenido de glucosa comprendido entre 0,1 g/l y 4,6 g/l.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el medio de cultivo celular contiene
por lo menos una sustancia inductora seleccionada de entre el grupo constituido por reversina, resveratrol, selenio,
compuestos que contienen selenio, EGCG (epigalocatequina-3-galato), acido valproico, sales de acido valproico y
valproato de sodio.

6. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el inhibidor transitorio de la
proteolisis se selecciona de entre el grupo constituido por inhibidor de proteasa, inhibidor de proteosoma e inhibidor
de lisosoma.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que dicho inhibidor de proteosomas se selecciona de entre el
grupo constituido por MG132, TMC-95A, TS-341, y MG262.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que dicho inhibidor de proteasa se selecciona de entre el grupo
constituido por aprotinina, G-64 y hemisulfato de leupeptina.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que dicho inhibidor de lisosoma es cloruro de amonio.

10. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las células que van a ser
reprogramadas son células humanas.

11. Procedimiento para inducir la desdiferenciacion de células de mamifero, en el que se lleva a cabo un
procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

12. Procedimiento para mejorar la expansion in vitro de células madre de mamifero, en el que se lleva a cabo un
procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que comprende

a) proporcionar células de mamifero aisladas que van a ser reprogramadas,

b) transfectar una o mas moléculas de ARNm reprogramadoras en las células proporcionadas en la etapa a),
codificando las moléculas de ARNm reprogramadoras por lo menos una proteina reprogramadora
seleccionada de entre el grupo constituido por Ronin, Oct4, KIf4, Sox2, Nanog y TERT,

c) cultivar las células obtenidas en la etapa b) en un medio de cultivo celular y en una condiciéon adecuada para
permitir la traduccion de las moléculas de ARNm reprogramadoras transfectadas, conteniendo el medio de
cultivo celular por lo menos un inhibidor transitorio de la proteolisis, para obtener células reprogramadas,
siendo dichas células reprogramadas unas células de mamifero que presentan un caracter de célula madre
pluripotente o multipotente,

en el que dicho cultivo en la etapa c) se caracteriza por que prolonga la expansion de las células madre

pluripotentes o multipotentes obtenidas, siendo dichas células madre que van a ser expandidas mantenidas en
un estado desdiferenciado.

50
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13. Procedimiento para el rejuvenecimiento de células de mamifero envejecidas, en el que se lleva a cabo un
procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

51
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