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DESCRIPCIÓN

Transformación de células somáticas en células madre neuronales reprogramadas inducidas (IRNSCS)

La presente solicitud se refiere a un método para transformar células somáticas en Células Madre Neuronales 5
(NSC, acrónimo de Neural Stem Cells). Además, la presente solicitud se refiere a un método para transformar
fibroblastos humanos, queratinocitos o adipocitos en células madre neuronales basándose en etapas 
relacionadas de transducción de genes e inducción en medio químicamente definido.

El dogma de que las células somáticas completamente diferenciadas tienen propiedades absolutamente 10
irreversibles se aceptó en general durante mucho tiempo. Esto empezó a cambiar cuando una serie de 
experimentos pioneros mostró que los perfiles de expresión de genes silenciosos se pueden reactivar 
completamente por la fusión de diferentes pares de tipos celulares (Blau, H. M. How fixed is the differentiated 
state? Lessons from heterokaryons. Trends Genet. 5, 268-272 (1989)). Más recientemente se demostró que la 
transferencia de núcleos de un tipo de célula somática en un óvulo enucleado podría dar lugar a la reversión 15
completa del perfil de expresión genética de las células somáticas, y a la formación 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 somáticas se pueden reprogramar a células 20
madre pluripotentes inducidas (iPSC) por transducción de cuatro factores definidos (Sox2, Oct4, Klf4, c-Myc). Se 
han reprogramado diferentes tipos de células somáticas incluyendo fibroblastos, adipocitos y queratinocitos a un 
estado pluripotente de iPSC. Durante los últimos años surgió la pregunta de sí algunos tipos de células 
somáticas específicas se podrían transdiferenciar a un tipo de célula somática completamente diferente, tal como 
una neurona. Wernig y colaboradores abordaron esta cuestión que muestra la transformación directa de 25
fibroblastos de ratón en neuronas funcionales por transducción 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 postmitóticas que, por definición, no son 
capaces de proliferar y que no toleran los procedimientos de congelación y descongelación. El documento
US2010/0021437 desvela un método para generar células madre pluripotentes inducidas a partir de fibroblastos 30
y la inducción de esas células para diferenciarlas en fenotipos neuronales.

Sin embargo, la transformación directa de células somáticas 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 específicas. Estas requieren un medio químicamente definido, por ejemplo, medio 35
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) son40
completamente interconvertibles. Las células madre neuronales se pueden cultivar indefinidamente y aún 
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, apoplejía, y 45
lesión 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 50
muchos inconvenientes importantes ya que o bien plantean una serie de consideraciones éticas altamente 
sensibles y/o requieren tecnologías complicadas y laboriosas que sufren de serios problemas con la 
reproducibilidad. Hasta el momento no se ha descrito ningún método en el que las células madre neuronales se 
puedan derivar de directamente de células somáticas diferenciadas. En principio, las células madre neuronales 
se podrían obtener a partir de iPSC que se han derivado de las células diferenciadas. Sin embargo, esto podría 55
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. Además, se ha informado que la derivación de 
células madre neuronales a partir de células madre pluripotentes fluctúa debido a mecanismos estocásticos. Un 
obstáculo común de las iPSC y las ESC es que incluso un pequeño número de células no diferenciadas puede 
dar como resultado la formación de teratomas (tumores de células germinales que comprenden varios tipos de 60
células), que generan contaminaciones graves que no se pueden ignorar. Las células madre somáticas, tales 
como células madre neuronales no forman teratomas. Por lo tanto sigue existiendo una necesidad de una 
tecnología de fácil acceso y reproducible para la generación de células madre neuronales. La presente invención 
proporciona un método para transformar células somáticas directamente en células madre neuronales. El nuevo 
método alivia la necesidad de obtener células iPS y, por lo tanto elimina el riesgo de formación de teratomas. 65
Tales células sin la capacidad de formar teratomas son útiles y seguras para aplicaciones en medicina 
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regenerativa. Preferentemente, dichas células somáticas son células somáticas de mamífero, más 
preferentemente células somáticas humanas. Dichas células somáticas humanas se pueden obtener a partir de 
un individuo sano o de un paciente. Preferentemente, dichas células somáticas son células de fibroblastos, 
adipocitos o queratinocitos, más preferentemente células de fibroblastos. Dichas células de fibroblastos, 
adipocitos o queratinocitos se pueden derivar de forma fácil y segura de un paciente o individuo sano, por 5
ejemplo, con métodos no invasivos tales como biopsia de piel o de cabello arrancado. El método de la presente 
invención permite transformar células somáticas, tales como células de fibroblastos, adipocitos o queratinocitos 
de individuos sanos o enfermos directamente en células madre neuronales. Estas células madre neuronales 
específicas de individuos o pacientes sanos se pueden expandir de forma indefinida. El cultivo es fácil y está bien 
caracterizado. Es posible congelar y descongelar de forma reproducible alícuotas de células madre neuronales10
específicas de individuos y pacientes. En particular, las derivadas células madre neuronales de paciente 
representan un modelo in vitro de enfermedad relevante para estudiar la patofisiología de enfermedades del
SNC. La transformación de células somáticas específicas del paciente directamente en células madre neuronales
representa una tecnología de fácil acceso y reproducible para generar BioBancos de células madre neuronales 
específicas de paciente. Los BioBancos de este tipo tienen gran importancia para enfermedades relacionadas 15
con el SNC, ya que una patología 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 sistemáticamente fármacos eficaces y seguros. 

20
Una diversidad de enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por pérdida de células neuronales. La 
capacidad de regeneración del cerebro adulto es bastante limitada en respuesta a lesión cerebral y 
enfermedades neurodegenerativas. Además, con frecuencia las intervenciones farmacológicas 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 25
pueden usar en medicina regenerativa para tratar enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de 
Parkinson, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotrófica (ELA/enfermedad 
de Lou Gehrig) o lesión 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 30
somáticas aisladas de un individuo sano o de un paciente. Las células madre neuronales específicas 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 autólogas, anulando de este modo cualquier rechazo inmune debido a la 
incompatibilidad inmunológica entre paciente y donante. Esta estrategia podría eliminar el requisito de 
inmunosupresores en terapia de trasplante de células. Por otra parte, la creación de bancos biológicos de células 35
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 heterólogo de células madre 
neuronales con un tipo de HLA compatible reduce el riesgo de respuestas inmunes no deseadas que podrían
conducir al rechazo de las células trasplantadas.

40
Para conseguir el avance importante de la invención que se describe en el presente documento, fue necesario
evitar algunas de las limitaciones de reprogramación existentes, así como combinar la transducción de genes 
con el uso de una etapa de inducción con un medio específico.

En el presente documento se proporciona un método para transformar células somáticas en Células Madre 45
Neuronales (NSC), comprendiendo dicho método las etapas de:

a) proporcionar células somáticas

b) reprogramar dichas células somáticas en células madre neuronales mediante la introducción de al menos dos50
genes e

c) inducir la reprogramación con factores de crecimiento y la molécula pequeña; 
En una realización más, dicho método comprende adicionalmente

55
d) incubar el producto de la etapa b) y c) en condiciones adecuadas para proliferación de las células madre 
neuronales. Por lo general, el producto de la etapa b) y c) se puede identificar fácilmente en un cultivo celular
como neuroesferas. Preferentemente, dichas condiciones adecuadas para proliferación de las células madre 
neuronales comprenden cosechar dichas neuroesferas y expandirlas en un medio químicamente definido. 
Preferentemente, dicho medio es un medio de expansión y las neuroesferas se cultivan en condiciones de cultivo 60
no adherente. A continuación se describen adicionalmente algunos ejemplos no limitantes de medios de 
expansión.

La expresión "célula somática", 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 línea germinal (por ejemplo, espermatozoides y óvulos, las 65
células a partir de las que se generan (gametocitos)) y células madre no diferenciadas. Órganos internos, piel, 
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huesos, sangre y tejido conector, todos están formados por células somáticas. Las células somáticas 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 somáticas usadas para transformación en células madre neuronales son de origen 5
mamífero, lo más preferentemente de origen humano. Dichas células somáticas humanas se pueden obtener a 
partir de un individuo sano o de un paciente. Preferentemente dichas células somáticas se eligen entre el grupo 
de células de fibroblastos, adipocitos o queratinocitos. Estas células donantes se pueden obtener fácilmente 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 10
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 órganos o tejidos de piel. Algunos fibroblastos 
preferentes son fibroblastos de pulmón, fibroblastos de prepucio, y fibroblastos dérmicos de adultos. En una 
realización especial de la presente invención, 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 15
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 
fácilmente 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 20
el método de la presente invención también son preferentes las células donantes.

Un aspecto preferente de la presente invención es un método para generar células madre neuronales específicas 
de paciente. Otro aspecto de la presente invención es un método para generar células madre neuronales a partir 
de células somáticas obtenidas a partir de un individuo sano.25

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
"irNSC": células madre neuronales reprogramadas inducidas. Las células madre neuronales se pueden expandir 30
de forma indefinida y se pueden diferenciar en neuronas o células gliales (por ejemplo, astrocitos y 
oligodendrocitos). La expresión "células madre neuronales específicas de paciente" se refiere a células madre 
neuronales obtenidas a partir de células somáticas de un paciente y también se denominan células madre 
neuronales autólogas. "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 somáticas de un 35
individuo del que no se sospecha que padece ningún trastorno o enfermedad.

Como se usa en el presente documento, el término "reprogramar" se refiere a una o más etapas necesarias para 
transformar una célula somática en una célula menos diferenciada, por ejemplo, para transformar células de 
fibroblastos, adipocitos o queratinocitos en células madre neuronales. La reprogramación de una célula somática40
en una célula madre neuronal se consigue por introducción de al menos dos genes implicados en el 
mantenimiento de las propiedades de las células madre neuronales. Algunos genes adecuados para la 
reprogramación de células somáticas 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 45
realización preferente, se introducen al menos dos genes, en otra realización preferente se introducen tres
genes. Una combinación de genes preferente a introducir en las células somáticas comprende Bmi1 y Sox2. En 
una realización preferente adicional, esta combinación de al menos dos genes comprende adicionalmente
Mash1. En otra realización, esta combinación de al menos dos genes comprende adicionalmente un gen 
seleccionado entre el grupo que consiste en Mash1, Emx2, Foxg1, Pax6 y Sox11. En una realización más, la 50
combinación de al menos dos genes comprende Bmi1 y Sox2 y Mash1.

La expresión "introducción de genes", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier método que 
conduzca a la expresión estable de dicho gen en una célula somática. Dichos genes se introducen en células 
somáticas con métodos conocidos en la técnica, ya sea mediante la administración en la célula a través de 55
vectores de reprogramación o mediante la activación de dichos genes a través de moléculas pequeñas. Algunos 
ejemplos de vectores de reprogramación son retrovirus, lentivirus, adenovirus, plásmidos y transposones. En el 
presente documento, es preferente el uso de un lentivirus para la administración de dichos genes. Algunos 
ejemplos de moléculas pequeñas adecuadas para la activación fuerte de dichos genes son inhibidores de 
Metilación del ADN, inhibidores de la histona desacetilasa, ergolinas (por ejemplo, etilamida del ácido lisérgico), 60
flavonas (por ejemplo 7’ hidroxiflavona), paulonas (por ejemplo Kenpaulona) (Reprogramming of murine 
fibroblasts to induced pluripotent stem cells with chemical complementation of Klf4 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 Klf4 with Small-Molecule Compounds Yan Shi et al. Cell 
Stem Cell – 6 de noviembre de 2008 (Vol. 3, Apartado 5, pp. 568-574)). Para inducción satisfactoria de la 65
reprogramación, las células somáticas se cultivan en un medio adecuado complementado con factores de 
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crecimiento y una molécula pequeña. Como se usa en el presente documento, la expresión "factor de 
crecimiento" se refiere a un polipéptido biológicamente activo que causa proliferación celular, e incluye tanto 
factores de crecimiento como sus análogos. Estos incluyen, pero no se limitan a, factor de crecimiento 
epidérmico, factores de crecimiento transformante, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento de 
fibroblastos ácido y básico y factor de angiogénesis, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factores de 5
crecimiento insulínico y de tipo insulínico 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 neurotrófico 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 combinación por parejas, o lo 
más preferentemente, los tres factores se usan en conjunto. Además, los fibroblastos se cultivan en presencia de 10
al menos una molécula pequeña. La expresión "molécula pequeña", o "compuesto pequeño”, como se usa en el 
presente documento, se refiere una molécula orgánica o inorgánica 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 realización preferente, dicha 
molécula pequeña comprende un inhibidor de la familia de serina/treonina quinasa que forman bucles 15
superenrollados asociados con Rho (ROCK) de proteína 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 pequeñas 20
seleccionadas entre un inhibidor de una o más de las quinasas AMPK (proteína quinasa activada por AMP, 
subunidad no catalítica beta 1; símbolo oficial: PRKAB1), CHK2 (homólogo de punto de control de CHK2 (S. 
pombe), símbolo oficial: CHEK2), MSK1 (proteína S6 quinasa ribosómica, 90 kDa, polipéptido 5; símbolo oficial: 
RPS6KA5), PKA (proteína quinasa, dependiente de cAMP, catalítica, alfa; símbolo oficial: PRKACA), PKGa 
(proteína quinasa, dependiente de cGMP, tipo I; símbolo oficial: PRKG1) y SGK1 (quinasa 1 regulada por 25
suero/glucocorticoide, símbolo oficial: SGK1). 

Un "medio adecuado para inducción de la reprogramación", también representado como "medio de inducción",
como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier medio químicamente definido útil para inducción 
de la reprogramación de las células somáticas. En el presente documento, es preferente un medio sin suero 30
complementado con insulina, transferrina y progesterona. Algunos medios preferentes usados en el presente 
documento contienen 10-50 µg/ml de insulina, 10-100 µg/ml de transferrina y 10-50 nM de progesterona. Algunos 
ejemplos de medios sin suero adecuados para inducción de la reprogramación 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 µg/ml de insulina, 50 µg/ml de transferrina, selenito sódico 35
30 nM, progesterona 20 nM (Sigma), putrescina 100 nM (Sigma)), o medio de proliferación de NS-A NeuroCult®
(Stemcell Technologies). En el presente documento, el más preferente es un medio sin suero como se ha 
descrito anteriormente que está 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 
realización preferente con el medio está complementado con 10-50 ng/ml de FGF2, 10-50 ng/ml de EGF, 1-40
20 ng/ml de BDNF y Fasudilo 1-50 µM o el compuesto 324 similar al Balanol 1-10 µM. Después de introducir al 
menos dos genes, las células somáticas a reprogramar se cultivan preferentemente en dicho medio de inducción 
durante al menos 1 día, preferentemente de 1 a 7 días, lo más preferentemente de 2 a 3 días.

En una realización las células somáticas de la etapa a) se tratan previamente con un inhibidor de Histona45
Desacetilasa (HDAC). "Tratar previo" o "tratamiento previo" como se usa en el presente documento se refiere a 
incubación de las células somáticas en un medio adecuado complementado con dicho inhibidor de HDAC de 4 a
60 horas, preferentemente 48 horas. Los inhibidores de HDAC útiles en el presente documento se seleccionan 
entre el grupo que comprende butirato sódico (ácido butanoico, sal sódica) Tricostatina A (TSA, 7-[4-
(dimetilamino)fenil]-N-hidroxi-4,6-dimetil-7-oxohepta-2,4-dienamida) y Ácido Valproico (ácido 2-propil-50
pentanoico). En una realización las células somáticas de la etapa a) se tratan previamente con Ácido Valproico. 
En otra realización las células somáticas de la etapa a) se tratan previamente con Ácido Valproico durante 48 
horas.

Para propagar la proliferación de las células madre neuronales como cultismos de neuroesferas, las células 55
madre neuronales inducidas se cultivan en un medio de expansión 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 
realización dicho medio de expansión comprende adicionalmente uno o más complementos seleccionados entre 
el grupo que consiste en Heparina, Ácido Ascórbico, SHH (Hedgehog Sónica Humana Recombinante), FGF8 60
(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 divulgación 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 diferenciación por omisión65
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de al menos uno de los factores de crecimiento del medio de reprogramación. Preferentemente dichos factores 
de crecimiento a retirar comprenden EGF y FGF.

En otra realización preferente de la invención, se usa un gen marcador para facilitar la identificación sistemática y 
cuantificación de las células madre neuronales reprogramadas de forma satisfactoria. Por ejemplo, un gen que 5
codifica una proteína marcadora fluorescente se introduce en las células somáticas diana mediante transducción 
de lentivirus. Algunos ejemplos de proteínas portadoras fluorescentes son GFP, YFP, EGFP o DsRed. 
Preferentemente, dicho gen marcador está unido de forma operativa a un promotor de nestina. La nestina se 
expresa de forma específica en células madre neuronales, por lo tanto, el gen marcador bajo el control de un 
promotor de nestina permite una identificación sistemática e identificación rápidas de las células madre 10
neuronales reprogramadas inducidas. A partir de ese momento, esas células se identifican sistemáticamente 
para identificar una célula que presente el fenotipo deseado, es decir, neuroesferas. Las neuroesferas con un 
tamaño superior a 20 µm, preferentemente superior a 50 µm, se seleccionan y se cosechan para expansión 
adicional.

15
En otro aspecto de la invención, se proporciona una población de células madre neuronales producidas con 
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente. Preferentemente, la población de células madre 
neuronales es específica del paciente, es decir, se deriva de células somáticas obtenidas a partir de individuos 
enfermos. En otra realización dicha población de células madre se obtiene a partir de un individuo sano. Las
células madre neuronales se pueden expandir de forma indefinida. El cultivo es fácil y está bien caracterizado. Es 20
posible congelar y descongelar alícuotas 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 patofisiología de enfermedades del SNC. La transformación de células somáticas específicas de paciente 
directamente en células madre neuronales representa una tecnología fácilmente accesible y reproducible para 
generar BioBancos de células madre neuronales específicas de paciente. Por lo tanto, en un aspecto preferente 25
adicional de la invención, se concibe un BioBanco que comprende células madre neuronales específicas 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 biológicas tomadas de diferentes individuos o especies. La 
colección de muestra de ensayo archivada y datos asociados está destinada a fines de investigación con el 30
objetivo de abordar enfermedades neuronales similares a las enfermedades neurodegenerativas tales como
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotrófica
(ELA/enfermedad de Lou Gehrig) apoplejía, y lesión de la médula espinal o para terapia de dichas enfermedades 
neurológicas.

35
También se desvela el uso de células madre neuronales obtenidas con este método. En una realización
preferente, las células madre neuronales obtenidos con este método se usan como un modelo in vitro para 
estudiar la patofisiología de enfermedades del SNC. Por ejemplo, las células madre neuronales obtenidas con el 
método de la invención se pueden sacar idéntica sistemáticamente compuestos que revierten, inhiben o 
previenen enfermedades neurológicas. Además se pueden usar para identificación sistemática de compuestos 40
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 invención que 
se describen en el presente documento se derivan de sujetos enfermos.

La divulgación también se refiere a una composición terapéutica que contiene células producidas por cualquiera 45
de los métodos mencionados anteriormente o que contiene cualquiera de las poblaciones celulares mencionadas 
anteriormente. Preferentemente, las composiciones terapéuticas comprenden adicionalmente una solución 
fisiológicamente compatible que incluye, por ejemplo, fluido cerebroespinal artificial o solución salina tamponada 
con fosfato. Dicha composición terapéutica se puede usar para tratar, prevenir o estabilizar una enfermedad 
neurológica tal como, por ejemplo, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de 50
Huntington, o ELS, enfermedades de almacenamiento lisosomal, esclerosis múltiple, o una lesión 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 invención. En una realización de la invención las células madre neuronales se 
cosechan y se introducen en el individuo para tratar la afección. En otra realización dichas células madre 55
neuronales se cultivan en condiciones adecuadas para diferenciación en neuronas, oligodendrocitos o astrocitos 
antes de su introducción en el individuo, y se pueden usar para reemplazarlo ayudar a la función normal del 
tejido enfermo o dañado. La gran ventaja de la presente invención 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 60
autólogas y/o compatible en terapia celular ofrece una ventaja principal con respecto al uso de células no 
autólogas, que probablemente van a experimentar rechazo inmunológico. Por el contrario, es poco probable que 
las células autólogas provoquen respuestas inmunológicas significativas. 

También se desvela el uso de biobancos de células madre neuronales a la terapia de enfermedades 65
neurológicas. 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 heterólogas. De forma 
convencional, el rechazo se previene o se reduce mediante la administración de agentes inmunosupresores o 
fármacos anti rechazó tales como ciclosporina. Sin embargo, los fármacos de este tipo tienen algunos efectos 5
secundarios significativamente adversos, por ejemplo, inmunosupresión, propiedades carcinogénicas, toxicidad 
renal así como que son muy caros. La presente invención debería eliminar, o al menos reducir en gran medida, 
la necesidad de fármacos anti-rechazo, tales como ciclosporina, Imulan, FK-506, glucocorticoides, y rapamicina,
y derivados de los mismos.

10
Con respecto a los métodos terapéuticos de la invención, no se pretende que la administración de células madre 
neuronales a un mamífero se limite a un modo de administración, dosificación o frecuencia de dosificación en 
particular; la presente invención contempla todos los módulos de administración, incluyendo intramuscular, 
intravenosa, intraarticular, intralesional, subcutánea, o cualquier otra vía suficiente para proporcionar una dosis 
adecuada para prevenir o tratar una enfermedad. Las células madre neuronales se pueden administrar al 15
mamífero en una sola dosis o en múltiples dosis. Cuando se administran múltiples dosis, las dos y se pueden 
separar entre sí, por ejemplo, entre una semana, un mes, un año, o diez años. También se puede administrar 
uno o más factores de crecimiento, hormonas, interleuquinas, citoquinas, películas pequeñas u otras células
antes, durante o después de la administración de las células para sesgarlas adicionalmente hacia un tipo de 
célula en particular.20

Breve descripción de las figuras

Figura 1: Representación esquemática del método para transformar fibroblastos humanos en irNSC. Día 0: los 
fibroblastos humanos se tratan con tripsina y se transfección en un volumen pequeño con una combinación de 25
genes y el indicador de GFP de nestina usando el medio de inducción (N2B27 con FGF, 30 ng/ml de EGF; 
20 ng/ml de BDNF; Fasudilo 10 µM, 4 µg/ml de Polybrene). Los fibroblastos se siembran en una placa de cultivo 
tisular normal a una concentración de 10000 - 30000 células/cm2. Día 1: Cambiar el medio con medio de 
inducción recién preparado. Las células irNSC positivas para GFP / nestina (GFP+) comenzaron a aparecer con 
una frecuencia muy baja (~50 irNSC GFP+ de 100000). Día 2: El número de las irNSC GFP+ aumentó y 30
comenzaron a moverse en conjunto formando grupos de células. Día 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 tamaño superior a 20 µm y se cosecharon para expansión adicional.

Figura 2: Representación esquemática del lentivirus indicador de GFP de nestina humana. La proteína 35
fluorescente copGFP y el marcador seleccionable de zeocina se exploraron bajo el control de expresión de un 
fragmento potenciador de 1,8 kb a partir del intrón 2 de nestina humana unido a un promotor de CMV mínimo.

Figura 3: irNSC el día 1 del método de inducción de la reprogramación. Panel superior: fibroblastos de pulmón 
fetal sin transformar humano IMR90 (contraste de fase). Panel inferior: generación de células irNSC GFP+40
(contraste de fase y canal de GFP).

Figura 4: irNSC el día 2 del método de inducción de la reprogramación. Las células tienden a migrar cercanas y 
juntas y comienzan a formar una estructura esferoide con un núcleo de irNSC GFP+ (contraste de fase y canal 
de GFP).45

Figura 5: irNSCs el día 3 del método de inducción de la reprogramación. Las estructuras esferoides formadas el 
día 2 ahora aparecen completamente maduras como neuroesferas que flotan en el medio. Las neuroesferas 
tienen una dimensión que varía de 20 - 100 µm de diámetro con una densidad elevada de células. Las irNSC se 
etiquetan con la expresión de GFP de nestina y se pueden identificar en casi todas las neuroesferas, aunque no 50
todas las neuroesferas tienen la misma proporción de irNSC GFP+ (contraste de fase y canal de GFP).

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

Figura 7: Neuroesferas unidas después de transducción con Sox2 - Bmi1. Las neuroesferas unidas muestran una 55
morfología característica de células bipolares alargadas. Panel inferior: aumento más 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 tinción 60
positiva para el marcador neuronal tuj 1.

Figura 9: Generación de un lote de neuroesferas de irNSC a la expansión y caracterización. Se trataron con 
tripsina 3,6 millones de fibroblastos humanos IMR90 y se infectaron en un pequeño volumen con: Sox2, Bmi1, 
indicador de GFP de nestina usando el medio de inducción (N2B27 con FGF, 30 ng/ml de EGF 20 ng/ml de 65
BDNF) complementado con Fasudilo 10 µM y 4 µg/ml de Polybrene. Desde el Día 4 al Día 8: Las neuroesferas 
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GFP+ con un tamaño superior a 50 µm se cosecharon y se usaron adicionalmente para expansión. La mitad de 
las neuroesferas se expandieron usando el medio de expansión (N2B27 con FGF, 30 ng/ml de EGF 20 ng/ml de 
BDNF) con Fasudilo y la otra mitad sin Fasudilo. Día 15: Las neuroesferas cultivadas en el medio de expansión
con Fasudilo tienen una morfología mejor y bordes claros y nítidos (una evidencia de neuroesferas bien 
formadas, panel B); sin Fasudilo, las neuroesferas tienen bordes borrosos (panel A).5

Figura 10: Caracterización de inmunocitoquímica de neuroesferas de irNSC para la expresión de los marcadores 
de NSC, Sox2 y Nestina. Día 15, las neuroesferas de irNSC expandidas con Fasudilo se sembraron en placas 
revestidas con PO/Lam y después de 48 h se tiñeron a la expresión de Sox2 y Nestina. Las neuroesferas de
irNSC se unieron y las irNSC se propagaron desde las esferas. Las irNSC tienen una morfología de NSC habitual 10
y eran positivas para Sox2 y Nestina. Panel A: Canales de fusión e individuales de DAPI, Sox2, Nestina; 
aumento 20x; Panel B: Canales de fusión de DAPI, Sox2, Nestina; aumento 10x.

Figura 11: Comparación de la estimulación 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 15
volumen pequeño con: Sox2, Bmi1, indicador de GFP de nestina usando el medio de inducción (Kit de 
Proliferación de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de EGF BDNF; 2 µg/ml
de Heparina; 4 µg/ml de Polybrene) complementado con Fasudilo 10 µM (gráfico sombreado) o compuesto 324 
similar al Balanol 2 µM (gráfico de color negro). Los fibroblastos se siembran en una placa de cultivo tisular 
normal a una concentración de 10000 - 30000 células/cm2. Día 1: Cambiar el medio con medio de inducción 20
recién preparado. Día 4: Se hizo el recuento de las neuroesferas GFP+ con un tamaño superior a 50 µm. El 
compuesto 324 pequeño similar al Balanol aumentaba la eficacia de la generación de neuroesferas 
aproximadamente dos veces (1,9) y tiene una mejor reproducibilidad (STDEV, n = 3).

Figura 12: El tratamiento previo de fibroblastos humanos con Ácido Valproico (VPA) aumenta el rendimiento de 25
las neuroesferas de irNSC GFP+. Los fibroblastos humanos IMR90 se trataron previamente durante 48 horas con 
o sin el inhibidor de HDAC, Ácido Valproico (ácido 2-propil-pentanoico, sal monosódica) (1 mM) antes de 
infección con: Sox2, Bmi1, indicador de GFP de nestina. Medio de inducción (Kit de Proliferación de NS-A 
NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de BDNF de EGF; 2 µg/ml de Heparina; 
compuesto 324 similar al Balanol 2 µM). Día 7: Se hizo el recuento de las neuroesferas GFP+ con un tamaño 30
superior a 50 µm (Panel A) y se indica el índice medio de irNSC GFP+ por neuroesfera (Panel B). Fotografías 
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 número de neuroesferas el día 7; aunque el 
tratamiento con VPA aumentaba el número (2,1 veces) de irNSC GFP+ (STDEV, n = 3).

35
Figura 13: Definición de una combinación mínima de genes en combinación con Sox2 y Bmi1 para inducción 
eficaz de neuroesferas de irNSC. Los fibroblastos humanos IMR90 se trataron previamente durante 48 horas con 
VPA (1 mM) antes de infección con: Sox2, Bmi1, indicador de GFP de nestina más diferentes genes candidatos 
para dirigir su sinergia. Medio de inducción: Kit de Proliferación de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells 
Technologies) con FGF, 20 ng/ml de BDNF de EGF; 2 µg/ml de Heparina y compuesto 324 similar al Balanol40
2 µM. Cuantificación el Día 7 de neuroesferas de irNSC con un tamaño superior a 50 µm. Mash1, Emx2, Foxg1, 
Pax6 y Sox11 tienen sinergia con Bmi1 y Sox2 para generar neuroesferas de irNSC.

Figura 14: Generación de neuroesferas de irNSC a partir de fibroblastos dérmicos humanos de adulto (HDFa). 
Los fibroblastos dérmicos humanos de adulto nos proporciona GIBCO (Número de Cat.: C-013-5C). Los45
fibroblastos dérmicos humanos de adulto se trataron con tripsina y se infectaron en un pequeño volumen con: 
Sox2, Bmi1, indicador de GFP de nestina usando el medio de inducción (Kit de Proliferación de NS-A 
NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de BDNF de EGF; 2 µg/ml de Heparina) 
complementado con Fasudilo 10 µM. Día 8: Se detectan neuroesferas de irNSC (fotografías representativas con 
un aumento de 2,5 y 10X).50

Figura 15: Expansión de neuroesferas de irNSC usando una combinación de Ácido Ascórbico, Hedgehog Sónica
(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 
inducción (Kit de Proliferación de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de 55
BDNF de EGF; 2 µg/ml de Heparina; compuesto 324 similar al Balanol 2 µM). Día 7: Las neuroesferas con un 
tamaño superior a 50 µm se cosecharon y se expandieron adicionalmente con el medio de expansión (Kit de 
Proliferación de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de BDNF de EGF; 
2 µg/ml de Heparina; compuesto 324 similar al Balanol 2 µM; Ácido Ascórbico 0,2 mM, 500 ng/ml de SHH 
(Hedgehog Sónica Humana Recombinante, Número de Catálogo: 1845SH), 100 ng/ml de FGF8 (Isoforma 60
FGF8a Humana Recombinante, Número de Catálogo: 4745F8), 500 ng/ml de DLL4 (DLL4 Humana 
Recombinante, Número de Catálogo: 1506D4), 500 ng/ml de Jagged1 (Quimera de Fc de Jagged 1 Humana 
Recombinante, Número de Catálogo: 1277JG), medio acondicionado a 1/10 de las NSC derivadas de hESC 
cultivadas durante dos días en Kit de Proliferación de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con 
FGF, 20 ng/ml de BDNF de EGF; 2 µg/ml de Heparina. Fotografías representativas para las neuroesferas de65
irNSC el día 14 expandidas con el medio de expansión 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 día 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 días en cultivo en la monocapa).

5
Figura 16: Caracterización de inmunocitoquímica de neuroesferas de irNSC para la expresión de los marcadores 
de NSC, Nestina y el marcador neuronal temprano Tuj1. El día 21, las neuroesferas de irNSC generadas como 
se describe en la Figura 15 se disociaron y se sembraron en condiciones de auto-renovación de NSC (Kit de 
Proliferación de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de BDNF de EGF; 
2 µg/ml de Heparina) para someter a ensayo la expresión del marcador de Nestina (Panel A después de 48 h, 10
todas las cédulas son Nestina+ y Tuj1-) o se sembraron en diferentes condiciones (Kit de diferenciación de NS-A 
NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con 20 ng/ml de BDNF) y se tiñeron para Tuj1 y Nestina el día 7 
(Panel B, todas las células son Tuj1+ y pocas células son Nestina+).

Ejemplos15

El método se puede ilustrar por referencia a la Figura 1 en el presente documento, que representa un método de 
acuerdo con la invención que se usa para transformar fibroblastos humanos en células madre neuronales (NSC). 
En este método, los fibroblastos humanos se trataron con tripsina el día 0, se hizo recuento y se determinó su 
viabilidad. A continuación, se volvieron a suspender entre 1,0 x 105 - 3,0 x 105 en el medio de inducción y la 20
combinación de genes se administró en forma de lentivirus. En el medio de inducción, se añadió Polybrene 
(bromuro de hexadimetrina) para aumentar la eficacia de la transducción de los lentivirus. La infección se realizó 
durante 15 minutos en un tubo Eppendorf. En combinación con los genes, se usó un indicador de GFP de 
Nestina humana. La nestina es un marcador bien conocido expresado de forma específica en las NSC. En el 
indicador de nestina, la proteína fluorescente GFP está bajo la expresión del promotor de nestina humana25
(Figura 2), por lo tanto, permite una identificación sistemática fácil para células madre neuronales reprogramadas 
inducidas (irNSC) GFP+.

Las células infectadas se sembraron en placas de cultivo tisular usando una concentración de 10000 - 30000 
células/cm2 en el volumen apropiado de medio de inducción. El día 1, el medio de inducción total se renovó, fue 30
posible identificar algunas irNSC GFP+ (Figura 3) con un cambio de morfología evidente en comparación con los 
fibroblastos humanos. Las irNSC GFP+ adquieren una morfología bipolar y alargada con un citoplasma más 
condensado, habitual en las NSC. Además, las irNSCs se cultivan en un cultivo monocapa empaquetado que se 
parece a la interacción de célula a célula habitual adquirida en los cultivos de NSC tradicionales para activar la 
señal pro-proliferativa de la ruta de Notch. El día 2, las irNSC GFP+ estaban en un estado más maduro y 35
comenzaron a formar grupos de células muy empaquetadas. Estos grupos de irNSC comenzaban a formar una 
estructura esferoide con un núcleo denso que contenía irNSC GFP+ (Figura 4). El día 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 dimensión de aproximadamente 20-100 µm con 
bordes claros y un núcleo con una densidad de células elevada, en el que es posible identificar las irNSC GFP+ 40
(Figura 5).

Para conseguir el avance de la invención, fue necesario usar una combinación de genes específica. El siguiente 
listado de genes implicados en el mantenimiento de la propiedad de las NSC in vivo e in vitro se recuperó del 
conocimiento de la bibliografía: Sox2 (factor de transcripción de Sox y marcador importante para NSC), Brn2 45
(proteína del dominio POU conocida por unirse a proteínas Sox. Unión informada de Sox2 y Brn2 en el promotor 
de nestina. Los ratones Brn2 KO presentan alteración del desarrollo del SNC), Bmi1 (proteína implicada en la 
regulación del ciclo celular, informada por qué aumenta expresión de los inhibidores p21 y p27 del complejo
ciclinaE/cdk2. La inhibición de ciclinaE/cdk2 determina la pérdida del control de la proteína de retinoblastoma en 
el ciclo celular que da como resultado un ciclo celular rápido durante el estado de autorrenovación de las NSC), 50
Mash1 (se describe que es un regulador importante para la proliferación de precursores neuronales in vivo), 
Sox11 (proteína Sox de la que se informa que se expresa en SGZ in vivo), NCam (marcador de NSC en 
Citometría de Flujo y expresado en diferentes regiones del SNC), Kpna1 (más conocido como importina alfa5 
responsable junto con la importina beta del importe nuclear de proteína en tejidos derivados del ectodermo). 

55
Todos los genes se clonaron como ADNc en plásmidos de lentivirus, y posteriormente se empaquetaron en
lentivirus. Las partículas 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 día 3 fue posible evaluar el éxito de 
la producción de las irNSC mediante recuento de las neuroesferas generadas. Solamente se tuvieron en cuentan 60
las neuroesferas con un tamaño superior a 50 µm.

Como se representa en la Figura 6, la transducción del lentivirus indicador de nestina sin adición de Fasudilo al 
medio de inducción no reprogramó los fibroblastos humanos en las irNSC. Con la adición de Fasudilo al medio 
de inducción, se informó la generación de neuroesferas (de aproximadamente 50 µm) y de tamaño menor65
(aproximadamente 20 µm, sin recuento). 
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Neuroesferas generadas con el método innovador de los inventores usando la combinación de genes: Sox2 -
Bmi1 se recogieron el día 3 y se expandieron durante un periodo adicional de 14 días. La expansión de las 
neuroesferas de irNSC fue una etapa crítica. Las neuroesferas se cultivaron usando el medio N2B27 
complementado con FGF, EGF, BDNF en placas no adherentes ultra-bajas especiales (Corning). Para conseguir 5
una población homogénea de neuroesferas de las irNSC GFP+, se aplicó un procedimiento de limpieza cada 2-3 
días. Durante 14 días de expansión, algunas neuroesferas con baja densidad de las irNSC GFP+ no pudieron
proliferar de forma adecuada, lo más probablemente debido a una contaminación por fibroblastos no
transformados. Este tipo de neuroesferas contaminadas se desmoronaron en células individuales que era 
necesario retirar. El día 14, las neuroesferas se sometieron a ensayo para: unión en placas revestidas con poli-10
ornitina/laminina y generación de células similares a las neuronas. Para la unión, se sembraron 20-40 
neuroesferas/cm2 en placas revestidas con poli-ornitina/laminina en el medio de expansión complementado
simplemente durante el primer día con Fasudilo 10 µM, para a aumentar la unión y la propagación celular. El día
1 de cultivo era posible mostrar la unión y propagación de las neuroesferas (Figura 7). En el centro de las 
neuroesferas en propagación, los inventores identificaron las irNSC GFP+ con una morfología de NSC habitual. 15
Las neuroesferas se cultivaron durante un periodo adicional de tres días y a continuación solamente se añadió
BDNF al N2B27 (Condiciones de diferenciación neuronal). Después de la retirada de EGF y FGF, las irNSC 
cambiaron de morfología. Se hicieron más alargadas y comenzaron a formar protuberancias celulares similares a 
las de las neuritas. El día 7 de las condiciones de diferenciación, las células se fijaron y se tiñeron para el 
marcador neuronal tuj1 (Figura 8).20

Las neuroesferas expandidas con Fasudilo tenían una morfología mejor y bordes claros y nítidos (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 morfología de NSC habitual y eran positivas para Sox2 y Nestina (Figura 10). 

25
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 basándose 
en etapas relacionadas de transducción de genes (las mejores combinaciones: Sox2-Bmi1, Sox2-Bmi1-Mash1, 30
Sox2-Bmi1-Sox11, Sox2-Bmi1-Emx2, Sox2-Bmi1-Foxg1 y Sox2-Bmi1-Pax6, véase también la Figura 13) e 
inducción en medio químicamente definido. 

Para aumentar el rendimiento de las irNSC, los fibroblastos humanos se trataron previamente con o sin el 
inhibidor de HDAC Ácido Valproico (VPA, ácido 2-propil-pentanoico, sal monosódica). Hacia este punto, los 35
fibroblastos humanos se incubaron en DMEM/F12 complementado con FBS al 10 % y L-glutamina
complementada con VPA 1 mM antes de infección (Figura 12). 

La Figura 14 muestra la generación de Neuroesferas de irNSC de fibroblastos dérmicos humanos de adulto
(HDFa).40

La Figura 15 muestran la expansión de Neuroesferas de irNSC usando una combinación de Ácido Ascórbico, 
Hedgehog Sónica (Shh), Jagged1, DLL4 y FGF8. La Figura 16 muestra la caracterización de inmunocitoquímica
de Neuroesferas de irNSC para la expresión de los marcadores de las NSC, Nestina y el marcador neuronal 
temprano Tuj 1.45

Materiales y Métodos

Cultivo celular:
50

Medio de Inducción: 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 µM 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 µM. 55

Medio de Expansión: 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 Proliferación de NS-A NeuroCult® (Humano, StemCells Technologies) con FGF, 20 ng/ml de BDNF de 60
EGF; 2 µg/ml de Heparina; compuesto 324 similar al Balanol 2 µM; Ácido Ascórbico 0,2 mM, 500 ng/ml de SHH 
(Hedgehog Sónica Humana Recombinante, Número de Catálogo: 1845SH), 100 ng/ml de FGF8 (Isoforma 
FGF8a Humana Recombinante, Número de Catálogo: 4745F8), 500 ng/ml de DLL4 (DLL4 Humana 
Recombinante, Número de Catálogo: 1506D4), 500 ng/ml de Jagged1 (Quimera de Fc de Jagged 1 Humana 
Recombinante, Número de Catálogo: 1277JG).65

E11743246
04-07-2016ES 2 580 837 T3

 



11

Medio de Diferenciación: 20 ng/ml de N2B27 complementado con human BDNF (Roche), 2 µg/ml de Laminina 
(Invitrogen).

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

Lentivirus: Las partículas de lentivirus empaquetadas previamente, listas para usarse obtuvieron en Sigma 
(Lentivirus humano Sox2 Stemgent Reprogramming, n.º de Catálogo ST070012), Genecopeia (Partículas 
Lentivirales de Bmi1 de humano Lentifect, n.º de Catálogo LP-B0015-Lv105; Partículas Lentivirales de Sox11 
Lentifect, n.º de Catálogo LP-MO425-LV105; Partículas Lentivirales de Mash1 Lentifect, n.º de Catálogo LP-10
Z0740-LV105; Partículas Lentivirales de Kpna1 humano Lentifect, n.º de Catálogo LP-U1286-Lv105; Partículas 
Lentivirales de NCam1 Lentifect, n.º de Catálogo LP-Z2645-Lv105) y SBI Systems Biosciences (Indicador de 
GFP de Nestina: Virus Indicador Transcripcional pGreenZeo™- hNestina, SR10035VA-1).

Títulos de 1,45* 10 5/µl de NestinaGFP, 4,3* 10 5/µl de BMI1, 1,07* 10 4/µl de Sox2, 3,2* 10 6/µl de Sox11, 15
4,7* 10 6/µl de Mash1, 3,3* 10 4/µl de NCam, 1,8* 10 5/µl de Kpna1.

Protocolos

1. Generación de las irNSC:20

- 200.000 IMR90 fibroblastos humanos infectados con los lentivirus para combinación de genes diferentes
(multiplicidad de infección (M.O.I.) usada para cada lentivirus individual 30) y el lentivirus GFP de nestina 
indicador (M.O.I. usada 10) en un Eppendorf con 300 µl de medio de inducción con 4 µg/ml de Polybrene 
(bromuro de hexadimetrina, Sigma).25

- Incubar a temperatura ambiente durante 15 min.

- Sembrar los 300 µl en 1,7 ml de medio de inducción en un pocillo de una placa de 6 pocillos tratada con 
tejido30

- Día 1, renovar los 2 ml de de medio de inducción/cada pocillo

- Día 3, cosechar las neuroesferas recogiendo con cuidado los 2 ml con las esferas flotantes
35

- Expandir las neuroesferas

2. Expansión de las neuroesferas:

- Recoger el medio con las neuroesferas flotantes en tubos de 15 ml de 3 pocillos de una placa de 6 40
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 45
sobrenadante)

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

- Sembrar en una placa B6 de adherencia ultra baja (Corning)50

- Incubar 2-3 días

- Repetir el procedimiento de expansión cada 2-3 días hasta el día 14 desde la generación de las irNSC
55

3. Diferenciación de neuroesferas:

- Día 14 generación de las irNSC y después del procedimiento de expansión seleccionar las neuroesferas 
redondas en estereo microscopio con bordes claros y ricos en las irNSC GFP+

60
- Sembrar 40 esperasen una placa de 24 pocillos revestida previamente con poli-ornitina/laminina usando
el medio de expansión con adición de Fasudilo 10 µM o compuesto 324 similar al Balanol 2 µM.
- El día después renovar el medio de expansión sin Fasudilo / compuesto 324 similar al Balanol 2 µM.

- Incubar durante tres días65
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- Retirar el medio de expansión y añadir medio de diferenciación

- Renovar el medio de diferenciación después de 3 - 4 días

- Incubar durante 3 - 4 días5

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

Protocolo de tinción de Neuroesferas de irNSC: El día 15, las neuroesferas se tiñeron para caracterización con 
los siguientes anticuerpos: Nestina de Ratón y Sox2 O/N de Conejo y a continuación el anti-mouse 48810
secundario y 555 anti-conejo durante una hora.

Anticuerpos primarios:

Nestina de Ratón, monoclonal, dilución a 1/500 (MAB5326 Millipore)15

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

Anticuerpos secundarios:
20

Alexa fluor 488, IgG, dilución a 1/1000, Cabra anti ratón (A11029 Invitrogen)

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

LISTADO DE SECUENCIAS25

<110> F. Hoffmann - La Roche AG

<120> Transformación de células somáticas en células madre neuronales reprogramadas inducidas 

(irNSCs)30

<130> 26845 WO

<150> EP10173455.6
<151> 19-08-201035

<160> 10

<170> PatentIn versión 3.5
40

<210> 1
<211> 954
<212> ADN
<213> Homo sapiens

45

<400> 1
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<210> 2
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REIVINDICACIONES

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

a) proporcionar células somáticas de mamífero seleccionadas entre el grupo de fibroblastos, queratinocitos y 5
adipocitos; y
b) reprogramar dichas células somáticas en NSC por introducción, en las células somáticas, de al menos dos 
genes seleccionados entre el grupo de Bmi1 y Sox2 y cultivar las células somáticas en un medio que comprende
factores de crecimiento seleccionados entre el grupo de FGF2, EGF y BDNF y un inhibidor de ROCK de 
molécula pequeña.10

2. El método de la reivindicación 1, que comprende adicionalmente

c) incubar el producto de la etapa b) en condiciones adecuadas para proliferación de las NSC.
15

3. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que las células somáticas de mamífero 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 
pequeña de la etapa b) son complementos de un medio químicamente definido.20

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

6. El método de la reivindicación 1 a 5, en el que los al menos dos genes de la etapa b) comprenden 25
adicionalmente al menos un gen seleccionado entre el grupo que consiste en Mash1, Sox11, Emx2, Foxg1 y 
Pax6.

7. El método de la reivindicación 6, en el que el al menos un gen adicional de la etapa b) es Mash1.
30

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.

35
9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que las células somáticas 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 somáticas con un lentivirus.40
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