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DESCRIPCION
Transformacion de células somaticas en células madre neuronales reprogramadas inducidas (IRNSCS)

La presente solicitud se refiere a un método para transformar células somaticas en Células Madre Neuronales
(NSC, acronimo de Neural Stem Cells). Ademas, la presente solicitud se refiere a un método para transformar
fibroblastos humanos, queratinocitos o adipocitos en células madre neuronales basandose en etapas
relacionadas de transduccion de genes e induccidon en medio quimicamente definido.

El dogma de que las células somaticas completamente diferenciadas tienen propiedades absolutamente
irreversibles se acepté en general durante mucho tiempo. Esto empez6é a cambiar cuando una serie de
experimentos pioneros mostré que los perfiles de expresion de genes silenciosos se pueden reactivar
completamente por la fusion de diferentes pares de tipos celulares (Blau, H. M. How fixed is the differentiated
state? Lessons from heterokaryons. Trends Genet. 5, 268-272 (1989)). Mas recientemente se demostré que la
transferencia de nucleos de un tipo de célula somatica en un évulo enucleado podria dar lugar a la reversion
completa del perfil de expresion genética de las células somaticas, y a la formacion de un estado de célula
pluripotente capaz de generar nuevos animales enteros (véase por ejemplo Gurdon, J. B. y Melton, D. A. Nuclear
reprogramming in cells. Science 322, 1811-1815 (2008)). Yamanaka y colaboradores (Takahashi, K. y
Yamanaka, S. Induction of pluripotent stem cells from mouse embryonic and adult fibroblast cultures by defined
factors. Cell 126, 663-676 (2006)) demostraron que las células somaticas se pueden reprogramar a células
madre pluripotentes inducidas (iPSC) por transduccion de cuatro factores definidos (Sox2, Oct4, KIf4, c-Myc). Se
han reprogramado diferentes tipos de células somaticas incluyendo fibroblastos, adipocitos y queratinocitos a un
estado pluripotente de iPSC. Durante los ultimos afios surgié la pregunta de si algunos tipos de células
somaticas especificas se podrian transdiferenciar a un tipo de célula somatica completamente diferente, tal como
una neurona. Wernig y colaboradores abordaron esta cuestion que muestra la transformacion directa de
fibroblastos de ratén en neuronas funcionales por transduccion de tres genes cruciales: Mash1, Brn2 y Mytll
(Wernig et al. Direct conversion of fibroblasts to functional neurons by defined factors. Nature 25; 463 (7284):
1035-41 (2010). Sin embargo, las neuronas obtenidas son células postmitéticas que, por definicion, no son
capaces de proliferar y que no toleran los procedimientos de congelacion y descongelacion. EI documento
US2010/0021437 desvela un método para generar células madre pluripotentes inducidas a partir de fibroblastos
y la inducciéon de esas células para diferenciarlas en fenotipos neuronales.

Sin embargo, la transformacion directa de células somaticas diferenciadas en células madre neuronales no se ha
descrito hasta el momento. Las células madre neuronales son células madre multipotentes y se informa que se
propagan en condiciones especificas. Estas requieren un medio quimicamente definido, por ejemplo, medio
N2B27 (N2B27 es una mezcla de DMEM/F12 a 1:1 (Gibco, Paisley, UK) complementado con N2 y B27 (ambos
de Gibco)) complementado con FGF (factor 2 de crecimiento de fibroblastos) y EGF (factor de crecimiento
epidérmico). Pueden crecer como un cultivo adherente monocapa, por ejemplo, en placa revestida con
poliornitina/Lamina o como neuroesferas que flotan en placas de cultivo de células no adherentes. Se ha
informado que los dos tipos de cultivos de células madre neuronales (neuroesferas, cultivos adherentes) son
completamente interconvertibles. Las células madre neuronales se pueden cultivar indefinidamente y aun
permanecen verdaderamente multipotentes. Con respecto a las condiciones especiales, estas se diferencian en
los tipos de células que componen el cerebro adulto, incluyendo neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Las
células madre neuronales se consideran posibles agentes terapéuticos para el tratamiento de pacientes con
enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, apoplejia, y
lesion de la médula espinal.

Se sabe que las células madre neuronales se pueden generar in vitro a partir de Células Madre Embrionarias
(ESC) (Chambers et al. Nature 27; 3 (2009)) o se pueden aislar directamente de muestras de cerebro (Reynolds
BA, Rietze RL (2005) Nat Metods 2: 333-336). Sin embargo, estos métodos conocidos hasta ahora tienen
muchos inconvenientes importantes ya que o bien plantean una serie de consideraciones éticas altamente
sensibles y/o requieren tecnologias complicadas y laboriosas que sufren de serios problemas con la
reproducibilidad. Hasta el momento no se ha descrito ningun método en el que las células madre neuronales se
puedan derivar de directamente de células somaticas diferenciadas. En principio, las células madre neuronales
se podrian obtener a partir de iPSC que se han derivado de las células diferenciadas. Sin embargo, esto podria
implicar el cultivo de iPSC. Se ha informado que las iPSC se expanden de forma indefinida, pero las condiciones
de cultivo son complicadas y requieren enormes esfuerzos. Ademas, se ha informado que la derivacion de
células madre neuronales a partir de células madre pluripotentes fluctia debido a mecanismos estocasticos. Un
obstaculo comun de las iPSC y las ESC es que incluso un pequefio nimero de células no diferenciadas puede
dar como resultado la formacion de teratomas (tumores de células germinales que comprenden varios tipos de
células), que generan contaminaciones graves que no se pueden ignorar. Las células madre somaticas, tales
como células madre neuronales no forman teratomas. Por lo tanto sigue existiendo una necesidad de una
tecnologia de facil acceso y reproducible para la generacion de células madre neuronales. La presente invencion
proporciona un método para transformar células somaticas directamente en células madre neuronales. El nuevo
método alivia la necesidad de obtener células iPS vy, por lo tanto elimina el riesgo de formacion de teratomas.
Tales células sin la capacidad de formar teratomas son utiles y seguras para aplicaciones en medicina
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regenerativa. Preferentemente, dichas células somaticas son células somaticas de mamifero, mas
preferentemente células somaticas humanas. Dichas células somaticas humanas se pueden obtener a partir de
un individuo sano o de un paciente. Preferentemente, dichas células somaticas son células de fibroblastos,
adipocitos o queratinocitos, mas preferentemente células de fibroblastos. Dichas células de fibroblastos,
adipocitos o queratinocitos se pueden derivar de forma facil y segura de un paciente o individuo sano, por
ejemplo, con métodos no invasivos tales como biopsia de piel o de cabello arrancado. El método de la presente
invencion permite transformar células somaticas, tales como células de fibroblastos, adipocitos o queratinocitos
de individuos sanos o enfermos directamente en células madre neuronales. Estas células madre neuronales
especificas de individuos o pacientes sanos se pueden expandir de forma indefinida. El cultivo es facil y esta bien
caracterizado. Es posible congelar y descongelar de forma reproducible alicuotas de células madre neuronales
especificas de individuos y pacientes. En particular, las derivadas células madre neuronales de paciente
representan un modelo in vitro de enfermedad relevante para estudiar la patofisiologia de enfermedades del
SNC. La transformacioén de células somaticas especificas del paciente directamente en células madre neuronales
representa una tecnologia de facil acceso y reproducible para generar BioBancos de células madre neuronales
especificas de paciente. Los BioBancos de este tipo tienen gran importancia para enfermedades relacionadas
con el SNC, ya que una patologia clara se ha descrito en al menos uno de los tres tipos de células generadas a
partir de las células madre neuronales: neuronas, oligodendrocitos y astrocitos. Por lo tanto, las células madre
neuronales obtenidas con el método que se describe en el presente documento son modelos de enfermedad
valiosos para identificar sistematicamente farmacos eficaces y seguros.

Una diversidad de enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por pérdida de células neuronales. La
capacidad de regeneracion del cerebro adulto es bastante limitada en respuesta a lesién cerebral y
enfermedades neurodegenerativas. Ademas, con frecuencia las intervenciones farmacolodgicas se vuelven cada
vez menos eficaces a medida que las poblaciones de neuronas susceptibles se pierden de forma progresiva. Las
células madre neuronales obtenidas con el método que se describe en el presente documento también se
pueden usar en medicina regenerativa para tratar enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica (ELA/enfermedad
de Lou Gehrig) o lesién de la médula espinal. Con el método innovador que se describe en el presente
documento, ahora es posible proporcionar cantidades suficientes de células precursoras neuronales para uso en
terapias de trasplante de células. Las células madre neuronales se pueden obtener un obtenidas partir de células
somaticas aisladas de un individuo sano o de un paciente. Las células madre neuronales especificas de paciente
obtenidas con el método que se describe en el presente documento son una fuente donante nueva y atractiva
para terapias de trasplante de células autélogas, anulando de este modo cualquier rechazo inmune debido a la
incompatibilidad inmunolégica entre paciente y donante. Esta estrategia podria eliminar el requisito de
inmunosupresores en terapia de trasplante de células. Por otra parte, la creaciéon de bancos bioldgicos de células
madre neuronales derivadas de individuos sanos con diversos alelos homocigotos para HLA se puede usar como
bancos de donantes para el tratamiento de individuos con necesidad. El trasplante heterdlogo de células madre
neuronales con un tipo de HLA compatible reduce el riesgo de respuestas inmunes no deseadas que podrian
conducir al rechazo de las células trasplantadas.

Para conseguir el avance importante de la invencion que se describe en el presente documento, fue necesario
evitar algunas de las limitaciones de reprogramacion existentes, asi como combinar la transduccion de genes
con el uso de una etapa de induccién con un medio especifico.

En el presente documento se proporciona un método para transformar células somaticas en Células Madre
Neuronales (NSC), comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar células somaticas

b) reprogramar dichas células somaticas en células madre neuronales mediante la introduccion de al menos dos
genes e

c) inducir la reprogramacion con factores de crecimiento y la molécula pequenia;
En una realizacién mas, dicho método comprende adicionalmente

d) incubar el producto de la etapa b) y c) en condiciones adecuadas para proliferacién de las células madre
neuronales. Por lo general, el producto de la etapa b) y c) se puede identificar facilmente en un cultivo celular
como neuroesferas. Preferentemente, dichas condiciones adecuadas para proliferacion de las células madre
neuronales comprenden cosechar dichas neuroesferas y expandirlas en un medio quimicamente definido.
Preferentemente, dicho medio es un medio de expansion y las neuroesferas se cultivan en condiciones de cultivo
no adherente. A continuacion se describen adicionalmente algunos ejemplos no limitantes de medios de
expansion.

La expresion "célula somatica", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier célula que forma el

cuerpo de un organismo que no es una célula de linea germinal (por ejemplo, espermatozoides y 6vulos, las
células a partir de las que se generan (gametocitos)) y células madre no diferenciadas. Organos internos, piel,
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huesos, sangre y tejido conector, todos estan formados por células somaticas. Las células somaticas preferentes
usadas en el método que se describe en el presente documento son células de fibroblastos, adipocitos o
queratinocitos y se obtienen preferentemente a partir de biopsia de piel.

Preferentemente, las células somaticas usadas para transformacion en células madre neuronales son de origen
mamifero, lo mas preferentemente de origen humano. Dichas células somaticas humanas se pueden obtener a
partir de un individuo sano o de un paciente. Preferentemente dichas células somaticas se eligen entre el grupo
de células de fibroblastos, adipocitos o queratinocitos. Estas células donantes se pueden obtener facilmente a
partir de cualquier fuente adecuada. En el presente documento, las fuentes preferentes son las que permiten el
aislamiento de células donantes sin procedimientos invasivos en el cuerpo humano. En la técnica se conocen
bien algunos métodos para aislar células de fibroblastos. Las células de fibroblastos se pueden obtener a partir
de cualquier fuente adecuada, por ejemplo de diversos tejidos de érganos o tejidos de piel. Algunos fibroblastos
preferentes son fibroblastos de pulmon, fibroblastos de prepucio, y fibroblastos dérmicos de adultos. En una
realizacion especial de la presente invencién, dichos fibroblastos humanos se tienen a partir de un paciente, por
ejemplo mediante biopsia de piel (por ejemplo Reprogramming of human somatic cells to pluripotency with
defined factors. George Q. Daley et al. Nature 2008; A method for the isolation and serial propagation of
keratinocytes, endothelial cells, and fibroblasts from a single punch biopsy of human skin, Normand et al. In Vitro
Cellular & Developmental Biology - Animal, 1995). Los adipocitos y los queratinocitos también se pueden derivar
facilmente mediante biopsia de piel o pelo arrancado (Isolation and cultivation of human keratinocytes from skin
or plucked hair for the generation of induced pluripotent stem cells, Belmonte et al. Nature Protocols 2010) y para
el método de la presente invencion también son preferentes las células donantes.

Un aspecto preferente de la presente invencion es un método para generar células madre neuronales especificas
de paciente. Otro aspecto de la presente invencion es un método para generar células madre neuronales a partir
de células somaticas obtenidas a partir de un individuo sano.

Como se usa en el presente documento, "células madre neuronales" se refiere a un subconjunto de células
pluripotentes que expresan algunos marcadores neuronales que incluyen, por ejemplo, nestina. Las células
madre neuronales obtenidas con el método que se describe en el presente documento también se denominan
"iIrNSC": células madre neuronales reprogramadas inducidas. Las células madre neuronales se pueden expandir
de forma indefinida y se pueden diferenciar en neuronas o células gliales (por ejemplo, astrocitos y
oligodendrocitos). La expresion "células madre neuronales especificas de paciente" se refiere a células madre
neuronales obtenidas a partir de células somaticas de un paciente y también se denominan células madre
neuronales autélogas. "Células madre neuronales obtenidas a partir de un individuo sano", como se usa en el
presente documento, se refiere a células madre neuronales obtenidas a partir de células somaticas de un
individuo del que no se sospecha que padece ningun trastorno o enfermedad.

Como se usa en el presente documento, el término "reprogramar” se refiere a una o mas etapas necesarias para
transformar una célula somatica en una célula menos diferenciada, por ejemplo, para transformar células de
fibroblastos, adipocitos o queratinocitos en células madre neuronales. La reprogramacion de una célula somatica
en una célula madre neuronal se consigue por introduccion de al menos dos genes implicados en el
mantenimiento de las propiedades de las células madre neuronales. Algunos genes adecuados para la
reprogramacion de células somaticas en células madre neuronales incluyen, pero no se limitan a, Sox2 (Seq ID
No. 1), Brn2 (Seq ID No. 2), Bmi1 (Seq ID No. 3), Mash1 (Seq ID No. 4), Sox11 (Seq ID No. 5), NCam (Seq ID
No. 6), Kpna1 (Seq ID No.7), Foxg1 (Seq ID No. 8), Emx2 (Seq ID No.9) y Pax6 (Seq ID No. 10). En una
realizacion preferente, se introducen al menos dos genes, en otra realizacion preferente se introducen tres
genes. Una combinacion de genes preferente a introducir en las células somaticas comprende Bmi1 y Sox2. En
una realizacion preferente adicional, esta combinacion de al menos dos genes comprende adicionalmente
Mash1. En otra realizacién, esta combinacion de al menos dos genes comprende adicionalmente un gen
seleccionado entre el grupo que consiste en Mash1, Emx2, Foxg1, Pax6 y Sox11. En una realizacién mas, la
combinacién de al menos dos genes comprende Bmi1 y Sox2 y Mash1.

La expresion "introduccion de genes", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier método que
conduzca a la expresion estable de dicho gen en una célula somatica. Dichos genes se introducen en células
somaticas con métodos conocidos en la técnica, ya sea mediante la administracion en la célula a través de
vectores de reprogramacion o mediante la activacion de dichos genes a través de moléculas pequefias. Algunos
ejemplos de vectores de reprogramacion son retrovirus, lentivirus, adenovirus, plasmidos y transposones. En el
presente documento, es preferente el uso de un lentivirus para la administracion de dichos genes. Algunos
ejemplos de moléculas pequefias adecuadas para la activacion fuerte de dichos genes son inhibidores de
Metilacion del ADN, inhibidores de la histona desacetilasa, ergolinas (por ejemplo, etilamida del acido lisérgico),
flavonas (por ejemplo 7’ hidroxiflavona), paulonas (por ejemplo Kenpaulona) (Reprogramming of murine
fibroblasts to induced pluripotent stem cells with chemical complementation of KIf4 PNAS 2009 106 (22) 8912-
8917), agonistas de canales de tipo L (por ejemplo BIX01294), BayK8644 y 5’ azacitidina (Induction of Pluripotent
Stem Cells from Mouse Embryonic Fibroblasts by Oct4 y KIf4 with Small-Molecule Compounds Yan Shi et al. Cell
Stem Cell — 6 de noviembre de 2008 (Vol. 3, Apartado 5, pp. 568-574)). Para induccion satisfactoria de la
reprogramacion, las células somaticas se cultivan en un medio adecuado complementado con factores de
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crecimiento y una molécula pequefia. Como se usa en el presente documento, la expresion "factor de
crecimiento" se refiere a un polipéptido biolégicamente activo que causa proliferacion celular, e incluye tanto
factores de crecimiento como sus analogos. Estos incluyen, pero no se limitan a, factor de crecimiento
epidérmico, factores de crecimiento transformante, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento de
fibroblastos acido y basico y factor de angiogénesis, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factores de
crecimiento insulinico y de tipo insulinico que incluyen somatomedinas, mixoma y factores de crecimiento
derivados de virus Vaccinia. Algunos factores de crecimiento preferentes usados en el presente documento son
BDNF (factor neurotrofico derivado de cerebro), FGF2 (factor 2 de crecimiento de fibroblastos) y EGF (factor de
crecimiento epidérmico). Los factores de crecimiento se pueden usar solos o en combinacién por parejas, o lo
mas preferentemente, los tres factores se usan en conjunto. Ademas, los fibroblastos se cultivan en presencia de
al menos una molécula pequefia. La expresién "molécula pequefia”, o "compuesto pequefio”, como se usa en el
presente documento, se refiere una molécula organica o inorganica ya sea sintetizada o encontrada en la
naturaleza, que tiene por lo general un peso molecular inferior a 10.000 gramos por mol, opcionalmente inferior a
5.000 gramos por mol, y opcionalmente inferior a 2.000 gramos por mol. En una realizaciéon preferente, dicha
molécula pequefia comprende un inhibidor de la familia de serina/treonina quinasa que forman bucles
superenrollados asociados con Rho (ROCK) de proteina quinasas. Algunos ejemplos no limitantes de inhibidores
de ROCK comprenden Fasudilo (1-(5-Isoquinolinsulfonil)homopiperazina), Tiazovivina (N-Bencil-2-(pirimidin-4-
ilamino)tiazol-4-carboxamida), Y27632 (diclorhidrato de (+)-(R)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-
piridil)ciclohexanocarboxamida) y compuesto 324 similar al Balanol (N-{(3R,4R)-4-[4-(2-Fluoro-6-hidroxi-3-metoxi-
benzoil)-benzoilamino]-azepan-3-il}-4-hidroxi-3,5-dimetil-benzamida). También se desvelan moléculas pequefas
seleccionadas entre un inhibidor de una o mas de las quinasas AMPK (proteina quinasa activada por AMP,
subunidad no catalitica beta 1; simbolo oficial: PRKAB1), CHK2 (homdlogo de punto de control de CHK2 (S.
pombe), simbolo oficial: CHEK2), MSK1 (proteina S6 quinasa ribosémica, 90 kDa, polipéptido 5; simbolo oficial:
RPS6KA5), PKA (proteina quinasa, dependiente de cAMP, catalitica, alfa; simbolo oficial: PRKACA), PKGa
(proteina quinasa, dependiente de cGMP, tipo |; simbolo oficial: PRKG1) y SGK1 (quinasa 1 regulada por
suero/glucocorticoide, simbolo oficial: SGK1).

Un "medio adecuado para induccién de la reprogramacion”, también representado como "medio de induccion”,
como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier medio quimicamente definido util para induccién
de la reprogramacion de las células somaticas. En el presente documento, es preferente un medio sin suero
complementado con insulina, transferrina y progesterona. Algunos medios preferentes usados en el presente
documento contienen 10-50 pyg/ml de insulina, 10-100 pg/ml de transferrina y 10-50 nM de progesterona. Algunos
ejemplos de medios sin suero adecuados para induccion de la reprogramacion son el medio N2B27 (N2B27 es
una mezcla de DMEM/F12 a 1:1 (Gibco, Paisley, UK) complementado con N2 y B27 (ambos de Gibco)), medio
N3 (formado por DMEM/F12 (Gibco, Paisley, UK), 25 ug/ml de insulina, 50 ug/ml de transferrina, selenito sédico
30 nM, progesterona 20 nM (Sigma), putrescina 100 nM (Sigma)), o medio de proliferacion de NS-A NeuroCult®
(Stemcell Technologies). En el presente documento, el mas preferente es un medio sin suero como se ha
descrito anteriormente que esta complementado adicionalmente con FGF2, EGF, BDNF y un inhibidor de ROCK.
Preferentemente, dicho inhibidor de ROCK comprende Fasudilo o el compuesto 324 similar al Balanol. En una
realizacion preferente con el medio estd complementado con 10-50 ng/ml de FGF2, 10-50 ng/ml de EGF, 1-
20 ng/ml de BDNF y Fasudilo 1-50 uM o el compuesto 324 similar al Balanol 1-10 uM. Después de introducir al
menos dos genes, las células somaticas a reprogramar se cultivan preferentemente en dicho medio de induccion
durante al menos 1 dia, preferentemente de 1 a 7 dias, lo mas preferentemente de 2 a 3 dias.

En una realizaciéon las células somaticas de la etapa a) se tratan previamente con un inhibidor de Histona
Desacetilasa (HDAC). "Tratar previo" o "tratamiento previo" como se usa en el presente documento se refiere a
incubacion de las células somaticas en un medio adecuado complementado con dicho inhibidor de HDAC de 4 a
60 horas, preferentemente 48 horas. Los inhibidores de HDAC dtiles en el presente documento se seleccionan
entre el grupo que comprende butirato sédico (acido butanoico, sal sddica) Tricostatina A (TSA, 7-[4-
(dimetilamino)fenil]-N-hidroxi-4,6-dimetil-7-oxohepta-2,4-dienamida) y Acido Valproico (4cido  2-propil-
pentanoico). En una realizacién las células somaticas de la etapa a) se tratan previamente con Acido Valproico.
En otra realizacion las células somaticas de la etapa a) se tratan previamente con Acido Valproico durante 48
horas.

Para propagar la proliferacion de las células madre neuronales como cultismos de neuroesferas, las células
madre neuronales inducidas se cultivan en un medio de expansién que comprende un medio sin suero
complementado con insulina, transferrina y progesterona y factores de crecimiento como se ha descrito
anteriormente. Preferentemente dichos factores de crecimiento comprenden FGF2, BDNF y EGF. En otra
realizaciéon dicho medio de expansién comprende adicionalmente uno o mas complementos seleccionados entre
el grupo que consiste en Heparina, Acido Ascorbico, SHH (Hedgehog Sénica Humana Recombinante), FGF8
(Isoforma FGF8a Humana Recombinante), DLL4 (DLL4 Humana Recombinante), Jagged1 (Quimera de Fc de
Jagged 1 Humana Recombinante), Fasudilo y compuesto 324 similar al Balanol.

La divulgacion también se refiere a métodos en los que las células madre neuronales obtenidas con el método
que se describe en el presente documento en una etapa siguiente se estimulan para diferenciacion por omision
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de al menos uno de los factores de crecimiento del medio de reprogramacion. Preferentemente dichos factores
de crecimiento a retirar comprenden EGF y FGF.

En otra realizacion preferente de la invencion, se usa un gen marcador para facilitar la identificacion sistematica y
cuantificacion de las células madre neuronales reprogramadas de forma satisfactoria. Por ejemplo, un gen que
codifica una proteina marcadora fluorescente se introduce en las células somaticas diana mediante transduccién
de lentivirus. Algunos ejemplos de proteinas portadoras fluorescentes son GFP, YFP, EGFP o DsRed.
Preferentemente, dicho gen marcador esta unido de forma operativa a un promotor de nestina. La nestina se
expresa de forma especifica en células madre neuronales, por lo tanto, el gen marcador bajo el control de un
promotor de nestina permite una identificacién sistematica e identificacion rapidas de las células madre
neuronales reprogramadas inducidas. A partir de ese momento, esas células se identifican sistematicamente
para identificar una célula que presente el fenotipo deseado, es decir, neuroesferas. Las neuroesferas con un
tamafio superior a 20 um, preferentemente superior a 50 um, se seleccionan y se cosechan para expansion
adicional.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona una poblaciéon de células madre neuronales producidas con
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente. Preferentemente, la poblaciéon de células madre
neuronales es especifica del paciente, es decir, se deriva de células somaticas obtenidas a partir de individuos
enfermos. En otra realizacién dicha poblacion de células madre se obtiene a partir de un individuo sano. Las
células madre neuronales se pueden expandir de forma indefinida. El cultivo es facil y esta bien caracterizado. Es
posible congelar y descongelar alicuotas de células madre neuronales de manera reproducible. Las células
madre neuronales derivadas de paciente representan un modelo in vitro relevante de enfermedad para estudiar
la patofisiologia de enfermedades del SNC. La transformacion de células somaticas especificas de paciente
directamente en células madre neuronales representa una tecnologia faciimente accesible y reproducible para
generar BioBancos de células madre neuronales especificas de paciente. Por lo tanto, en un aspecto preferente
adicional de la invencién, se concibe un BioBanco que comprende células madre neuronales especificas de
paciente. También se desvela un BioBanco que comprende diferentes poblaciones de células madre neuronales
obtenidas a partir de individuos sanos y se genera. El término "BioBanco" como se usa en el presente
documento, se refiere a una biblioteca de muestras bioldgicas tomadas de diferentes individuos o especies. La
coleccion de muestra de ensayo archivada y datos asociados esta destinada a fines de investigacion con el
objetivo de abordar enfermedades neuronales similares a las enfermedades neurodegenerativas tales como
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica
(ELA/enfermedad de Lou Gehrig) apoplejia, y lesion de la médula espinal o para terapia de dichas enfermedades
neurolégicas.

También se desvela el uso de células madre neuronales obtenidas con este método. En una realizacion
preferente, las células madre neuronales obtenidos con este método se usan como un modelo in vitro para
estudiar la patofisiologia de enfermedades del SNC. Por ejemplo, las células madre neuronales obtenidas con el
método de la invencién se pueden sacar idéntica sistematicamente compuestos que revierten, inhiben o
previenen enfermedades neuroldgicas. Ademas se pueden usar para identificacion sistematica de compuestos
que revierten, inhiben o previenen efectos secundarios neuronales de medicamentos, por ejemplo medicamentos
para diabetes. Preferentemente, dichas células madre neuronales obtenidas con el método de la invenciéon que
se describen en el presente documento se derivan de sujetos enfermos.

La divulgacion también se refiere a una composicion terapéutica que contiene células producidas por cualquiera
de los métodos mencionados anteriormente o que contiene cualquiera de las poblaciones celulares mencionadas
anteriormente. Preferentemente, las composiciones terapéuticas comprenden adicionalmente una solucién
fisioldgicamente compatible que incluye, por ejemplo, fluido cerebroespinal artificial o solucion salina tamponada
con fosfato. Dicha composicién terapéutica se puede usar para tratar, prevenir o estabilizar una enfermedad
neurolégica tal como, por ejemplo, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Huntington, o ELS, enfermedades de almacenamiento lisosomal, esclerosis multiple, o una lesion de la médula
espinal. Por ejemplo, las cédulas de fibroblastos, queratinocitos o adipocitos se pueden obtener mediante biopsia
de piel del individuo con necesidad de tratamiento o de un individuo sano y reprogramar a células madre
neuronales con el método de la invencién. En una realizacion de la invencion las células madre neuronales se
cosechan y se introducen en el individuo para tratar la afeccion. En otra realizacion dichas células madre
neuronales se cultivan en condiciones adecuadas para diferenciacion en neuronas, oligodendrocitos o astrocitos
antes de su introduccién en el individuo, y se pueden usar para reemplazarlo ayudar a la funcion normal del
tejido enfermo o dafiado. La gran ventaja de la presente invencion es que proporciona un suministro
esencialmente ilimitado de células neuronales a las especies de paciente o células madre neuronales
compatibles de individuos sanos con el mismo tipo de HLA adecuado para trasplante. El uso de células
autdlogas y/o compatible en terapia celular ofrece una ventaja principal con respecto al uso de células no
autdlogas, que probablemente van a experimentar rechazo inmunoldgico. Por el contrario, es poco probable que
las células autdlogas provoquen respuestas inmunologicas significativas.

También se desvela el uso de biobancos de células madre neuronales a la terapia de enfermedades
neurolégicas. Los biobancos comprenden preferentemente células madre neuronales obtenidas a partir de
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pacientes o individuos sanos con varios tipos de HLA. El trasplante de las células obtenidas a partir de un
donante sano a un individuo con necesidad de tratamiento con un tipo de HLA compatible evita el problema
significativo de reacciones de rechazo asociadas normalmente con trasplantes de células heterélogas. De forma
convencional, el rechazo se previene o se reduce mediante la administracion de agentes inmunosupresores o
farmacos anti rechazo tales como ciclosporina. Sin embargo, los farmacos de este tipo tienen algunos efectos
secundarios significativamente adversos, por ejemplo, inmunosupresion, propiedades carcinogénicas, toxicidad
renal asi como que son muy caros. La presente invencion deberia eliminar, o al menos reducir en gran medida,
la necesidad de farmacos anti-rechazo, tales como ciclosporina, Imulan, FK-506, glucocorticoides, y rapamicina,
y derivados de los mismos.

Con respecto a los métodos terapéuticos de la invencion, no se pretende que la administracion de células madre
neuronales a un mamifero se limite a un modo de administraciéon, dosificacion o frecuencia de dosificaciéon en
particular; la presente invencion contempla todos los médulos de administracion, incluyendo intramuscular,
intravenosa, intraarticular, intralesional, subcutanea, o cualquier otra via suficiente para proporcionar una dosis
adecuada para prevenir o tratar una enfermedad. Las células madre neuronales se pueden administrar al
mamifero en una sola dosis o en multiples dosis. Cuando se administran multiples dosis, las dos y se pueden
separar entre si, por ejemplo, entre una semana, un mes, un afio, o diez afios. También se puede administrar
uno o mas factores de crecimiento, hormonas, interleuquinas, citoquinas, peliculas pequefias u otras células
antes, durante o después de la administracion de las células para sesgarlas adicionalmente hacia un tipo de
célula en particular.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Representacion esquematica del método para transformar fibroblastos humanos en irNSC. Dia 0: los
fibroblastos humanos se tratan con tripsina y se transfeccion en un volumen pequefio con una combinacion de
genes y el indicador de GFP de nestina usando el medio de induccion (N2B27 con FGF, 30 ng/ml de EGF;
20 ng/ml de BDNF; Fasudilo 10 uM, 4 ug/ml de Polybrene). Los fibroblastos se siembran en una placa de cultivo
tisular normal a una concentracion de 10000 - 30000 células/cm® Dia 1: Cambiar el medio con medio de
induccion recién preparado. Las células irNSC positivas para GFP / nestina (GFP+) comenzaron a aparecer con
una frecuencia muy baja (~50 irNSC GFP+ de 100000). Dia 2: El numero de las irNSC GFP+ aumentd y
comenzaron a moverse en conjunto formando grupos de células. Dia 3: Los grupos de células se organizan en
una estructura esferoide transparente que se despega y comienza a flotar como una neuroesfera de GFP+. Se
hizo el recuento de las neuroesferas con un tamafio superior a 20 ym y se cosecharon para expansion adicional.

Figura 2: Representacion esquematica del lentivirus indicador de GFP de nestina humana. La proteina
fluorescente copGFP y el marcador seleccionable de zeocina se exploraron bajo el control de expresion de un
fragmento potenciador de 1,8 kb a partir del intrén 2 de nestina humana unido a un promotor de CMV minimo.

Figura 3: irNSC el dia 1 del método de induccién de la reprogramacién. Panel superior: fibroblastos de pulmon
fetal sin transformar humano IMR90 (contraste de fase). Panel inferior: generacién de células irNSC GFP+
(contraste de fase y canal de GFP).

Figura 4: irNSC el dia 2 del método de induccién de la reprogramacion. Las células tienden a migrar cercanas y
juntas y comienzan a formar una estructura esferoide con un nucleo de irNSC GFP+ (contraste de fase y canal
de GFP).

Figura 5: irNSCs el dia 3 del método de induccion de la reprogramacion. Las estructuras esferoides formadas el
dia 2 ahora aparecen completamente maduras como neuroesferas que flotan en el medio. Las neuroesferas
tienen una dimensién que varia de 20 - 100 um de diametro con una densidad elevada de células. Las irNSC se
etiquetan con la expresion de GFP de nestina y se pueden identificar en casi todas las neuroesferas, aunque no
todas las neuroesferas tienen la misma proporcion de irNSC GFP+ (contraste de fase y canal de GFP).

Figura 6: Numero de neuroesferas generadas con diferentes combinaciones de genes.

Figura 7: Neuroesferas unidas después de transduccion con Sox2 - Bmi1. Las neuroesferas unidas muestran una
morfologia caracteristica de células bipolares alargadas. Panel inferior: aumento mas elevado de las
neuroesferas de irNSC GFP+.

Figura 8: Células diferenciadas después de 1 semana de retirada de EGF y FGF. Las irNSC después de retirada
de los factores de crecimiento proliferativo se dan lugar a células con protuberancias muy finas con tincion
positiva para el marcador neuronal tuj 1.

Figura 9: Generacion de un lote de neuroesferas de irNSC a la expansion y caracterizacion. Se trataron con
tripsina 3,6 millones de fibroblastos humanos IMR90 y se infectaron en un pequefio volumen con: Sox2, Bmi1,
indicador de GFP de nestina usando el medio de induccién (N2B27 con FGF, 30 ng/ml de EGF 20 ng/ml de
BDNF) complementado con Fasudilo 10 uM y 4 ug/ml de Polybrene. Desde el Dia 4 al Dia 8: Las neuroesferas
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GFP+ con un tamafio superior a 50 pm se cosecharon y se usaron adicionalmente para expansion. La mitad de
las neuroesferas se expandieron usando el medio de expansion (N2B27 con FGF, 30 ng/ml de EGF 20 ng/ml de
BDNF) con Fasudilo y la otra mitad sin Fasudilo. Dia 15: Las neuroesferas cultivadas en el medio de expansion
con Fasudilo tienen una morfologia mejor y bordes claros y nitidos (una evidencia de neuroesferas bien
formadas, panel B); sin Fasudilo, las neuroesferas tienen bordes borrosos (panel A).

Figura 10: Caracterizacion de inmunocitoquimica de neuroesferas de irNSC para la expresion de los marcadores
de NSC, Sox2 y Nestina. Dia 15, las neuroesferas de irNSC expandidas con Fasudilo se sembraron en placas
revestidas con PO/Lam y después de 48 h se tifieron a la expresion de Sox2 y Nestina. Las neuroesferas de
irlNSC se unieron y las irNSC se propagaron desde las esferas. Las irNSC tienen una morfologia de NSC habitual
y eran positivas para Sox2 y Nestina. Panel A: Canales de fusion e individuales de DAPI, Sox2, Nestina;
aumento 20x; Panel B: Canales de fusion de DAPI, Sox2, Nestina; aumento 10x.

Figura 11: Comparacion de la estimulacion con Fasudilo con respecto al compuesto 324 similar al Balanol para
generar neuroesferas de irNSC. Los fibroblastos humanos IMR90 se trataron con tripsina y se infectaron en un
volumen pequefio con: Sox2, Bmi1, indicador de GFP de nestina usando el medio de induccion (Kit de
Proliferacion de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de EGF BDNF; 2 ug/ml
de Heparina; 4 yg/ml de Polybrene) complementado con Fasudilo 10 uM (grafico sombreado) o compuesto 324
similar al Balanol 2 pM (grafico de color negro). Los fibroblastos se siembran en una placa de cultivo tisular
normal a una concentracién de 10000 - 30000 células/cm?. Dia 1: Cambiar el medio con medio de induccion
recién preparado. Dia 4: Se hizo el recuento de las neuroesferas GFP+ con un tamafio superior a 50 um. El
compuesto 324 pequefio similar al Balanol aumentaba la eficacia de la generacion de neuroesferas
aproximadamente dos veces (1,9) y tiene una mejor reproducibilidad (STDEV, n = 3).

Figura 12: El tratamiento previo de fibroblastos humanos con Acido Valproico (VPA) aumenta el rendimiento de
las neuroesferas de irNSC GFP+. Los fibroblastos humanos IMR9O0 se trataron previamente durante 48 horas con
o sin el inhibidor de HDAC, Acido Valproico (&cido 2-propil-pentanoico, sal monosédica) (1 mM) antes de
infeccion con: Sox2, Bmi1, indicador de GFP de nestina. Medio de induccion (Kit de Proliferaciéon de NS-A
NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de BDNF de EGF; 2 pg/ml de Heparina;
compuesto 324 similar al Balanol 2 uM). Dia 7: Se hizo el recuento de las neuroesferas GFP+ con un tamafio
superior a 50 ym (Panel A) y se indica el indice medio de irNSC GFP+ por neuroesfera (Panel B). Fotografias
representativas de las neuroesferas de irNSC generadas con el tratamiento previo con VPA (Panel C). El
tratamiento previo con VPA no influya de forma significativa en el nimero de neuroesferas el dia 7; aunque el
tratamiento con VPA aumentaba el nimero (2,1 veces) de irfNSC GFP+ (STDEV, n = 3).

Figura 13: Definicion de una combinacion minima de genes en combinacién con Sox2 y Bmi1 para induccion
eficaz de neuroesferas de irNSC. Los fibroblastos humanos IMR90 se trataron previamente durante 48 horas con
VPA (1 mM) antes de infeccion con: Sox2, Bmi1, indicador de GFP de nestina mas diferentes genes candidatos
para dirigir su sinergia. Medio de induccion: Kit de Proliferacion de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells
Technologies) con FGF, 20 ng/ml de BDNF de EGF; 2 ug/ml de Heparina y compuesto 324 similar al Balanol
2 uM. Cuantificacion el Dia 7 de neuroesferas de irNSC con un tamafo superior a 50 ym. Mash1, Emx2, Foxg1,
Pax6 y Sox11 tienen sinergia con Bmi1 y Sox2 para generar neuroesferas de irNSC.

Figura 14: Generacion de neuroesferas de irNSC a partir de fibroblastos dérmicos humanos de adulto (HDFa).
Los fibroblastos dérmicos humanos de adulto nos proporciona GIBCO (Numero de Cat.: C-013-5C). Los
fibroblastos dérmicos humanos de adulto se trataron con tripsina y se infectaron en un pequefio volumen con:
Sox2, Bmi1, indicador de GFP de nestina usando el medio de induccion (Kit de Proliferacion de NS-A
NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de BDNF de EGF; 2 ug/ml de Heparina)
complementado con Fasudilo 10 pM. Dia 8: Se detectan neuroesferas de irNSC (fotografias representativas con
un aumento de 2,5y 10X).

Figura 15: Expansién de neuroesferas de irNSC usando una combinacién de Acido Ascérbico, Hedgehog Sénica
(Shh), Jagged1, DLL4 y FGF8 para obtener un cultivo de monocapa de las irNSC GFP+. Los fibroblastos
humanos IMR90 se infectaron con: Sox2, Bmi1, Mash1 e indicador de GFP de nestina usando el medio de
induccion (Kit de Proliferacion de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de
BDNF de EGF; 2 yg/ml de Heparina; compuesto 324 similar al Balanol 2 yuM). Dia 7: Las neuroesferas con un
tamafio superior a 50 ym se cosecharon y se expandieron adicionalmente con el medio de expansion (Kit de
Proliferacion de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de BDNF de EGF;
2 yg/ml de Heparina; compuesto 324 similar al Balanol 2 pM; Acido Ascérbico 0,2 mM, 500 ng/ml de SHH
(Hedgehog Sénica Humana Recombinante, Numero de Catalogo: 1845SH), 100 ng/ml de FGF8 (Isoforma
FGF8a Humana Recombinante, Numero de Catalogo: 4745F8), 500 ng/ml de DLL4 (DLL4 Humana
Recombinante, Numero de Catalogo: 1506D4), 500 ng/ml de Jagged1 (Quimera de Fc de Jagged 1 Humana
Recombinante, Nimero de Catalogo: 1277JG), medio acondicionado a 1/10 de las NSC derivadas de hESC
cultivadas durante dos dias en Kit de Proliferacion de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con
FGF, 20 ng/ml de BDNF de EGF; 2 yg/ml de Heparina. Fotografias representativas para las neuroesferas de
irlNSC el dia 14 expandidas con el medio de expansion informado anteriormente (Panel A). Las neuroesferas
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tienen bordes definidos y es posible observar la protuberancia de espinas de las neuroesferas (Panel B, zoom
ampliado). El dia 21, las neuroesferas de irNSC expandidas se disocian y se sembraron en placas revestidas con
PO/Lam para obtener un cultivo de monocapa homogéneo de las irNSC GFP+ (Panel C, contraste de fase y
canal de GFP de la monocapa de las irNSC después de 4 dias en cultivo en la monocapa).

Figura 16: Caracterizacion de inmunocitoquimica de neuroesferas de irNSC para la expresion de los marcadores
de NSC, Nestina y el marcador neuronal temprano Tuj1. El dia 21, las neuroesferas de irNSC generadas como
se describe en la Figura 15 se disociaron y se sembraron en condiciones de auto-renovacion de NSC (Kit de
Proliferacion de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de BDNF de EGF;
2 yg/ml de Heparina) para someter a ensayo la expresion del marcador de Nestina (Panel A después de 48 h,
todas las cédulas son Nestina+ y Tuj1-) o se sembraron en diferentes condiciones (Kit de diferenciacion de NS-A
NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con 20 ng/ml de BDNF) y se tifieron para Tuj1 y Nestina el dia 7
(Panel B, todas las células son Tuj1+ y pocas células son Nestina+).

Ejemplos

El método se puede ilustrar por referencia a la Figura 1 en el presente documento, que representa un método de
acuerdo con la invencion que se usa para transformar fibroblastos humanos en células madre neuronales (NSC).
En este método, los fibroblastos humanos se trataron con tripsina el dia 0, se hizo recuento y se determiné su
viabilidad. A continuacién, se volvieron a suspender entre 1,0 x 10° - 3,0 x 10° en el medio de induccién y la
combinacion de genes se administré en forma de lentivirus. En el medio de induccion, se afadié Polybrene
(bromuro de hexadimetrina) para aumentar la eficacia de la transduccion de los lentivirus. La infeccion se realizd
durante 15 minutos en un tubo Eppendorf. En combinacion con los genes, se usé un indicador de GFP de
Nestina humana. La nestina es un marcador bien conocido expresado de forma especifica en las NSC. En el
indicador de nestina, la proteina fluorescente GFP esta bajo la expresion del promotor de nestina humana
(Figura 2), por lo tanto, permite una identificacion sistematica facil para células madre neuronales reprogramadas
inducidas (irNSC) GFP+.

Las células infectadas se sembraron en placas de cultivo tisular usando una concentracion de 10000 - 30000
células/cm? en el volumen apropiado de medio de induccion. El dia 1, el medio de induccion total se renové, fue
posible identificar algunas irNSC GFP+ (Figura 3) con un cambio de morfologia evidente en comparacion con los
fibroblastos humanos. Las irNSC GFP+ adquieren una morfologia bipolar y alargada con un citoplasma mas
condensado, habitual en las NSC. Ademas, las irNSCs se cultivan en un cultivo monocapa empaquetado que se
parece a la interaccién de célula a célula habitual adquirida en los cultivos de NSC tradicionales para activar la
sefial pro-proliferativa de la ruta de Notch. El dia 2, las iNSC GFP+ estaban en un estado mas maduro y
comenzaron a formar grupos de células muy empaquetadas. Estos grupos de irNSC comenzaban a formar una
estructura esferoide con un nucleo denso que contenia irNSC GFP+ (Figura 4). El dia 3, las estructuras
esferoides estaban completamente formadas y comenzaron a separarse de la placa de cultivo tisular que flota
como neuroesferas en el medio. Las neuroesferas tienen una dimension de aproximadamente 20-100 um con
bordes claros y un nucleo con una densidad de células elevada, en el que es posible identificar las irNSC GFP+
(Figura 5).

Para conseguir el avance de la invencion, fue necesario usar una combinacion de genes especifica. El siguiente
listado de genes implicados en el mantenimiento de la propiedad de las NSC in vivo e in vitro se recuper6 del
conocimiento de la bibliografia: Sox2 (factor de transcripcion de Sox y marcador importante para NSC), Brn2
(proteina del dominio POU conocida por unirse a proteinas Sox. Unién informada de Sox2 y Brn2 en el promotor
de nestina. Los ratones Brn2 KO presentan alteracion del desarrollo del SNC), Bmi1 (proteina implicada en la
regulacion del ciclo celular, informada por qué aumenta expresion de los inhibidores p21 y p27 del complejo
ciclinaE/cdk2. La inhibicion de ciclinaE/cdk2 determina la pérdida del control de la proteina de retinoblastoma en
el ciclo celular que da como resultado un ciclo celular rapido durante el estado de autorrenovacion de las NSC),
Mash1 (se describe que es un regulador importante para la proliferacion de precursores neuronales in vivo),
Sox11 (proteina Sox de la que se informa que se expresa en SGZ in vivo), NCam (marcador de NSC en
Citometria de Flujo y expresado en diferentes regiones del SNC), Kpna1 (mas conocido como importina alfa5
responsable junto con la importina beta del importe nuclear de proteina en tejidos derivados del ectodermo).

Todos los genes se clonaron como ADNc en plasmidos de lentivirus, y posteriormente se empaquetaron en
lentivirus. Las particulas empaquetadas con lentivirus para Sox2, Bmi1, Mash1, Sox11, NCam, Kpna1, indicador
de GFP de nestina se transdujeron directamente en fibroblastos humanos. Se sometieron a ensayo diferentes
combinaciones de genes en el método que se ha descrito anteriormente. El dia 3 fue posible evaluar el éxito de
la produccion de las irNSC mediante recuento de las neuroesferas generadas. Solamente se tuvieron en cuentan
las neuroesferas con un tamafio superior a 50 pm.

Como se representa en la Figura 6, la transduccion del lentivirus indicador de nestina sin adicion de Fasudilo al
medio de induccién no reprogramé los fibroblastos humanos en las irNSC. Con la adicion de Fasudilo al medio
de induccion, se informd la generacion de neuroesferas (de aproximadamente 50 ym) y de tamafio menor
(aproximadamente 20 pm, sin recuento).
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Neuroesferas generadas con el método innovador de los inventores usando la combinacién de genes: Sox2 -
Bmi1 se recogieron el dia 3 y se expandieron durante un periodo adicional de 14 dias. La expansion de las
neuroesferas de iIrNSC fue una etapa critica. Las neuroesferas se cultivaron usando el medio N2B27
complementado con FGF, EGF, BDNF en placas no adherentes ultra-bajas especiales (Corning). Para conseguir
una poblacién homogénea de neuroesferas de las irNSC GFP+, se aplicoé un procedimiento de limpieza cada 2-3
dias. Durante 14 dias de expansion, algunas neuroesferas con baja densidad de las irNSC GFP+ no pudieron
proliferar de forma adecuada, lo mas probablemente debido a una contaminaciéon por fibroblastos no
transformados. Este tipo de neuroesferas contaminadas se desmoronaron en células individuales que era
necesario retirar. El dia 14, las neuroesferas se sometieron a ensayo para: unién en placas revestidas con poli-
ornitina/laminina _y generacion de células similares a las neuronas. Para la unién, se sembraron 20-40
neuroesferas/cm? en placas revestidas con poli-ornitina/laminina en el medio de expansién complementado
simplemente durante el primer dia con Fasudilo 10 uM, para a aumentar la unién y la propagacion celular. El dia
1 de cultivo era posible mostrar la union y propagacion de las neuroesferas (Figura 7). En el centro de las
neuroesferas en propagacion, los inventores identificaron las irNSC GFP+ con una morfologia de NSC habitual.
Las neuroesferas se cultivaron durante un periodo adicional de tres dias y a continuacidon solamente se afiadié
BDNF al N2B27 (Condiciones de diferenciacion neuronal). Después de la retirada de EGF y FGF, las irNSC
cambiaron de morfologia. Se hicieron mas alargadas y comenzaron a formar protuberancias celulares similares a
las de las neuritas. El dia 7 de las condiciones de diferenciacion, las células se fijaron y se tifieron para el
marcador neuronal tuj1 (Figura 8).

Las neuroesferas expandidas con Fasudilo tenian una morfologia mejor y bordes claros y nitidos (una evidencia
de neuroesferas bien formadas, Figura 9, panel B); sin Fasudilo las neuroesferas tienen bordes borrosos (Figura
9, panel A). Las irNSC tienen una morfologia de NSC habitual y eran positivas para Sox2 y Nestina (Figura 10).

La Figura 11 muestra que el compuesto 324 similar al Balanol inhibidor de la quinasa Rock aumenta el
rendimiento de neuroesferas GFP+.

Estas evidencias muestran que el método era capaz de transformar fibroblastos humanos en irNSC basandose
en etapas relacionadas de transduccién de genes (las mejores combinaciones: Sox2-Bmi1, Sox2-Bmi1-Mash1,
Sox2-Bmi1-Sox11, Sox2-Bmi1-Emx2, Sox2-Bmi1-Foxg1 y Sox2-Bmi1-Pax6, véase también la Figura 13) e
induccién en medio quimicamente definido.

Para aumentar el rendimiento de las irNSC, los fibroblastos humanos se trataron previamente con o sin el
inhibidor de HDAC Acido Valproico (VPA, acido 2-propil-pentanoico, sal monosédica). Hacia este punto, los
fibroblastos humanos se incubaron en DMEM/F12 complementado con FBS al 10% vy L-glutamina
complementada con VPA 1 mM antes de infeccion (Figura 12).

La Figura 14 muestra la generacion de Neuroesferas de irNSC de fibroblastos dérmicos humanos de adulto
(HDFa).

La Figura 15 muestran la expansion de Neuroesferas de irNSC usando una combinacion de Acido Ascérbico,
Hedgehog Soénica (Shh), Jagged1, DLL4 y FGF8. La Figura 16 muestra la caracterizacion de inmunocitoquimica
de Neuroesferas de irNSC para la expresion de los marcadores de las NSC, Nestina y el marcador neuronal
temprano Tuj 1.

Materiales y Métodos
Cultivo celular:

Medio de Induccion: N2B27 (N2B27 es una mezcla de DMEM/F12 a 1:1 (Gibco, Paisley, UK) complementado
con N2 y B27 (ambos de Gibco) complementado con 30 ng/ml de EGF humano (Peprotech), 30 ng/ml de FGF2
humano (Peprotech), 20 ng/ml de BDNF humano (Roche) y Fasudilo (Calbiochem) 10 uM o el compuesto 324
similar al Balanol, (N-{(3R,4R)-4-[4-(2-Fluoro-6-hidroxi-3-metoxi-benzoil }-benzoilamino]-azepan-3-il}-4-hidroxi-3,5-
dimetil-benzamida) 2 pM.

Medio de Expansion: N2B27 complementado con 30 ng/ml de EGF humano (Peprotech), 30 ng/ml de FGF2
humano (Peprotech), 20 ng/ml de BDNF humano (Roche), o

Kit de Proliferacion de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de BDNF de
EGF; 2 pg/ml de Heparina; compuesto 324 similar al Balanol 2 pM; Acido Ascorbico 0,2 mM, 500 ng/ml de SHH
(Hedgehog Sénica Humana Recombinante, Numero de Catalogo: 1845SH), 100 ng/ml de FGF8 (Isoforma
FGF8a Humana Recombinante, Numero de Catalogo: 4745F8), 500 ng/ml de DLL4 (DLL4 Humana
Recombinante, Numero de Catalogo: 1506D4), 500 ng/ml de Jagged1 (Quimera de Fc de Jagged 1 Humana
Recombinante, Niumero de Catalogo: 1277JG).
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Medio de Diferenciacion: 20 ng/ml de N2B27 complementado con human BDNF (Roche), 2 ug/ml de Laminina
(Invitrogen).

Fibroblastos humanos: fibroblastos de pulmodn fetal IMR90 (NUm. de Lot. de la ATCC 580229699) o fibroblastos
dérmicos humanos de adulto (GIBCO, Numero de Cat.: C-013-5C).

Lentivirus: Las particulas de lentivirus empaquetadas previamente, listas para usarse obtuvieron en Sigma
(Lentivirus humano Sox2 Stemgent Reprogramming, n.° de Catalogo ST070012), Genecopeia (Particulas
Lentivirales de Bmi1 de humano Lentifect, n.° de Catalogo LP-B0015-Lv105; Particulas Lentivirales de Sox11
Lentifect, n.° de Catalogo LP-MO425-LV105; Particulas Lentivirales de Mash1 Lentifect, n.° de Catalogo LP-
Z0740-LV105; Particulas Lentivirales de Kpna1 humano Lentifect, n.° de Catalogo LP-U1286-Lv105; Particulas
Lentivirales de NCam1 Lentifect, n.° de Catalogo LP-Z2645-Lv105) y SBI Systems Biosciences (Indicador de
GFP de Nestina: Virus Indicador Transcripcional pGreenZeow- hNestina, SR10035VA-1).

Titulos de 1,45* 10 °/ul de NestinaGFP, 4,3* 10 °/ul de BMI1, 1,07* 10 /ul de Sox2, 3,2* 10 ®/ul de Sox11,
4,7* 10 %/l de Mash1, 3,3* 10 “/ul de NCam, 1,8* 10 */ul de Kpna1.

Protocolos

1. Generacion de las irNSC:

- 200.000 IMR90 fibroblastos humanos infectados con los lentivirus para combinacion de genes diferentes
(multiplicidad de infeccién (M.O.l.) usada para cada lentivirus individual 30) y el lentivirus GFP de nestina
indicador (M.O.l. usada 10) en un Eppendorf con 300 yl de medio de induccién con 4 pug/ml de Polybrene
(bromuro de hexadimetrina, Sigma).

- Incubar a temperatura ambiente durante 15 min.

- Sembrar los 300 ul en 1,7 ml de medio de induccién en un pocillo de una placa de 6 pocillos tratada con
tejido

- Dia 1, renovar los 2 ml de de medio de induccién/cada pocillo

Dia 3, cosechar las neuroesferas recogiendo con cuidado los 2 ml con las esferas flotantes
- Expandir las neuroesferas
2. Expansioén de las neuroesferas:

- Recoger el medio con las neuroesferas flotantes en tubos de 15 ml de 3 pocillos de una placa de 6
pocillos

- Dejar que las esferas sedimenten durante 10 min

- Retirar el sobrenadante con mucho cuidado (las células individuales no sedimentaran y se aspiran con el
sobrenadante)

- Volver a suspender las esferas en un medio de expansién a un volumen final de 4 ml

- Sembrar en una placa B6 de adherencia ultra baja (Corning)

- Incubar 2-3 dias

- Repetir el procedimiento de expansion cada 2-3 dias hasta el dia 14 desde la generacion de las irNSC
3. Diferenciacién de neuroesferas:

- Dia 14 generacion de las irNSC y después del procedimiento de expansion seleccionar las neuroesferas
redondas en estereo microscopio con bordes claros y ricos en las irNSC GFP+

- Sembrar 40 esperasen una placa de 24 pocillos revestida previamente con poli-ornitina/laminina usando
el medio de expansién con adicién de Fasudilo 10 uM o compuesto 324 similar al Balanol 2 uM.
- El dia después renovar el medio de expansion sin Fasudilo / compuesto 324 similar al Balanol 2 pM.

- Incubar durante tres dias
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- Retirar el medio de expansion y afiadir medio de diferenciacion

- Renovar el medio de diferenciacion después de 3 - 4 dias

- Incubar durante 3 - 4 dias

- Fijar las células con PFA al 4 % y realizar inmunotinciones

Protocolo de tincion de Neuroesferas de irNSC: El dia 15, las neuroesferas se tifieron para caracterizacion con
los siguientes anticuerpos: Nestina de Raton y Sox2 O/N de Conejo y a continuacion el anti-mouse 488
secundario y 555 anti-conejo durante una hora.

Anticuerpos primarios:

Nestina de Ratén, monoclonal, dilucion a 1/500 (MAB5326 Millipore)

Sox2 de Conejo, policlonal, dilucién a 1/500 (AB5603MI Millipore)

Anticuerpos secundarios:

Alexa fluor 488, IgG, dilucion a 1/1000, Cabra anti raton (A11029 Invitrogen)

Alexa fluor 555, IgG dilucién a 1/1000, Cabra anti conejo (A21429 Invitrogen)

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> F. Hoffmann - La Roche AG

<120> Transformacién de células somaticas en células madre neuronales reprogramadas inducidas
(irNSCs)

<130> 26845 WO

<150> EP10173455.6
<151> 19-08-2010

<160> 10

<170> Patentln version 3.5
<210>1

<211> 954

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
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atgtacaaca
ggcggcggea
gtcaagocgge
caggagaace
cttttgtegg
cacatgaagg
aagaaggata
agcggggtcg
gocgoacatga
ccgcoageace
gacgtgageg
cecacctaca
ggttcggtgg
tccagggoge
gcogaggtge

ggcoccoggtge

<210> 2
<211> 1332
<212> ADN

tgatggagac
actccaccgce
ccatgaatgc
ccaagatgea
agacggagaa
agcaccegga
agtacacgct
gggtgggegc
acggctggag
cgggcctcaa
ccctgoagta
gcatgtecta
tcaagtccga
cctgocagge
cggaacccgc

ccggecacgga

<213> Homo sapiens

<400>2

atggcgaccg cagogtctaa ccactacage ctgcotcacct ccagogoctc catcgtgcac

gcogagocge coggeggeat gecagoaggge gogggggget accgogaage gcagageotg
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ggagctgaag
ggecggoggaec
cttcatggtg
caacteggag
gcggeegtte
ttataaatac
gcceggeggg
cggectggge
caacggcage
tgcgcacgge
caacteccatg
ctcgcagcag
ggccagctce
cggggacctco
cgcccccago

cattaacggc

ccgoaegggec
ggcggeaaca
tggtcccgeg
atecagcaagc
atcgacgagg
cggcecegge
ctgctggece
gcgggcgtga
tacagcatga
gcagcgcaga
accagctcge
ggcaccectg
agcceccectg
cgggacatga
agacttcaca

acactgeccec

13

cgcagcaaac
agaaaaacag
dggcagcggeg
gecctgggege
ctaagecggcet
ggaaaaccaa
ccggcggcaa
accagcgcat
tgcaggacca
tgcageccocat
agacctacat
gcatggctct
tggttacctc
tcagcatgta
tgtcccagea

tctcacacat

ttegggggge
cocoggacege
caagatggcc
cgagtggaaa
gcgagcgctg
gacgctcatg
tagcatggcg
ggacagttac
gctgggctac
gcaccgetac
gaacggctcg
tggctcecatg
tteocecteoccac
tctceooceogge
ctaccagagc

gtga

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

954

60

120



gtgcagggeg
tggatcaceg
gggggcggcy
ccggacatca
ccaggcogcoce
caacagcage
caccacccgg
atgggagegt
ctgggcgecg
gagccacace
cococgeogo
gacgaggaca
cggatcaaac
aacgtgttet
atgtgcaagec
agccccacga
atcgaggtga
goccaggaga
tggttttgta
ggcgocgagyg

cccgtcocagt

<210> 3
<211> 981
<212> ADN

actacggege
cgetgtecca
gcgggg9gcyyg
agcccteggt
tgcagcagca
agcagcagea
gacccegggge
ccaacggeygg
gcgggceagoc
atgccgacca
ccocgcaggg
cgecgacete
tgggatttac
cgeagaceac
tgaagccttt
gcatagacaa
gcgtcaaggg
tcaccteccet
acaggagaca
atgtgtacgg

ga

<213> Homo sapiens

<400> 3

ES 2 580 837 T3

tetgeagage
cggcggcegge
cggcgacgge
ggtggtgcag
gcatcagcag
gcaacagagy
atggcggage
cttgetetac
ggceggtotg
ccacccgeoac
tocgectgge
ggacgaccty
cdaagogygad
catctgeagy
gttgaacaag
gatcgcageg
ggctctggag
cgcggacage
gaaagagaaa

ggggagtagg

aacggacace
gg9cgggggcy
tcccegtggt
cagggcggec
cagcaacagc
cegeagaate
gcggeggctg
tecgeagocca
caccaccacg
ccgcactcge
cacccaggog
gagcagtteg
gtggggetyg
tttgaggece
tggttggagg
caagggcgca
agccatttce
ttacagectgg
aggatgacce

gacacteccac

14

cgeteagoea
gtggcggcygy
ccaccagocce
gcggagacga
aacagcagca
tggtgcacea
cagcgeaccet
gottcacggt
gcctgeggga
acccacacca
cgcaccaoga
ccaageagtt
ctetgggeac
tgecagetgag
aggcggactc
agcggaaaaa
tcaaatgcec
agaaggaggt
cteoceggagy

cacaccacgg

cgeteaceag
<gg9gggIggc
cctgggocag
gctgocacggg
gcaacagcag
cgeecgetaac
cceacectee
gaacggeatg
cgogcacgac
gcagccgeeg
cccgeactog
caagcageygg
cctgtatgge
ctteocaagaac
gtocctoggge
gcggacctec
caagcccteg
ggtgagagtt
gactotgeeg

ggtgcagacg

180
240
300
360
420
480
540
600
€60
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1332
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atgcatogaa
tgtggagggt
acgtgtattg
cacaagacca
aaattagtte
catcettetg
gataagagaa

aacagattgg

aaaagatact
agtaaaatgg
aaggattatt
ctteccattga
gatggactga
ccagcaggag
teteocteate
ageggtaace

tcagcaactt

caacgagaat
acttcattga
ttcgttacct
gaccactact
cagggatttt
ctgatgetge
ttataactga

atcggaaagt

tacgatgeooc
acatacctaa
atacactaat
aatacagagt
caaatgctgg
gtatteccte
cacagttteg
accaatctte

cttctggttyg

<210> 4

<211> 711

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

atggaaagct
cagcagceoct
gcageccogeeyg
cagcaggcgc
tcagcgeocca
cgccggctca
gogocgoogea
cttecgggage
cgcteggogg
agcgecgect
ttgaactcca

cogeotocageo

ctgoccaagat
tcetgecgece
cagcggcage
cgcagctgag
agcaagtcaa
acttcagcgg
acgagcgcga
acgtccccaa
tcgagtacat
tccaggcaqgy
tggcoggcetco

ccgaggagca

ES 2 580 837 T3

caagatcact
tgccacaacc
ggagaccagc
gaatataagg
caaaaatgaa
caatggetet
tgatgagata

aaacaaagac

agceageaatyg
tactttecag
ggatattgce
tocgacctact
agaactggaa
cacctettet
teacatttee
ttttgccaat

ggagagcggc
cgcagcctgt
gcagagcgceyg
accggeggcec
gcgacagcgc
ctttggctac
gcgcaaccge
cggcygcggec
ccgeygcgety
cgtcoctgteyg
gcocggtctoa

ggagcottcte

gagcetaaate
ataatagaat
aagtattgtce
tcagataaaa
atgaagagaa
aatgaagata
ataagettat

aaagagaaat

actgtgatge
attgatgtca
tacatttata
tgtaaaagaa
agtgactctg
tgtttgocta
agtactatga

agacotegaa

ggcgccggoc
ttectttgeea
cagcagcage
gacggccage
togtecttege
agcctgccgce
gtcaagttgg
aacaagaaga
cagcagctge
cccaccatct
tocctactegt

gacttcacca

15

cocacetgat
gtctacattc
ctatttgtga
ctctcecaaga
gaagggattt
gaggagaggt
ccattgaatt

ctaaggagga

acttaagaaa
tgtatgagga
cckggagaag
tgaagatcag
ggagtgacaa
gaocccagtac
atggaaccag

aatgateagt

agcagcccca
cggccgeage
agcagcagca
cctoaggggg
ccgaactgat
agcagcagcc
tcaacctggg
tgagtaaggt
tggacgagca
cccccaacta
cggacgagygg

actggttctg

gtgtgtgett
cttctgtaaa
tgtccaagtt
tattgtatac
ttatgeaget
tgcagatgaa
ctttgaccag

ggtgaatgat

gtttetoaga
ggaaccttta
gaatggtcca
tcaccagaga
ggccaacageo
tocagtgeag
caacagooee

aaatgggtca

gccgcagocc
cgcggeggoce
gcagcagceag
cggtcacaag
gcgctgcaaa
ggccgcogtg
ctttgccacc
ggagacactg
tgacgcggtyg
ctccaacgac
ctettacgac

a

60
120
180
240
300
360
420

480

540
600
660
720
780
840
800
$60

981

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

711



10

15

<210>5
<211> 1325
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>5

atggtgcage
acggaggagg
tggtgcaaga
aagatcgaac
aagaggetygg
gaggcggage
cggaaaaagce
agegeggocg
aagggctcca
ggcgeggygcea
ggcagecctge
tttectggatg
caggagecgg
cagcagecgt
ctgagcaget
gocgacctogg
cagcacccgo
acctecctegt
ctgatgtteg
ctggggggeg
tegttecageg
ctgagogaga

tattg

<210>6
<211> 2547
<212> ADN

aggcggagag
gcocgaattcat
cggcgtcggg
gcaggaagat
gcaagcgetg
ggctgcgget
ccaaaatgga
gcggeggegyg
gcaagaaatg
aggcggecca
gcgtgagegg
aggacgacga
acgaggagga
cgcagetget
cggeggagte
gcgccggggg
cgeccgctege
ccagcagcag
acctgagett
gcgeggegge
agggcagect

tgatcgeggg

<213> Homo sapiens

<400> 6
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cttggaageg
ggcttgcage
ccacatcaag
catggagcag
gaaaatgctg

caagcacatg
ccccteggee
cgggagegeg
cggcaagcte
gtceggggac
ctcgggcgge
cgacgacgac
cgaggaacca
gagacgctac
cococcgaggga
cggcagcoge
gocagccogog
cggcagcagc
gaatttectet
cgggaacctyg
gggctoccac

ggactggcectg

gagagcaacc
ccggtggccce
cggccgatga
tctccggaca

aaggacageg

gocgactace
aagcccageg
ggcggaggceg
aaggceocceg
tacgggggcy
ggcggcgcygyg
gacgacgacg
cogcaccagco
aacgtecgeca
gcgagectet
ctctactaca
ctgtcgececcg
agcggcagca
caaagegege
toceceotgtege
ttegagttee

gaggogaact

16

tgcecceggga
tggacgagag
acgcgttcat
tgcacaacgc

agaagatccoe

ccgactacaa
ccagccagag
cgggeggtge
cggecgeggg
cgggegacga
gecaagacggt
agctgecaget
agctcctgea
aagtgceege
acgacgaggt
gottcaagaa
cgtcctcogeg
gcggcgagga
acagecgecag
tggtggataa
cogactactg

totcogacet

ggcgctggac
cgacccagac
ggtatggtcc
cgagatctcoc
gttcatcegg
gtaccggcec
cccagagaag
caagacctec
cgocaaggeqg
ctacgtgctg
caagtgegtyg
gcagatcaaa
gcogeegggg
cagccoctacy
gcgggcecgge
catcaccaag
ctecggtgtec
cgcogacgac
cgagcagcag
ggatttggat
cacgocggag

ggtgttcaca

60
120
180
240

300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
%00
360
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1325



atgctgecaaa
caggtggata
tgccaagtgg
aagctcacece
ctcaccatct
gaggatggca
aagaatgcgc
gtggtcagct
aaaaaagatg
aaaacagatg

ttcaaggaca

ctaaggatct
ttgttcccag
caggagatgc
caaaccagca
ataacgccaa
gtgagtcaga
caacceccaca
cecctcecccacce
tccgattcat
agggcactta

ttcaggtcat
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catctggact
ccagggggag
caaagataaa
gcggatctea
catcgacgac
ggccaccgtce
ggagttccgg
aaccatcatc
agtcctgtece
togetgtgag

tgtgaatgtg

ttgtttttec
atcagcgttg
gacatctcct
gtggtgtgga
gccggeattt
aacgtgaaga
gagggggaag
tggaaacaca
aacaactacc
ggcagaatcc

ccacctacca

17

tgggaactge
gagagtccaa
ggttctocee
atgatgattc
acaagtgtgt
tectttcagaa
atgcegtgat
aaggccgaga
tgcagatceg
tggcacgggg

tocaggecag

agtttctcetg
attcttctta
caatggagaa
ctcctccace

ggttacaggc

gctcatgtte
tgtgtgtgat
tgtcatcctg
gggcatcaag
ggagatcaac

gcagaatatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



gtgaatgceca
ccagagccca
gagaagtaca
gacgaggcty
cacctcaaag
ttagaggagc
tggaggactt
gtgcgtagee
ggagagtaca
gaagtgcaat
caggtgaaca
gatggcecage
gccagctate
gcagtgaace
tcttcaccat
gaaccagagg
ggtgaagaag
gtcaccateg
ggcaaagggc
gaacccagtg
aacctgatca
goegeteteet
ctgaagtcec
ggaaaatcca
gocaacggea
atettegteo
ctgttcatgt
gacatggagg
gttcgaacgyg
gagaccacgc
gagacagaaa

acaaaggaga

<210>7

<211> 1617
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 7

ccgecaacet
ccatgagctg
tectteagega
agtacatctg
tctttgcaaa
aggtcactct
ctacccggaa
atgceegtgt
teotgeaccge
atgccccaaa
tcacctgoga
tgctgecaag
tggaggtgac
gcattgggca
ccatcgacca
ccacaggtgg
tatggecatte
tgggcctgaa
tgggtgagat
cacctaagct
agcaggakbtga
cogagbggaa
tggactggaa
aggeggcteca
gocccaccte
tgetectggt
gcattgeggt
agggcaagge
aggaggagay
cactgacgga
cgaagccage

acgagagcaa
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cggecagtec
gacaaaggat
cgatagttce
cattgctgag
acccaaaatco
tacctgtgaa
catcagcagce
gtegtogetyg
cagcaacace
gctacaggge
ggtatttgee
ctccaattac
cccagactct
ggagtecettg
ggtggagcca
ggtgcccate
caagtggtat
gcccgaaaca
cagcgcggec
cgaagggcag
cggeggctce
accagagatc
tgectgagtat
ttttgtgtte
aggccotgage
ggttgtggac

caacctgtgt
cgectteteg
gaccccaaac
goccgagaag
gccagcoogaa

agcatga

gtcaccctgyg
ggggaacaga
cagctgacca
aacaaggcty
acatatgtag
gectceggag
gaagaaaaga
accctgaaga
ateggocagy
cctgtggety
tatecccagtg
agcaatatca
gagaatgatt
gaatteatce
tactccagca
ctcaaataca
gatgocecaagg
acgtacgccg
tcegagttca
atgggagagg
cccatcagac
aggctocoogt
gaggtctacg
aggacctcgg
accggggoca

atcacctget
ggaaaagccy
aaagatgagt
catgatggag
ggcccegtag

gtcaagacgg

18

tgtgcgatgce
tagagcaaga
tcaaaaaggt
gcgagcagga
agaaccagac
acceccattce
ctctggatyg
gcatccagta
acteccagte
tgtacacttyg
ccacgatcte
agatctacaa
ttgggaacta
ttgttcaage
cagcccaggt
aagctgagtg
aagccagcat
taaggctgge
agacgcagcc
atggaaactc
actatctggt
ctggcagtga
tggtggctga
cccagcccac
tegtgggeat
acttcectgaa
gyceegggygce
ccaaggagcc
ggaaacacac
aagcaaagcc

toccccaatga

cgaaggctte
ggaagacgat
ggataagaac
tgcgaccatc
tgoccatggaa
cteecatcace
gcacatggtyg
cactgatgee
catgtacctt
gyaggggaac
atggtttegy
cacccecctct
caactgtact
agacaccccc
gcagtttgat
gagagcagtt
ggagggcate
ggegctcaat
agtccaaggg
tattaaagtg
caggtaccga
ccacgtcatg
gaaccagcaa
agccatccea
cctecatogte
caagtgtggc
caagggcaag
catcgtggag
agagoccaac
agagtgccag

cgccacacag

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2547



atgaccaccc
cccgatgaga
gaagagcagt
gttatgtcag
ggtgtcatca
tcagcaacac
gttatcagca
tgtacactgc
cagacccgaa
gagtttgaag
accatgtgca
tcaaagcaaa
agagggaaaa
tggttgetgt
ctatcagatg
attgtggaac
ggaaacattg
cagagtttat
acgatatcta
atttteccag
gettgggeca
gaactgggtt
caggttgcec
aatggcactg
attgagttet
gagcattact

cagcagcagt

caggaaaaga
tgegecaggag
tattcaageg
atggaggcett
cttctgacat
agaaattcag
caccaggagt
agtttgaatc
ttgtgattea
atgtccagga
gggactatgt
accgcectgac
gtccacctece
ttgtcagtga
gacccaatga
tgctgatgea
tcacagggga
tgcatttget
atattacagc
cocteoattag
tcacaaatge
gtatcaagece
taaatggectt
gcattaacec
tacagagtca

tegyggacega

acatcttecca
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gaactttcgce
gagggaggaa
gagaaatgtt
tcatgaggcet
gattgaaatg
gaagctgctt
agtggccagg
agcttgggta
ggcagygagct
acaggcagtc
cttagactgc
catgacccgg
agaatttgca
cactgatgta
taaaattcaa
taatgattat
tgatattcag
gagtagccoca
tggaaatagg
tattttacaa
aacttotgga
gotetgtgat
ggaaaatate
ttactgtgct
tgaaaaccag
agatgaagac

acagtgtgag

ctgaaaagtt
gaaggactgc
gctacagcag
cagattagta
atattttcca
tcaaaagaac
tttgtggagt
ctgacaaata
gtgececatct
tgggectettg
aatatccttc
aatgcagtat
aaggtttctc
ctggetgatyg
gcggteateg
aaagtggttt
acacaggtaa
aaggaatcta
gcacagatec
actgotgaat
ggatcagetg
ctectcacgyg
ctgaggettg
ttgattgaag
gagatctacc
agcageattg

gctcctatgg

<210> 8

<211> 1470

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
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acaagaacaa
agttacgaaa
aagaagaaac
acatggagat
aaagcccaga
ctaaccctce
tcctcaaacg
ttgcttecagg
tcatagagtt
gcaacattge
ccecoctotttt
gggctttgtc
catgtctgaa
cctgetggge
atgcgggagt
cteotgettt
ttctgaattg
tcaaaaagga
agactgtgat
tteggacaag
aacagatcaa
tcatggacto
gagaacagga
aagcttatgg
aaaaggcett
cacceccaggt

aaggtttcca

atctctgaat
gcagaaaaga
agaagaagaa
ggcaccaggt
gcaacagctt
tattgatgaa
aaaagagaat
aaattctctt
gctcagetea
tggagatagt
gcagttattt
taatctctgt
tgtgectttee
ccteteatat
atgtaggaga
gcgagetgtg
ctcagectctg
ageatgttgg
agatgccaac
aaaagaagca
gtacctagta
taagattgta
agccaaaagg
tctggataaa
tgatettatt
tgaccttaac

gctttga

60

120

180

240

300

260

420

480

540

600

660

720

780

B840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1617



10

atgetggaca
aacagoctygy
aacagcoccace
ccegeoccege
gcaccgoagc
cagctgekge
geggacggge
gggccggacyg
gagggcggca
aagccgoogt
cggoteoacge
aacaagcagqg
aaggtgecge
agcgacgacy
cgggecaage
gaccgcgcecyg
gccagcagca
tacagctcecg
ggectgageg
geogeegege
teoctecaace
gtcocegeace
tccteocacgt
ccaagtttta

gggtettett

<210>9
<211> 2908
<212> ADN

tgggagatag
tgcdogagge
acececagea
aaccgcoccogcce
ccccccagac
tocogoogee
tgggcggeaa
agaaggagaa
aggacgggga
tcagctacaa
tcaacggeoat
gctggecagaa
gocactacga
tgttcategyg
tggecttcaa
gctccctcta
ctttgagtkta
tgttgactca
tggacegget
tagecgeete
cetgeteegt
cgtcaatgac
cgccgeagygc
cgacgggact

ccaacccttt

<213> Homo sapiens

<400> 9

cgggcgccgc aggagcgagt gagctgggag cgaggggcga aggcgcggag aagcccggcc
gcccggtggg cggcagaagg ctcagccgag goggcggogc cgactccgtt ccactctcogg

cceggateca ggectecoeggg tteccaggeg ctcacctecce tcotgacgeac tttaaagagt
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gaaagaggty
ggtecagaac
coaceaccac
gccgeogeag
gecggggcegec
gccaccgcca
gggegagecg
gggcgecgge
ggggggcaag
cgogeteate
ctacgagttce
ctcecateocge
cgaccegggce
cggcaccacy
gegeggtgey
ctggcccatg
caacggcacc
gaactcgctyg
ggtcaacggg
ggtgecctge
caacctgete
ttcgecagage
cccctegace

gtetgyggga

aatacattaa

aaaatgatca
gacaacgaca
caccaccace
cagcagcage
ceggeegecyg
ccaccggecyg
ggcggegggce
gecggggaagy
gagggcegaga
atgatggecca
atcatgaaga
cacaatctgt
aagggcaact
ggeaagetge
cgecteacet
tcgccetteo
acgtcggcct
ggcaacaacc
gagatceegt
ggectgtegy
gegggecaga
agcacgtcca
ctgcectgty

ctgtectgatt

20

ceaagtocte
acgcgagoca
atcaccacca
cgocgeogec
acgacgacaa
cogooctgga
cgggggaget
aggagaagaa
agaagaacgg
tocoggeagag
acttccetta
ccctcaacaa
actggatget
ggcegeegete
ceaceggect
tgtccctgea
accccagcca
actccttete
acgccacgea
tgecctgete
ccagttactt
tgagcgoecag
agtctttaag

atttcacaca

gtteageate
dggccaccac
cocgecgooy
gocgeococg
gggcccccag
cggggctaaa
ggegecegte
gIgIIeggge
caagtacgag
ccocgagaag
ctaccgogay
gtgettegty
ggaccegteyg
caccacctey
cacctteaty
ccacccccgo
ccccatgcce
caccgccaac
ccaccteacy
tgggacctac
ttteeccacae
ggoogegtec
accckcttty

tcaaaatcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1470

60

120

180



cteceoecctt
tcggaggaag
tgcacaactt
ccegoctttt
ceecttoteo
aaaazaaaaa
gcaaattctt
ttetogggat
cctttecttt
tcceccaatte
cgecaggage
caagcgctge
ctecgaggac
gttcctcaac
cccggacttg
cceggtgceg
ccccctatte
ctaccgatat
gcacaacgeg
tctaaggctg
gctggcacac
aacaaagtto
agggacgcac
agacgtgacae
gcaaaagaga
tacacgttca
ctggacagcg
gctccttcat
aaggagaaag
agaaagctga
caagatgatt

aaaaccacga

ccacctcagg
ctgtttatgt
gtgaagaagc
gcagaggaga
tecctgecte
aaagazaaaa
ctggaaggat
ccteoggettt
ctttecttect
tegtecgtee
tgggagecca
ttcaccatcg
cccatcegte
ggcttccact
gtgttcgceg
ccgocgeacy
gcctcocgeoagce
ctgggtcatc
ctggccegaa
gaacacgcct
agcctcagee
aaaaggcaga
catattaacc
tcagatgatt
cagggagagyg
ccgagaaagqg
agggcacagyg
caacaagcga
agggagggag
acgktgcactc
ggcaggtatt

cccaaccagg
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gcgagtaata
gatcccogea
gaacacttoc
aaaaactttt
taactcegat
agagaaaaaa
ttteccecet
geotetecct
ttecticeoee
teogregeggy
gggcgeecgc
agtcgctggt
cegeggeact
cggccgocgco
aggcggtctc
coctggeege
agcgggatcc
gettecaagy
agoccaageg
ttgagaagaa
tcacggaaac
agetggagga
ggtggagaat
daaaacataa
tggagaagga
gagagggaat
gtcccaaacc
cectegtcta
agagagaaagqg
tgacaagggg
cegtttatca

cacaggactt

gogaccaatc
ctaattaggc
atggattgtc
tttttttttt
cococcacgc
aaagaaaaaa
ctettecaggt
cteectooce
ccacceccac
cagcgggcygy
tecteggege
ggccaaggac
cagctacgcet
cgoccgccgeco
gocaccegccc
ccacceccta
gtccaccttc
gaacgqacact
gatccgaacc
tcactacgtg
tcaggtaaaa
agaaggctca
cgoccaccaag
agotaaccec
aaaaacccta
cggagggagc
gaggccgegce
aagaggcagc
agagagaaaqg
agctgtcaat
cagtccactt

ttttgttttt

21

atcaagcecat
tcatgaacta
cttggactta
gectcocceg
catetegeoca
aattacccca
tgggegegtt
cetectttec
coccaccocca
cggaggcagc
agcatgttco
agtccecctge
aactccagcece
ggtaggyycyg
aaccccgcceg
cectectege
tacccctggco
agcoccgaga
gectteteoeoo
gtgggcgceg
gtatggtttc
gattegcaac
caggcgagtc
acagaaacqgg
caaaacaaaa
agcggaatgce
caagatggca
tgagtgagag
agagagagaqg
caaacaccaa
aaaaaatgat

tgcacttcgeo

ttaccaggcet
acaaatcgtt
gggcgocctyg
agaactttcc
aagaaaaaaa
atccacgcct
tggtgcaaga
tttttcottt
aacaaacgag
gtgcggeggt
agooggegeo
ccgectegeg
ccataaatce
tctactccaa
tgccagktgca
actcgeccaca
tcatccaccg
gtttectttt
cgtecccaget
aaaggaagca
agaaccgaag
aaaagaaaaa
cggaggaaat
acaacatgga
acaaaccgca
ggcgaagact
gaggatggag
acacagagag
agagagagag
accggggaga
gatgatgata

tgtgtttcce

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



10

cceccatettt
cacetgttte
cgaaaatgaa
gatttttttt
agtgattgtg
gggagcagga
gacttgtact
acatcctgag
cgagttcaac
tgaaggactg
tcaagoactg
cttaatgtet
tetaacacac

tatcaatatg

aaaaataatt
aaatecttga
ttgtaatttt
cccaagaaat
caagctaaat
cgacgggggg
gggaaaaaaa
gettaaaace
cattcactgc
tagttagcgg
agtttctatt
tectatacecag
tatatacttce

ccctcaaaaa

<210> 10

<211> 2191

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

gcgacgaaag
atgtgtgaga
cgagccccgt
agtgaatcag
gaagatcgta
ggtgtccaac
acccagggca
agcccagtat
ctccgagggg
tcgcaacctg
gatgctgaac
agtaccaggg
caactccatc
gcggaagectg

agagtttgag

agaggatgcc
tcttctatte
gggatccgga
cttggtggtg
gagctagctc
ggatgtgtga
atcggaggca
aaacgggagt
gtctgtacca
gctagcgaaa
ggacagaccg
caacccacgc
agctccaatg
cagagaaata

aggacccatt
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agtaataaaa
aatgcatgta
ctttteocttt
gtgcagtotg
gaagtaggct
gctgggggtyg
ceectaaatt
ctgatgeaaa
aatgcctatt
ggatgatgtt
ccaagatcat
aatgtaaata
caagaagtat

aaaaaaaa

tcttaaagge
aaagagtgga
ggctgccaac
tectttgtcaa
acagcggggce
gtaaaattct
gtaagccaag
gcccgtcecat
acgacaatat
agcaacagat
gaagctgggg
aagacggctg
gagaagactc
gaacatcttt

atccagatgt

aacaaaaatt
geagttgtty
taaagacagg
taaacacttt
cagcgatagt
gcgggggagg
aattatattt
cttetecttt
ccaaacttta
aagtgtggec
agacttacta
tttttgtgtt

gtcaatgtea

agaagacttt
catatagcce
cagctccage
cgggcggceca
ccggecgtge
gggcaggtat
agtggcgact
ctttgettgg
acccagtgtg
gggcgcagac
cacccgecect
ccagcaacag
ggatgaggct
tacccaggag

gtttgceegg

22

ccatatctag
ggcgaatggt
ttctgtgtge

ttgatacctt
ggtcctctta
gtgoccacaa
cttggacatt
cagtggttgg
aatctatcta
aagcgcacgg
aagagagtga
ttgtgttaat

atattttgte

aactaggggc
agttttcaga
atgcagaaca
ctgccggact
gacatttccce
tacgagactg
ccagaagttg
gaaatccgag
tcatcaataa
ggcatgtatg
ggttggtatc

gaaggacagg

caaatgcgge
cagattgagg

gaaagactag

cogcatccca
gtttaaagac
tttttatttt
ctgatgtcaa
cagagaaacg
aaagaatcag
cocctttecta
agaaattggce
ttgcaaaacc
cggcaagttt
caaatgcttc
ttgttagaat

aataaagatt

gggcgagcag
gccacgtatt
gtcacagcgg
ccacccggcea
gaattctgca
gctccatcag
taagcaaaat
acagattact
acagagttct
ataaactaag
ccgggacgtce
gagaaaacac
tgcagctgaa
ctctggagaa

cagccaaaat

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2908

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



agatctacct
agaagaaaaa
cagcagcagt
ctcectttaca
tgetttgecg
ceccagteag
gagttatgat
caccteggga
tccoggaagt
gagagagaat
goggttgggt
gtgtectata
cggtatcagt
tatttgtaaa
cttggatctg
atggatttaa
tggactgatg
cactagatat
tatgtgcaaa
gtgtettega
aatcctcaga

aaaaaaaaaa

gaagcaagga
ctgaggaace
ttcagtacca
tcgggttcea
ccgatgecca
acctectegt
acctacacoe
accactteaa
gaacctgaca
gtgatcgaga
attcaggaaa
ctggageceyg
tggaacaaat
tgggeattty
tgttggetea
gagttttatc
ttccaagttt
atgtaaaaaa
aaagggtaag
tataatccaa
atgatttcta

aaaaaaaaaa
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tacaggtgty
agagaagaca
gtgtctacca
tgttgggecyg
gcttcaccat
actactgeat
cteageacat
caggacteat
tgtctcagta
gggggattgt
gaaagagaaa
ggaatggact
ctteattttyg
tatgttataa
tgtggttgtt
aagatatatc
gtatcattce
tatctgttgg
atatgaatte
tttgttttat
taataaagtt

aaaaaaaaaa

gttttctaac
ggccageaac
gccaattcca
cacagacacc
ggcaaataac
getgeeeace
gcaaacgacac
ttecacetgga
ctggceoctega
gtteocactcag
tggetgttag
agaaaceagy
gtatceaaac
tgaagaaaag
taaaggaaac
gaatacttct
tttgcatata
tttttccaaa
gaggagaagt
gtcaaaatgt
aatttecattt

a

23

cgaagggaca
acccegagte
cagcccacca
gocctcacca
ctgcctatge
agecactteag
atgaacagte
gtgteagtte
ttacagtaaa
ccaatgacta
aagcacttca
acctttgegt
ttttatteat
aacaacacag
catgatcgac
acccatctgt
attaaacatg
ggttgttaac
tgatagctaa
aagtatttgt

atatttgaaa

agtggagaag
acatecctat
cacctgtctc
acacgtacag
aaccecccagt
tgaatgggeyg
ageceatgygy
cagtecaagt
gagagagaaa
tgtggacaca
ctttacaact
acagaaggea
tttggtgtat
getgttggat
aagatttgeoc
tcatagttta
gaacaacata
agataaagtt
aaggtagagt
cttecctaga

aaaaaaaaaa

%60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14440

1500

1560

1620

1680

1740

1800Q

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2191



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 580 837 T3

REIVINDICACIONES
1. Un método in vitro para producir Células Madre Neuronales (NCS), que comprende:

a) proporcionar células somaticas de mamifero seleccionadas entre el grupo de fibroblastos, queratinocitos y
adipocitos; y

b) reprogramar dichas células somaticas en NSC por introduccion, en las células somaticas, de al menos dos
genes seleccionados entre el grupo de Bmi1 y Sox2 y cultivar las células somaticas en un medio que comprende
factores de crecimiento seleccionados entre el grupo de FGF2, EGF y BDNF y un inhibidor de ROCK de
molécula pequena.

2. El método de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente
c) incubar el producto de la etapa b) en condiciones adecuadas para proliferacion de las NSC.

3. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que las células somaticas de mamifero de la etapa
a) son células humanas.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que los factores de crecimiento y la molécula
pequeia de la etapa b) son complementos de un medio quimicamente definido.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que el medio quimicamente definido es un medio sin suero
complementado con insulina, transferrina y progesterona.

6. El método de la reivindicacion 1 a 5, en el que los al menos dos genes de la etapa b) comprenden
adicionalmente al menos un gen seleccionado entre el grupo que consiste en Mash1, Sox11, Emx2, Foxg1 y
Pax6.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que el al menos un gen adicional de la etapa b) es Mash1.
8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el inhibidor de ROCK se selecciona entre el
grupo que consiste en 1-(5-Isoquinolinsulfonil)homopiperazina, N-Bencil-2-(pirimidin-4-ilamino)tiazol-4-
carboxamida, diclorhidrato de (+)-(R)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridil)ciclohexanocarboxamida) y N-{(3R,4R)-4-
[4-(2-Fluoro-6-hidroxi-3-metoxi-benzoil)-benzoilamino]-azepan-3-il}-4-hidroxi-3,5-dimetil-benzamida.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que las células somaticas se tratan previamente
con un inhibidor de histona desacetilasa (HDAC).

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que los al menos dos genes que comprenden
Bmi1 y Sox2 se administran a las células somaticas con un lentivirus.
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