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DESCRIPCIÓN 

Método para la expresión de ARN celular 

Campo técnico de la invención  

La presente enseñanza se refiere a la mejora de la expresión de ARN en una célula tal como una célula transfectada 
con ARN reduciendo la actividad de la proteína quinasa dependiente de ARN (PKR). Por lo tanto, la presente 5 
enseñanza se refiere a métodos in vitro para expresar ARN en una célula que comprende la etapa de reducir la 
actividad de la proteína quinasa dependiente de ARN (PKR) en la célula. La reducción de la actividad de la proteína 
quinasa dependiente de ARN (PKR) en la célula aumenta la estabilidad del ARN y/o aumenta la expresión de ARN 
en la célula. 

Antecedentes de la invención 10 

Las ventajas de usar ARN como una clase de terapia génica reversible incluyen la expresión transitoria y un carácter 
no transformante. El ARN no necesita entrar en el núcleo para ser expresado y además no puede integrarse en el 
genoma huésped, eliminando así el riesgo de oncogénesis. Las velocidades de transfección alcanzables con ARN 
son relativamente altas, para muchos tipos de células incluso > 90%, y, por lo tanto, no hay necesidad de selección 
de células transfectadas. De hecho, la transfección de ARNm de varias líneas celulares y células primarias se 15 
considera como un medio altamente eficaz para la sobreexpresión transitoria (Ryser et al., Molecular Therapy 2006: 
13, Suppl.1, S198). Además, las cantidades de proteína obtenidas corresponden a aquellas en expresión fisiológica. 

El ARN se ha descrito como útil en la desdiferenciación de células somáticas en células como las células madre sin 
generar embriones o fetos. La desdiferenciación de células somáticas en células que tienen características de 
células madre, en particular pluripotencia, puede efectuarse introduciendo factores de codificación de ARN que 20 
inducen la desdiferenciación de células somáticas en células somáticas y cultivo de células somáticas permitiendo 
que las células se desdiferencien. Después de ser desdiferenciadas, las células podrían ser inducidas a volver a 
diferenciarse en la misma o un tipo de células somáticas diferentes, tales como tipos de células neuronales, 
hematopoyéticas, musculares, epiteliales y otros tipos de células. De este modo, dichas células tipo células madre 
tienen aplicaciones médicas para el tratamiento de enfermedades degenerativas por "terapia celular" y pueden 25 
utilizarse en nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento de trastornos cardíacos, neurológicos, 
endocrinológicos, vasculares, retinianos, dermatológicos, musculoesqueléticos y otras enfermedades. 

Además, el uso de ARN proporciona una alternativa atractiva para eludir los riesgos potenciales de las vacunas 
basadas en ADN. Al igual que con el ADN, la transferencia de ARN en las células también puede inducir tanto las 
respuestas inmunes celulares como humorales in vivo. 30 

En particular, se han seguido dos estrategias diferentes para la inmunoterapia con el ADN transcrito in vitro (ARN 
IVT), que han sido probados exitosamente en varios modelos animales. O bien el ARN se inyecta directamente en el 
paciente mediante diferentes vías de inmunización o las células se transfectan con ARN IVT utilizando métodos de 
transfección convencionales in vitro y luego se administran las células transfectadas al paciente. El ARN puede, por 
ejemplo, ser traducido y la proteína expresada se presenta en las moléculas del MHC en la superficie de las células 35 
para provocar una respuesta inmune. 

Se ha intentado estabilizar el ARN-IVT mediante diversas modificaciones con el fin de conseguir una expresión más 
alta y prolongada del ARN IVT transferido. Sin embargo, a pesar del éxito de las estrategias basadas en transfección 
de ARN para expresar péptidos y proteínas en células, quedan cuestiones relacionadas con la estabilidad del ARN, 
la expresión sostenida del péptido codificado o la proteína y la citotoxicidad del ARN. Por ejemplo, se sabe que el 40 
ARN monocatenario exógeno activa mecanismos de defensa en células de mamífero. Henry et al. 1994 (JBRHA, 8: 
15-25) describe la identificación de un elemento de ARN en el ARNm del reovirus S1 que activa la proteína quinasa 
dependiente de ARN (PKR) para inhibir selectivamente la traducción del ARNm de S1. Los mecanismos de defensa 
celular pueden incluir la producción de interferón como mediador de una respuesta inmune innata para las 
infecciones virales. Marcus et al. 1988 (Journal of General Virology 69: 1637-1645) y Chen et al. 2006 (Am J Respir 45 
Cell Mol. Biol. 34: 192-203) describen que la inhibición de PKR usando 2-aminopurina puede bloquear la producción 
de interferón después de la infección de las células con virus de ARN. 

Sumario de la invención 

La presente enseñanza se refiere a un método para expresar ARN en una célula que comprende la etapa de reducir 
la actividad de la proteína quinasa dependiente de ARN (PKR) en la célula. 50 

En una realización, el ARN está o ha sido introducido en la célula tal como mediante electroporación. 

En una realización, el ARN es ARN transcrito in vitro. 

En una realización, la etapa de reducir la actividad de PKR en la célula da como resultado una mejora de la 
estabilidad y/o una mejora de la expresión del ARN en la célula, en donde la mejora de la expresión del ARN en la 
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célula preferiblemente comprende un aumento en el nivel de expresión y/o un aumento en la duración de la 
expresión del ARN en la célula. 

En una realización, la etapa de reducir la actividad de PKR en la célula comprende tratar la célula con al menos un 
inhibidor de PKR. En una realización, el tratamiento de la célula con al menos un inhibidor de PKR es durante un 
tiempo suficiente para dar como resultado una mejora de la estabilidad y/o una mejora de la expresión del ARN en la 5 
célula. En una realización, el inhibidor de PKR inhibe la autofosforilación de PKR inducida por ARN. En una 
realización, el inhibidor de PKR es un inhibidor dirigido al sitio de unión al ATP de PKR. En una realización, el 
inhibidor de PKR es un compuesto de imidazol-oxindol. En una realización, el inhibidor de PKR es 6,8-dihidro-8-(1H-
imidazol-5-ilmetilen)-7H-pirrolo[2,3-g]benzotiazol-7-ona o 2-aminopurina. En una realización, el inhibidor de PKR es 
un inhibidor viralmente derivado de PKR, en el que el inhibidor viralmente derivado de PKR se selecciona 10 
preferiblemente del grupo que consiste en virus vacuna E3 y/o K3, o su ARN. 

En una realización, la etapa de reducir la actividad de PKR en la célula comprende silenciar la expresión del gen de 
PKR. 

En una realización, la célula es una célula que tiene una función de barrera. En una realización, la célula es un 
fibroblasto, un queratinocito, una célula epitelial o una célula endotelial, en donde la célula endotelial es 15 
preferiblemente una célula endotelial del corazón, una célula endotelial del pulmón o una célula endotelial de la vena 
umbilical. Preferiblemente, la célula es una célula humana. 

La presente enseñanza también se refiere al uso de medios que son adecuados para reducir la actividad de la 
proteína quinasa dependiente de ARN (PKR) en una célula como medio como se describe en este documento, en 
particular al menos un inhibidor de PKR, tal como al menos uno de los inhibidores de PKR como se describe en la 20 
presente memoria, para tratar una célula en la que se va a expresar el ARN. 

En una realización, el ARN está o ha sido introducido en la célula tal como mediante electroporación. 

En una realización, el ARN es ARN transcrito in vitro. 

En una realización, el tratamiento de la célula da como resultado una mejora de la estabilidad y/o una mejora de la 
expresión del ARN en la célula, en donde la mejora de la expresión del ARN en la célula comprende preferiblemente 25 
un aumento en el nivel de expresión y/o un aumento en la duración de la expresión del ARN en la célula. 

En una realización, el tratamiento de la célula con al menos un inhibidor de PKR es durante un tiempo suficiente 
para dar como resultado un aumento de la estabilidad y/o un aumento de la expresión del ARN en la célula. En una 
realización, el inhibidor de PKR inhibe la autofosforilación de PKR inducida por ARN. En una realización, el inhibidor 
de PKR es un inhibidor dirigido al sitio de unión al ATP de PKR. En una realización, el inhibidor de PKR es un 30 
compuesto de imidazol-oxindol. En una realización, el inhibidor de PKR es 6,8-dihidro-8-(1H-imidazol-5-ilmetileno)-
7H-pirrolo[2,3-g] benzotiazol-7-ona o 2-aminopurina. En una realización, el inhibidor de PKR es un inhibidor 
viralmente derivado de PKR, en el que el inhibidor viralmente derivado de PKR se selecciona preferiblemente del 
grupo que consiste en virus vacuna E3 y/o K3, o su ARN. 

En una realización, los medios para reducir la actividad de PKR en la célula comprenden medios para silenciar la 35 
expresión del gen de PKR. 

En una realización, la célula es una célula que tiene una función de barrera. En una realización, la célula es un 
fibroblasto, un queratinocito, una célula epitelial o una célula endotelial, en donde la célula endotelial es 
preferiblemente una célula endotelial del corazón, una célula endotelial del pulmón o una célula endotelial de la vena 
umbilical. Preferiblemente, la célula es una célula humana. 40 

La presente enseñanza se refiere también a un método para proporcionar células que tienen características de 
células madre que comprenden las etapas de (i) proporcionar una población de células que comprende células 
somáticas, (ii) reducir la actividad de la proteína quinasa dependiente de ARN (PKR) en las células somáticas (iii) 
introducir ARN capaz de expresar uno o más factores que permitan la reprogramación de las células somáticas en 
células que tienen características de células madre en al menos una porción de las células somáticas y (iv) permitir 45 
el desarrollo de células que tienen características de células madre. 

En una realización, el ARN se introduce en al menos una porción de las células somáticas por electroporación. 

En una realización, el ARN es ARN transcrito in vitro. 

En una realización, uno o más factores comprenden OCT4 y SOX2. Los uno o más factores pueden comprender 
además KLF4 y/o c-MYC y/o NANOG y/o LIN28. En una realización, uno o más factores comprenden OCT4, SOX2, 50 
KLF4 y c-MYC y pueden comprender además LIN28. En una realización, uno o más factores comprenden OCT4, 
SOX2, NANOG y LIN28. 

En una realización, la etapa de reducir la actividad de PKR en las células da como resultado una mejora de la 
estabilidad y/o una mejora de la expresión del ARN en las células, en donde la mejora de la expresión del ARN en 
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las células preferiblemente comprende un aumento en el nivel de expresión y/o un aumento en la duración de la 
expresión del ARN en las células. 

En una realización, la etapa de reducir la actividad de PKR en las células comprende tratar las células con al menos 
un inhibidor de PKR. En una realización, el tratamiento de las células con al menos un inhibidor de PKR es durante 
un tiempo suficiente para dar como resultado una mejora de la estabilidad y/o una mejora de la expresión del ARN 5 
en las células. En una realización, el inhibidor de PKR inhibe la autofosforilación de PKR inducida por ARN. En una 
realización, el inhibidor de PKR es un inhibidor dirigido al sitio de unión del ATP de PKR. En una realización, el 
inhibidor de PKR es un compuesto de imidazol-oxindol. En una realización, el inhibidor de PKR es 6,8-dihidro-8-(1H-
imidazol-5-ilmetilen)-7H-pirrolo[2,3-g]benzotiazol-7-ona o 2-amino-purina. En una realización, el inhibidor de PKR es 
un inhibidor viralmente derivado de PKR, en donde el inhibidor viralmente derivado de PKR se selecciona 10 
preferiblemente del grupo que consiste en virus vacuna E3 y/o K3, o su ARN. 

En una realización, la etapa de reducir la actividad de PKR en las células comprende silenciar la expresión del gen 
de PKR. 

En una realización, el método comprende además la etapa de cultivar las células somáticas en presencia de al 
menos un inhibidor de la histona desacetilasa, en donde al menos un inhibidor de la histona desacetilasa comprende 15 
preferiblemente ácido valproico, butirato de sodio, tricostatina A y/ o scriptaid. 

En una realización, la etapa (iv) comprende cultivar las células somáticas bajo condiciones de cultivo de células 
madre embrionarias. 

En una realización, las características de las células madre comprenden una morfología de células madre 
embrionarias. 20 

En una realización, las células que tienen características de células madre tienen cariotipos normales, expresan 
actividad de telomerasa, expresan marcadores de superficie celular que son característicos de células madre 
embrionarias y/o expresan genes que son característicos de células madre embrionarias. 

En una realización, las células que tienen características de células madre exhiben un estado pluripotente. 

En una realización, las células que tienen características de células madre tienen el potencial de desarrollo para 25 
diferenciarse en derivados avanzados de las tres capas germinales primarias. 

En una realización, las células somáticas son fibroblastos tales como fibroblastos de pulmón, fibroblastos de 
prepucio o fibroblastos dérmicos. Preferiblemente, las células somáticas son células humanas. 

La presente enseñanza se refiere también a un método para proporcionar tipos celulares diferenciados que 
comprende las etapas de (i) proporcionar células que tienen características de células madre utilizando el método 30 
para proporcionar células que tienen características de células madre de acuerdo con la invención, y (ii) cultivar las 
células que tienen características de células madre bajo condiciones que inducen o dirigen la diferenciación parcial o 
completa hasta un tipo celular diferenciado. 

Como se describe en la presente memoria, la inhibición de PKR en células induce la producción de interferones. Por 
lo tanto, la enseñanza también se refiere a un método para aumentar la producción de interferón por una célula que 35 
comprende la etapa de reducir la actividad de PKR en la célula. De acuerdo con la presente enseñanza, la 
producción de interferón por una célula puede aumentarse in vitro o in vivo. Si la producción de interferón por una 
célula se incrementa in vitro, la célula puede ser administrada posteriormente a un sujeto. 

Los interferones son conocidos por sus efectos antiproliferativos y apoptóticos, sus efectos antiangiogénicos y su 
capacidad para modular una respuesta inmune. Por lo tanto, la enseñanza también se refiere a un método de 40 
tratamiento de un sujeto, preferiblemente un paciente tal como un paciente de cáncer, que comprende la etapa de 
reducir la actividad de PKR en una célula de dicho sujeto tal como mediante la administración de un inhibidor de 
expresión y/o actividad de PKR. El tratamiento de dicho sujeto puede tener como objetivo modular, preferiblemente 
activar, el sistema inmune de dicho sujeto. El tratamiento de dicho sujeto puede tener como objetivo, en particular, 
lograr o potenciar un efecto anticancerígeno, en particular una respuesta inmune anticancerígena, en dicho sujeto. 45 
Tales tratamientos también se pueden lograr incrementando la producción de interferón por una célula in vitro y 
posteriormente administrando la célula al sujeto. En una realización, la célula es una célula autóloga. 

La célula en los aspectos anteriores de la invención puede ser una célula tal como se describe en la presente 
memoria. El interferón preferiblemente es interferón α y/o interferón β, más preferiblemente interferón α. La actividad 
de PKR puede reducirse en la célula como se describe en la presente memoria. Además, cuando se reduce la 50 
actividad de PKR en los aspectos anteriores de la invención, se puede introducir ARN en la célula, por ejemplo, 
como se describe en la presente memoria, o el ARN no se puede introducir en la célula. Si se introduce ARN en la 
célula, el ARN puede ser ARN como se describe en la presente memoria. 

Breve descripción de los dibujos 
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Figura 1: Inducción de interferones por ARN IVT 

Se electroporaron fibroblastos primarios de prepucio humano (CCD1079SK) con 1 µg de ARN IVT que codifica para 
luciferasa de luciérnaga y 5 µg de ARN IVT que codifican para GFP desestabilizada (luc + GFP). Las células se 
dejaron sin tratar o se incubaron con C13H8N4OS 2 µM (inhibidor de PKR). Se observó sobrerregulación de interferón 
alfa y transcritos beta de interferón en fibroblastos humanos inducidos por electroporación de ARN (Figura 1A y 1C). 5 
La inhibición de PKR usando C13H8N4OS dio como resultado un abrumador aumento de los transcritos de interferón 
(Figura 1B y 1D). 

Figura 2: Incremento dependiente de la dosis de la expresión de luciferasa mediante la inhibición de PKR 

(AC) Se electroporaron fibroblastos primarios de prepucio humano de diferentes donantes y proveedores (panel A: 
fibroblastos BJ, panel B CCD1079Sk, panel C: HFF) y (D) fibroblastos embrionarios murinos (MEF) con 0,5 µg de 10 
ARN IVT que codifican luciferasa de luciérnaga y 1,25 µg de ARN IVT que codifica para GFP mejorada (eGFP). Las 
células se sembraron en placas de 96 pozos por duplicado a una densidad de 30.000 células/pozo. Las células se 
dejaron sin tratar o se incubaron con cantidades crecientes de C13H8N4OS (inhibidor de PKR) que varían de 0,5 µM 
a 2 µM como se indica en las leyendas del panel. La actividad de luciferasa se midió en los momentos indicados. Se 
presentan los valores medios de los duplicados. Se observó un aumento dependiente de la dosis de luciferasa del 15 
gen informador. 

Figura 3: Aumento dependiente de la dosis de la expresión de GFP mediante la inhibición de PKR 

(AB) Se sometieron a electroporación los fibroblastos primarios de prepucio humano de diferentes donantes y 
proveedores (panel A: fibroblastos BJ, panel B CCD1079Sk) y (C) MEF con 0,5 µg de ARN IVT que codifica para 
luciferasa de luciérnaga y 1,25 µg de ARN IVT que codifican para GFP mejorada (eGFP). Las células se sembraron 20 
en placas de 96 pozos a una densidad de 250.000 células/pozo. Las células se dejaron sin tratar o se incubaron con 
cantidades crecientes de C13H8N4OS (inhibidor de PKR) que varían de 0,5 µM a 2 µM como se indica en las 
leyendas del panel. La expresión de GFP se midió por citometría de flujo en los momentos indicados. Se muestra la 
intensidad de fluorescencia media (MFI) de las fracciones de células GFP positivas transfectadas. Se observó un 
aumento dependiente de la dosis de GFP del gen informador. 25 

Figura 4: Efecto de la inhibición de PKR sobre la expresión del gen informador basado en ARN IVT en células 
endoteliales de vena umbilical humana primaria 

Las células endoteliales de vena umbilical humana primaria (HUVEC) fueron electroporadas con 1 µg de ARN IVT 
que codifica luciferasa de luciérnaga y 5 µg de ARN IVT que codifica para la GFP desestabilizada. Las células se 
sembraron en placa por duplicado en placas de 96 pozos a una densidad de 10.000 células/pozo. Las células se 30 
dejaron sin tratar o se incubaron con cantidades crecientes de C13H8N4OS (inhibidor de PKR) en el intervalo de 0,5 
µM a 2 µM como se indica en la leyenda del panel. La actividad de luciferasa se midió en los momentos indicados. 
Se suministran los valores medios de los duplicados. La expresión de luciferasa se mejoró en HUVEC de una forma 
dependiente de la dosis. 

Figura 5: Efecto de la inhibición de PKR sobre la expresión del gen informador basado en ARN IVT en células T 35 
CD4+ y CD8+ primarias transfectadas y células dendríticas inmaduras 

Se aislaron células T CD4+ y CD8+ positivas, primarias humanas, así como células dendríticas inmaduras (iDC) y se 
electroporaron con 5 µg de ARN IVT que codifica para GFP desestabilizada. Se coelectroporaron iDC con 1 µg ARN 
IVT que codifica para luciferasa de luciérnaga. Las células se dejaron sin tratar o se incubaron con cantidades 
crecientes de C13H8N4OS (inhibidor de PKR) en el intervalo de 0,5 µM a 2 µM como se indica en las leyendas del 40 
panel. (A) Se recolectaron células T y (B) iDC en los momentos indicados y se evaluó la expresión de GFP mediante 
citometría de flujo. Se muestra la intensidad de fluorescencia media (MFI) de las fracciones de células positivas para 
GFP transfectadas. (C) Para ensayos de luciferasa, se sembraron en placa iDC por duplicado en placas de 96 pozos 
a una densidad de 10.000 células/pozo. La actividad de luciferasa se midió en los momentos indicados. Se 
presentan los valores medios de los duplicados. Ni en las células ni en las iDC, la inhibición de PKR condujo a una 45 
mayor expresión de GFP (Figura 5A, B]. En las iDC, la inhibición de la PKR dio lugar a la pérdida de expresión de 
luciferasa (Figura 5C] 

Figura 6: Inhibición transitoria de la PKR después de la electroporación 

Los fibroblastos BJ y CCD1079SK se electroporaron con 0,5 µg de ARN IVT que codifica para luciferasa de 
luciérnaga y 2,5 µg de ARN IVT que codifica para eGFP. Las electroporaciones se realizaron en cubetas de 2 mm de 50 
separación usando parámetros optimizados para cada tipo de célula. Se sembraron en placa 10.000 células/pozo 
por duplicado en placas de 96 pozos. Las células se dejaron sin tratar o se incubaron con (A) C13H8N4OS 2 µM o (B) 
2-aminopurina 2 µM (2-AP) durante 8 h, 24 h 48 h o permanentemente como se indica en las leyendas del panel. La 
actividad de la luciferasa se midió colectivamente 72 h después de la electroporación. Se presentan los valores 
medios de los duplicados. Estos datos muestran que la inhibición de la PKR es reversible. La inhibición permanente 55 
produce altos niveles de expresión de luciferasa durante 5 días. 
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Figura 7: Inhibición de PKR usando las proteínas E3 y K3 del virus vacuna cotransfectadas en fibroblastos y HUVEC 

Los fibroblastos CCD1079SK y HUVEC fueron electroporados con ARN IVT que codifica luciferasa de luciérnaga (1 
µg), GFP desestabilizado (5 µg) y 3 µg de E3 o K3 o ambos, como se indicó. Las electroporaciones se realizaron 
utilizando parámetros optimizados para cada tipo de célula. Se sembraron en placa 10.000 células/pozo por 
duplicado en placas de 96 pozos. CCD1079Sk se dejaron (A) sin tratar (símbolos con relleno) o (B) incubadas con 5 
C13H8N4OS 2 µM (símbolos sin relleno). (C) Las HUVEC se dejaron sin tratar o se incubaron con concentraciones 
crecientes de C13H8N4OS como se indicó. La actividad de la luciferasa se midió en los momentos indicados después 
de la electroporación. Se presentas los valores medios de los duplicados. Ambas proteínas virales condujeron a un 
aumento de 2 veces en la expresión de luciferasa 24 horas después de la electroporación (Figura 7A). La aplicación 
adicional de C13H8N4OS dio como resultado un aumento aditivo de la expresión de luciferasa y estabilización (Figura 10 
7B). Experimentos similares con células HUVEC revelaron que la combinación de E3 y K3 aumentó la expresión de 
luciferasa, que se incrementó adicionalmente mediante C13H8N4OS de una forma dependiente de la dosis (Figura 
7C). 

Figura 8: Inhibición de la PKR usando proteínas E3 y K3 del virus vacuna cotransfectadas en células T humanas e 
iDC 15 

(A) Las células T CD4 positivas primarias humanas y (B) CD8 positivas primarias humanas se aislaron y 
electroporaron con ARN IVT que codifica GFP desestabilizada (10 µg) y 5 µg de ambas, E3 y K3. Las 
electroporaciones se realizaron utilizando cubetas de 4 mm de separación y parámetros optimizados para cada tipo 
de célula. Las células se dejaron sin tratar o se incubaron con concentraciones crecientes de C13H8N4OS. Las 
células se recogieron en los momentos de tiempo indicados y la expresión de GFP se evaluó mediante citometría de 20 
flujo. Se muestra la intensidad de fluorescencia media (MFI) de las fracciones de células positivas para GFP 
transfectadas. (C) Las iDC humanas se aislaron y electroporaron con ARN IVT que codificaba GFP desestabilizada 
(10 µg), 1 µg de luciferasa y 5 µg de ambas, E3 y K3. Las electroporaciones se realizaron utilizando cubetas de 4 
mm de separación y parámetros optimizados para cada tipo de célula. Las células se sembraron en placa por 
duplicado en placas de 96 pozos a una densidad de 10.000 células/pozo y se dejaron sin tratar (panel izquierdo) o 25 
se incubaron con concentraciones crecientes de C13H8N4OS (panel derecho). La actividad de luciferasa se midió en 
los momentos de tiempo indicados. Se presentan los valores medios de los duplicados. Como se representa en la 
Figura 8A y 8B, las proteínas virales que inhiben PKR no aumentaron la expresión del gen informador en células T, 
ni en presencia ni en ausencia de C13H8N4OS. En las iDC, las proteínas virales, como se observó antes con el 
inhibidor, disminuyeron la expresión de luciferasa. Además, E3 y K3 no revirtieron el efecto negativo de C13H8N4OS 30 
en la expresión luciferasa (Figura 8C). 

Figura 9: Efecto de la inhibición de PKR en la expresión del gen informador en fibroblastos transfectados con ARN 
compuesto de nucleótidos modificados 

(A) Los fibroblastos CCD1079Sk se coelectroporaron con 1 µg de ARN IVT que codifica luciferasa y 5 µg de ARN 
IVT que codifica GFP desestabilizada, o bien no modificados o modificados con 5-metilcitidina (5mC) y 35 
pseudouridina (PU) como se indicó. Inmediatamente después de la electroporación, las células se sembraron por 
duplicado en placas en de 96 pozos a una densidad de 10.000 células/pozo. Las células permanecieron sin tratar o 
se cultivaron en presencia del inhibidor de PKR 2 µM. Después de 7 h, 24 h, 48 h y 72 h, se evaluó la actividad de 
luciferasa. La incorporación de 5mC y PU en los transcritos aumenta la expresión de la luciferasa en 
aproximadamente 2 veces en comparación con el control no modificado. El uso de C13H8N4OS 2 µM incrementa y 40 
estabiliza adicionalmente la expresión de luciferasa codificada por ARN IVT modificado. 

Figura 10: Expresión aumentada y estabilizada de factores de transcripción de reprogramación por inhibición de 
PKR 

(AB) Se sometieron a electroporación los fibroblastos del prepucio humano primario de diferentes donantes y 
proveedores (panel A: fibroblastos BJ; panel B: CCD1079Sk) y MEF con 0,5 µg de ARN IVT que codifica para 45 
luciferasa de luciérnaga y 1,25 µg de ARN IVT que codifica para eGFP y 2,5 µg de ARN IVT que codifica para cada 
uno de los factores de reprogramación individuales OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC. Las electroporaciones se 
realizaron en cubetas de 2 mm de separación usando parámetros optimizados para cada tipo de célula. Las células 
se sembraron en placas de 6 pozos a una densidad de 250.000 células/pozo. Las células se dejaron sin tratar o se 
incubaron con cantidades crecientes de C13H8N4OS (inhibidor de PKR) en el intervalo de 0,5 µM a 2 µM como se 50 
indica en la leyenda del panel. La expresión de OCT4 se detectó mediante tinción intracelular con un anticuerpo 
marcado fluorescentemente y se midió por citometría de flujo en los momentos de tiempo indicados. Se muestra la 
intensidad de fluorescencia media (MFI) de las fracciones de células positivas para OCT4 transfectadas. (D) Los 
fibroblastos CCD1079Sk se electroporaron con ARN IVT como en B y se trataron durante 24 h o 48 h con 
C13H8N4OS 2 µM. 72 h después de la electroporación se recogieron las células y se realizó tinción intracelular con 55 
anticuerpos marcados de forma fluorescente reactivos contra los factores de transcripción indicados. Se muestra la 
MFI de las fracciones de células positivas para el factor de transcripción. La expresión de los factores de 
transcripción OCT4, Nanog y SOX2 se incrementó fuertemente y se estabilizó en células tratadas de una forma 
dependiente de la dosis y del tiempo. 
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Figura 11: Inducción mejorada de genes marcadores de pluripotencia tras tratamiento con C13H8N4OS 

Los fibroblastos CCD1079SK fueron electroporados en forma simulada o electroporados con ARN IVT que codifica 
para luciferasa de luciérnaga (1 µg), eGFP (1,25 µg), T grande de SV40 (1,25 µg), HPV16-E6 (1,25 µg), OCT4, 
SOX2, KLF4, cMYC, NANOG y LIN28 (2,5 µg de OCT4 y cantidades equimolares para los otros). Las 
electroporaciones se realizaron en cubetas de 2 mm de separación utilizando parámetros optimizados para CCD. 5 
Las células se sembraron en placas de 6 pozos a una densidad de 250.000 células/pozo y se dejaron sin tratar o se 
incubaron con C13H8N4OS 2 µM como se indicó. 72 h después de la electroporación se recogieron las células para 
extraer el ARN total y realizar análisis qRT-PCR para los marcadores de pluripotencia (A) GDF3 y (B) hTERT. La 
inducción de GDF3 e hTERT se incrementó por el tratamiento 72 h después de la electroporación. 

Figura 12: Estabilización de constructos de ARN IVT bajo inhibición de PKR 10 

(A) Los fibroblastos CCD1079SK fueron electroporados en forma simulada o electroporados con ARN IVT que 
codifica para luciferasa de luciérnaga (1 µg), eGFP (1,25 µg), T grande de SV40 (1,25 µg), HPV16-E6 (1,25 µg), 
OCT4, SOX2, KLF4, cMYC, NANOG y LIN28 (2,5 µg de OCT4 y cantidades equimolares para los otros). Las 
electroporaciones se realizaron en cubetas de 2 mm de separación utilizando parámetros optimizados para CCD. 
Después de la electroporación, las células se dejaron sin tratar o se incubaron con C13H8N4OS 2 µM durante 24 15 
horas o 48 horas. Después de 72 h se recolectaron las células para extraer el ARN total y realizar el análisis de qRT-
PCR para los constructos de ARN IVT de codón optimizado OCT4 y SOX2. (B) Para determinar si C13H8N4OS tiene 
un efecto sobre la semivida in vivo del ARN IVT, los fibroblastos CCD1079SK fueron electroporados en forma 
simulada o electroporados con ARN IVT que codifica para luciferasa de luciérnaga (1 µg), T grande de SV40 (1,25 
µg), GPL mejorado (1,25 µg), E3 (3 µg) y K3 (3 µg) con adición de ARN IVT que codifica para OCT4, SOX2, KLF4, 20 
cMYC (cada 2,5 µg) o adición de eGFP (10 µg) como control. Las electroporaciones se realizaron en cubetas de 2 
mm de separación utilizando parámetros optimizados para CCD. Se sembraron en placa 250.000 células/pozo en 
placas de 6 pozos y se dejaron sin tratar o se incubaron con C13H8N4OS 2 µM durante 80 h. Después de 8 h, 32 h, 
56 h, 80 h se recolectaron las células para extraer el ARN total y realizar análisis de qRT-PCR para los constructos 
de ARN IVT de codón optimizado OCT4, SOX2, KLF4 y cMYC. La decadencia de los transcritos se representó 25 
gráficamente en función del tiempo y se calculó la diferencia entre las semividas (t1/2) del constructo en ausencia o 
presencia de C13H8N4OS (∆t1/2 = t1/2 (+C13H8N4OS) - t1/2 (-C13H8N4OS)). El tratamiento transitorio de las células con 
C13H8N4OS 2 µM aumentó la abundancia de ARN IVT durante 72 h (A). La semivida de los constructos de ARN IVT 
se prolonga durante 1-2,5 h bajo la Inhibición de PKR (B). Por lo tanto, la estabilización de la expresión informadora 
bajo la inhibición de PKR se basa en cierta medida en la estabilización de los constructos de ARN IVT. 30 

Figura 13: Secreción de interferones después de la electroporación de ARN IVT y bajo el efecto de C13H8N4OS 

Los fibroblastos primarios de prepucio humano (HFF) se electroporaron con ARN IVT que codifica eGFP (10 µg) sin 
modificar o modificado (mod.) con 5-metilcitidina (5mC) y pseudouridina (PU) o eGFP no modificada (10 µg) y con 3 
µg de E3 y K3 (5mC y PU) como se indica. 

ARN IVT induce la secreción de IFN β después de la electroporación. La secreción se mejora notablemente cuando 35 
las células se incuban con C13H8N4OS. La inducción de IFNβ se reduce cuando se modifica el ARN IVT con 5mC y 
PU. 

Figura 14: La desactivación de PKR conduce a una estabilización de la expresión del transcripto similar a la 
inhibición de PKR 

(A) Se electroporaron fibroblastos primarios de prepucio humano (CCD1079Sk) con una cantidad creciente de una 40 
mezcla de ARNpi dirigida a PKR (Santa Cruz, sc-36263) que varía de 20 nM a 80 nM. El nivel de expresión de PKR 
se evaluó mediante qRT-PCR. Se representan los niveles relativos de expresión en comparación con las células de 
tipo silvestre. PKR se redujo hasta 5-10% con todas las concentraciones de la mezcla de ARNpi 24 h después de la 
electroporación. Sólo 80nM son suficientes para reducir PKR más de 48 h. 

(B) Se electroporaron fibroblastos primarios de prepucio humano (CCD1079Sk) con ARN IVT que codificaba eGFP 45 
no modificado (1,5 µg) ya sea solo o con una cantidad creciente de una mezcla de ARNpi dirigida a PKR que varía 
de 20 nM a 80 nM. El nivel de expresión de los genes de respuesta a IFN, OAS1 y OAS2, se evaluó mediante qRT-
PCR. Se representan los niveles relativos de expresión en comparación con las células de tipo silvestre. Los niveles 
de expresión de OAS1 y OAS2 no se alteran significativamente por la adición de mezcla de ARNpi lo que indica que 
el ARNpi no induce IFN después de la electroporación. 50 

(C) Los fibroblastos primarios de prepucio humano (CCD1079Sk) se electroporaron con o sin 80 nM de mezcla de 
ARNpi dirigida a PKR y 48 horas después con 1 µg de ARN IVT que codifica para luciferasa de luciérnaga y para 
eGFP (2,5 µg). Las células se dejaron sin tratar o se incubaron con C13H8N4OS 2 µM. La actividad de luciferasa se 
midió en los momentos indicados. La electroporación de células incubadas previamente con ARNpi dirigidas a PKR y 
por lo tanto que están en un estado de carencia de PKR conduce a una cinética bastante similar y al aumento de la 55 
expresión del gen informador como incubación con 2 µM del inhibidor de PKR C13H8N4OS con un efecto 
estabilizador ligeramente inferior. La combinación de incubación previa con mezcla de ARNpi dirigida a PKR y el uso 
del inhibidor conduce a un nivel de expresión aún más alto del transcripto informador. 
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Figura 15: Efecto de C13H8N4OS en la traducción de ARN IVT usando lipofección 

Se empaquetaron 1,2 µg de ARN IVT 5’-trifosforilado y no modificado (0,8 µg que codifica la luciferasa, 0,4 µg de 
GFP) con 6 µL de reactivo de transfección de RNAiMAX (Invitrogen) y se transfectaron en fibroblastos de prepucio 
humano y el medio complementado con concentraciones crecientes de C13H8N4OS. En los momentos indicados se 
lisaron las células y se midió la actividad de luciferasa de los lisados. C13H8N4OS tuvo un efecto estabilizador sobre 5 
la traducción de la luciferasa. Este efecto dependió de la dosis. 

Figura 16: Efecto de 2-aminopurina sobre la expresión de luciferasa 

Los fibroblastos de prepucio humano se electroporaron con 2 µg de ARN IVT que codifica la luciferasa de luciérnaga 
y 5 µg de ARN IVT que codifican la GFP y se incubaron con las concentraciones de 2-AP indicadas en la leyenda del 
panel. 10 mM a 20 mM de 2-AP condujeron a un aumento similar de la traducción que C13H8N4OS 2 µM. 10 

Descripción detallada de la invención 

Aunque la presente invención se describe en detalle a continuación, debe entenderse que la enseñanza como tal no 
se limita a las metodologías, protocolos y reactivos particulares descritos aquí, ya que pueden variar. También se 
debe entender que la terminología usada en la presente memoria es con el propósito de describir únicamente 
realizaciones particulares y no pretende limitar el alcance de la presente invención que estará limitado solamente por 15 
las reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos usados en 
la presente memoria tienen los mismos significados que comúnmente entienden los expertos en la técnica. 

A continuación, se describirán los elementos de la presente enseñanza. Estos elementos se enlistan con 
realizaciones específicas, sin embargo, debe entenderse que pueden combinarse de cualquier manera y en 
cualquier cantidad para crear realizaciones adicionales. Los diversos ejemplos descritos y las realizaciones 20 
preferidas no deben ser interpretados para limitar la presente invención a sólo las realizaciones explícitamente 
descritas. Esta descripción debe entenderse como soporte y abarca realizaciones que combinan las realizaciones 
explícitamente descritas con cualquier cantidad de los elementos divulgados y/o preferidos. Además, cualquier 
permutación y combinación de todos los elementos descritos en esta solicitud debe ser considerada divulgada por la 
descripción de la presente enseñanza a menos que el contexto indique lo contrario. Por ejemplo, si en una 25 
realización preferida el ARN comprende una cola de poli(A) que consta de 120 nucleótidos y en otra realización 
preferida la molécula de ARN comprende un análogo de caperuza 5', entonces en una realización preferida, el ARN 
comprende la cola de poli(A) que consistente en 120 nucleótidos y el análogo de caperuza 5'. 

Preferiblemente, los términos usados en la presente memoria se definen como se describe en el "Glosario 
multilingüe de términos biotecnológicos: (Recomendaciones de la IUPAC)", H.G.W. Leuenberger, B. Nagel y H. 30 
Kölbl, Eds., Helvetica Chimica Acta, CH-4010 Basilea, Suiza, (1995). 

La práctica de la presente invención empleará, a menos que se indique otra cosa, métodos convencionales de 
química, bioquímica y técnicas de ADN recombinante que se explican en la literatura relacionada con este campo 
(consultar, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª edición, J. Sambrook et al. eds., Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor 1989). 35 

A lo largo de esta memoria descriptiva y de las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto lo exija de otro 
modo, la palabra "comprende" y variaciones tales como "que comprende" y "comprendiendo", se entenderá que 
implican la inclusión de un miembro declarado, número entero o etapa o grupo de miembros, números enteros o 
etapas, pero no la exclusión de cualquier otro miembro, número entero o etapa o grupo de miembros, enteros o 
etapas, aunque en algunas realizaciones dicho otro miembro, número entero o etapa o grupo de miembros, números 40 
enteros o etapas puede ser excluido, es decir, el objeto consiste en la inclusión de un miembro, número entero o 
etapa o grupo de miembros, números enteros o etapas establecidos. Los términos "un" y "uno, una" y "el, la" y la 
referencia similar utilizados en el contexto de descripción de la invención (especialmente en el contexto de las 
reivindicaciones) deben ser interpretados en el sentido de abarcar tanto el singular como el plural, a menos que se 
indique lo contrario aquí o sea claramente contradicho por el contexto. La mención de intervalos de valores en la 45 
presente memoria pretende simplemente servir como un método abreviado de referencia individual a cada valor 
separado que cae dentro del intervalo. A menos que se indique lo contrario en la presente memoria, cada valor 
individual se incorpora en la especificación como si estuviera mencionado individualmente en la presente memoria. 
Todos los métodos descritos en la presente memoria descriptiva se pueden realizar en cualquier orden adecuado a 
menos que se indique lo contrario en la presente memoria o bien se contradiga claramente con el contexto. El uso 50 
de todos y cada uno de los ejemplos, o un ejemplo de expresión (por ejemplo, "tal como"), proporcionado en la 
presente memoria, sólo pretende ilustrar mejor la invención y no plantea una limitación en el alcance de la invención 
reivindicada. Ninguna expresión en la memoria descriptiva debe interpretarse como indicativo de cualquier elemento 
no reivindicado esencial para la práctica de la invención. 

Los términos tales como "reducción" o "inhibición" se refieren a la capacidad de causar una disminución global, 55 
preferiblemente del 5% o más, 10% o más, 20% o más, más preferiblemente del 50% o más, y la mayoría 
preferiblemente del 75% o más, en el nivel. El término "inhibir" o frases similares incluye una inhibición completa o 
esencialmente completa, es decir, una reducción a cero o esencialmente cercana a cero. 
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Los términos tales como "aumentar", "mejorar" o "prolongar" se refieren preferiblemente a un aumento, mejora o 
prolongación en aproximadamente al menos 10%, preferiblemente al menos 20%, preferiblemente al menos 30%, 
preferiblemente al menos 40%, preferiblemente al menos 50%, preferiblemente al menos 80%, preferiblemente al 
menos 100%, preferiblemente al menos 200% y en particular al menos 300%. Estos términos también pueden 
referirse a un aumento, mejora o prolongación desde cero o un nivel no medible o no detectable hasta un nivel de 5 
más de cero o un nivel que sea medible o detectable. 

El término "recombinante" en el contexto de la presente invención significa "hecho mediante ingeniería genética". 
Preferiblemente, una "entidad recombinante" tal como una proteína recombinante en el contexto de la presente 
invención no es de origen natural, y preferiblemente es el resultado de una combinación de entidades tales como 
secuencias de aminoácidos o de ácido nucleico que no están combinadas en la naturaleza. Por ejemplo, una 10 
proteína recombinante en el contexto de la presente invención puede contener varias secuencias de aminoácidos 
derivadas de diferentes proteínas fusionadas entre sí, por ejemplo, mediante enlaces peptídicos. 

El término "de origen natural" tal como se usa en la presente memoria se refiere al hecho de que un objeto puede 
encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, una proteína o ácido nucleico que está presente en un organismo 
(incluyendo virus) y puede ser aislado de una fuente en la naturaleza y que no ha sido intencionalmente modificado 15 
por el hombre en el laboratorio, es de origen natural. 

Un ácido nucleico está de acuerdo con la enseñanza preferiblemente ácido desoxirribonucleico (ADN) o ácido 
ribonucleico (ARNm), más preferiblemente ARN, lo más preferiblemente ARN transcrito in vitro (ARN IVT). Los 
ácidos nucleicos incluyen, de acuerdo con la invención, ADN, ADNc, ARNm genómicos, moléculas producidas de 
forma recombinante y químicamente sintetizadas. Según la enseñanza, un ácido nucleico puede estar presente 20 
como una molécula monocatenaria o bicatenaria y lineal o cerrada en forma circular de manera covalente. De 
acuerdo con la enseñanza, puede aislarse un ácido nucleico. El término ácido nucleico aislado significa, de acuerdo 
con la invención, que el ácido nucleico (i) se amplificó in vitro, por ejemplo, mediante reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR), (ii) se produjo en forma recombinante por clonación, (iii) se purificó, por ejemplo, por escisión y 
separación por electroforesis en gel, o (iv) se sintetizó, por ejemplo, mediante síntesis química. Se puede emplear un 25 
ácido nucleico para su introducción en, es decir, transfección de, células, en particular, en forma de ARN que puede 
prepararse por transcripción in vitro a partir de una plantilla de ADN. Además, el ARN puede modificarse antes de su 
aplicación por secuencias estabilizadoras, protección y poliadenilación. 

Como ácido nucleico, se pueden usar en particular ADN, para la expresión de más de un péptido o proteína, ya sea 
de un tipo de ácido nucleico en el que los diferentes péptidos o proteínas están presentes en diferentes moléculas 30 
de ácido nucleico o un tipo de ácido nucleico en el que los péptidos o proteínas están presentes en la misma 
molécula de ácido nucleico. 

En el contexto de la presente enseñanza, el término "ARN" se refiere a una molécula que comprende al menos un 
residuo de ribonucleótido y preferiblemente está compuesto total o sustancialmente de residuos de ribonucleótidos. 
"Ribonucleótido" se refiere a un nucleótido con un grupo hidroxilo en la posición 2' de un grupo β-D-ribofuranosilo. El 35 
término "ARN" comprende ARN bicatenario, ARN monocatenario, ARN aislado tal como ARN parcial o 
completamente purificado, ARN esencialmente puro, ARN sintético y ARN generado de forma recombinante tal 
como ARN modificado que difiere del ARN de origen natural por adición, supresión, sustitución y/o alteración de uno 
o más nucleótidos. Dichas alteraciones pueden incluir la adición de material no nucleotídico, tal como al extremo o 
los extremos de un ARN o internamente, por ejemplo, en uno o más nucleótidos del ARN. Los nucleótidos en 40 
moléculas de ARN también pueden comprender nucleótidos no estándar, tales como nucleótidos no naturales o 
nucleótidos o desoxinucleótidos sintetizados químicamente. Estos ARN alterados pueden ser denominados como 
análogos o análogos del ARN de origen natural. 

De acuerdo con la presente enseñanza, el término "ARN" incluye y preferiblemente se refiere a "ARNm". El término 
"ARNm" significa "ARN mensajero" y se refiere a un "transcrito" que se genera usando una plantilla de ADN y que 45 
codifica un péptido o proteína. Típicamente, un ARNm comprende una 5'-UTR, una región codificante de la proteína 
y una 3'-UTR. El ARNm sólo posee una semivida limitada en las células e in vitro. En el contexto de la presente 
invención, el ARNm puede generarse por transcripción in vitro a partir de una plantilla de ADN. La metodología de 
transcripción in vitro es conocida por el experto en la materia. Por ejemplo, hay una variedad de kits de transcripción 
in vitro comercialmente disponibles. 50 

De acuerdo con la enseñanza, la estabilidad y eficacia de la traducción del ARN puede modificarse según se 
requiera. Por ejemplo, el ARN puede estabilizarse y aumentar su traducción por una o más modificaciones que 
tienen efectos estabilizadores y/o aumento de la eficacia de la traducción del ARN. Tales modificaciones se 
describen, por ejemplo, en el documento PCT/EP2006/009448 (documento WO2007/036366). Con el fin de 
aumentar la expresión del ARN utilizado de acuerdo con la presente enseñanza, se puede modificar dentro de la 55 
región codificante, es decir, la secuencia que codifica el péptido o proteína expresada, preferiblemente sin alterar la 
secuencia del péptido o proteína expresada, para aumentar el contenido de GC para aumentar la estabilidad del 
ARNm y para realizar una optimización de codones y, por lo tanto, mejorar la traducción en células. 

El término "modificación" en el contexto del ARN utilizado en la presente enseñanza incluye cualquier modificación 
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de un ARN que no esté presente naturalmente en dicho ARN. 

En una realización, el ARN utilizado de acuerdo con la invención no tiene 5'-trifosfatos sin caperuza. La eliminación 
de estos 5'-trifosfatos sin caperuza se puede conseguir tratando el ARN con una fosfatasa. 

El ARN puede tener ribonucleótidos modificados con el fin de aumentar su estabilidad y/o disminuir la citotoxicidad. 
Por ejemplo, en una realización, en el ARN utilizado de acuerdo con la invención, la 5-metilcitidina está sustituida 5 
parcial o totalmente, preferiblemente completamente, por la citidina. Alternativamente o adicionalmente, en una 
realización, en el ARN usado de acuerdo con la invención se sustituye la pseudouridina parcial o totalmente, 
preferiblemente completamente, por la uridina. 

En una realización, el término "modificación" se refiere a proporcionar un ARN con una caperuza 5' o análogo de 
caperuza 5'. El término "caperuza 5’'' se refiere a una estructura de caperuza encontrada en el extremo 5’ de una 10 
molécula de ARNm y generalmente consiste en un nucleótido de guanosina conectado al ARNm a través de un 
enlace inusual de 5' con 5' trifosfato. En una forma de realización, esta guanosina se metila en la posición 7. El 
término "camp 5’ convencional'' se refiere a un camp 5' de ARN de origen natural, preferiblemente a la caperuza 7-
metilguanosina (m7G). En el contexto de la presente invención, el término "caperuza 5'" incluye un análogo de 
caperuza 5' que se asemeja a la estructura de caperuza de ARN y se modifica para que posea la capacidad de 15 
estabilizar ARN y/o mejorar la traducción de ARN si está unido a la misma, preferiblemente in vivo y/o en una célula. 

Preferiblemente, el extremo 5' del ARN incluye una estructura de Caperuza que tiene la siguiente fórmula general: 

 

en donde R1 y R2 son independientemente hidroxi o metoxi y W-, X-  e Y-  son independientemente oxígeno, azufre, 
selenio o BH3. En una realización preferida, R1 y R2 son hidroxi y W-, X-  e Y- son oxígeno. En otra realización 20 
preferida, uno de R1 y R2, preferiblemente R1 es hidroxi y el otro es metoxi y W-, X-  e Y- son oxígeno. En otra 
realización preferida, R1 y R2 son hidroxi y uno de W-, X-  e Y-, preferiblemente X- es azufre, selenio o BH3, 
preferiblemente azufre, mientras que el otro es oxígeno. En otra realización preferida, uno de R1 y R2, 
preferiblemente R2 es hidroxi y el otro es metoxi y uno de W-, X-  e Y-, preferiblemente X- es azufre, selenio o BH3, 
preferiblemente azufre mientras que el otro es oxígeno. 25 

En la fórmula anterior, el nucleótido en el lado derecho está conectado a la cadena de ARN a través de su grupo 3'. 

Aquellas estructuras de Caperuza en las que al menos uno de W-, X-  e Y- es azufre, es decir, que tienen una 
fracción fosforotioato, existen en diferentes formas diastereoisómeras, todas las cuales están incluidas aquí. 
Además, la presente invención abarca todos los tautómeros y estereoisómeros de la fórmula anterior. 

Por ejemplo, la estructura de Caperuza que tiene la estructura anterior en la que R1 es metoxi, R2 es hidroxi, X-  es 30 
azufre y W- e Y- son oxígeno existe en dos formas diastereoisoméricas (Rp y Sp). Estas se pueden resolver 
mediante HPLC de fase inversa y se denominan D1 y D2 de acuerdo con su orden de elución de la columna de 
HPLC de fase inversa. De acuerdo con la invención, el isómero D1 de m2

7,2'-0GnpspG es particularmente preferido. 

Proporcionar un ARN con una caperuza 5' o análogo de caperuza 5' puede lograrse mediante la transcripción in vitro 
de una plantilla de ADN en presencia de dicha caperuza 5' o análogo de caperuza 5', donde dicha caperuza 5' es co- 35 
transcripcionalmente incorporada en la cadena de ARN generada, o el ARN puede ser generado, por ejemplo, 
mediante la transcripción in vitro, y la caperuza 5' puede unirse al ARN después de la transcripción usando enzimas 
de remate, por ejemplo, enzimas de remate del virus vacuna. 

El ARN puede comprender otras modificaciones. Por ejemplo, una modificación de ARN adicional puede ser una 
extensión o truncamiento de la cola de poli(A) de origen natural o una alteración de las regiones no traducidas 5' o 3' 40 
(UTR) tales como la introducción de una UTR que no está relacionada con las regiones de codificación de dicho 
ARN, por ejemplo, el intercambio de la 3'-UTR existente con o la inserción de una o más, preferiblemente dos copias 
de una 3'-UTR derivada de un gen de globina, tal como alfa2-globina, alfa1-globina, preferiblemente beta-globina, 
más preferiblemente beta-globina humana. 

El ARN que tiene una secuencia de poli-A no enmascarada se traduce más eficazmente que el ARN que tiene una 45 
secuencia de poli-A enmascarada. El término "cola de poli (A)" o "secuencia de poli-A" se refiere a una secuencia de 
residuos de adenilo (A) que típicamente se encuentra en el extremo 3' de una molécula de ARN y "secuencia de poli-
A no enmascarada" significa que la secuencia de poli-A en el extremo 3' de una molécula de ARN termina con una A 
de la secuencia de poli-A y no es seguida por nucleótidos distintos de A situados en el extremo 3', es decir, en 
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dirección 3', de la secuencia de poli-A. Además, una secuencia larga de poli-A de aproximadamente 120 pares de 
bases da como resultado una estabilidad óptima del transcrito y eficacia de traducción del ARN. 

Por lo tanto, con el fin de aumentar la estabilidad y/o la expresión del ARN utilizado de acuerdo con la presente 
enseñanza, se puede modificar para que esté presente junto con una secuencia de poli-A, preferiblemente con una 
longitud de 10 a 500, más preferiblemente de 30 a 300, incluso más preferiblemente de 65 a 200 y especialmente de 5 
100 a 150 residuos de adenosina. En una realización especialmente preferida, la secuencia de poli-A tiene una 
longitud de aproximadamente 120 residuos de adenosina. Para aumentar aún más la estabilidad y/o la expresión del 
ARN utilizado de acuerdo con la enseñanza, la secuencia de poli-A puede estar no enmascarada. 

Además, la incorporación de una región 3' no traducida (UTR) en la región no traducida en 3' de una molécula de 
ARN puede dar como resultado una mejora en la eficacia de la traducción. Se puede conseguir un efecto sinérgico 10 
incorporando dos o más de tales regiones 3' no traducidas. Las regiones 3' no traducidas pueden ser autólogas o 
heterólogas al ARN en el que se introducen. En una realización particular, la región 3' no traducida se deriva del gen 
de β-globina humana. 

Una combinación de las modificaciones descritas anteriormente, es decir, la incorporación de una secuencia de poli-
A, el desenmascaramiento de una secuencia de poli-A y la incorporación de una o más regiones 3' no traducidas, 15 
tiene una influencia sinérgica sobre la estabilidad del ARN y el aumento de la eficiencia de la traducción. 

El término "estabilidad" del ARN se refiere a la "semivida" del ARN. La "semivida" se refiere al período de tiempo que 
se necesita para eliminar la mitad de la actividad, la cantidad o el número de moléculas. En el contexto de la 
presente invención, la semivida de un ARN es indicativa de la estabilidad de dicho ARN. La semivida del ARN puede 
influir en la "duración de la expresión" del ARN. Se puede esperar que el ARN que tiene una semivida larga se 20 
exprese durante un periodo de tiempo prolongado. 

Por supuesto, si de acuerdo con la presente invención se desea disminuir la estabilidad y/o la eficacia de la 
traducción del ARN, es posible modificar el ARN para interferir con la función de los elementos como se ha descrito 
anteriormente, incrementando la estabilidad y/o eficacia de la traducción del ARN. 

El término "expresión" se usa en su significado más general y comprende la producción de ARN y/o péptidos o 25 
proteínas, por ejemplo, por transcripción y/o traducción. Con respecto al ARN, el término "expresión" o "traducción" 
se refiere en particular a la producción de péptidos o proteínas. También comprende la expresión parcial de ácidos 
nucleicos. Además, la expresión puede ser transitoria o estable. 

Según la enseñanza, términos tales como "expresión de ARN" o "que expresa ARN" se refieren a la producción de 
péptido o proteína codificada por el ARN. Preferiblemente, dichos términos se refieren a la traducción de ARN para 30 
expresar, es decir, producir péptido o proteína codificada por el ARN. 

En el contexto de la presente enseñanza, el término "transcripción" se refiere a un proceso, en el que el código 
genético en una secuencia de ADN se transcribe en ARN. Posteriormente, el ARN puede traducirse en proteína. 
Según la presente invención, el término "transcripción" comprende la "transcripción in vitro", en donde el término 
"transcripción in vitro" se refiere a un proceso en el que ARN, en particular ARNm, es sintetizado in vitro en un 35 
sistema libre de células, preferiblemente usando extractos celulares apropiados. Preferiblemente, se aplican 
vectores de clonación para la generación de transcritos. Estos vectores de clonación se designan generalmente 
como vectores de transcripción y están de acuerdo con la presente invención abarcados por el término "vector". De 
acuerdo con la presente enseñanza, el ARN usado en la presente enseñanza preferiblemente es un ARN transcrito 
in vitro (ARN IVT) y puede obtenerse por transcripción in vitro de una plantilla de ADN apropiada. El promotor para 40 
controlar la transcripción puede ser cualquier promotor para cualquier ARN polimerasa. Ejemplos particulares de 
ARN polimerasas son las ARN polimerasas T7, T3 y SP6. Preferiblemente, la transcripción in vitro de acuerdo con la 
invención está controlada por un promotor T7 o SP6. Una plantilla de ADN para la transcripción in vitro puede 
obtenerse por clonación de un ácido nucleico, en particular ADNc, e introducirlo en un vector apropiado para la 
transcripción in vitro. El ADN puede obtenerse por transcripción inversa de ARN. 45 

La plantilla vectorial que contiene ADNc puede comprender vectores que portan diferentes insertos de ADNc que 
después de la transcripción dan como resultado una población de diferentes moléculas de ARN opcionalmente 
capaces de expresar diferentes péptidos o proteínas o pueden comprender vectores que portan sólo una especie de 
inserto de ADNc que tras la transcripción sólo dan como resultado una población de una especie de ARN capaz de 
expresar sólo un péptido o proteína. De este modo, es posible producir ARN capaz de expresar un único péptido o 50 
proteína solamente o producir composiciones de diferentes ARN tales como bibliotecas de ARN y ARN de células 
completas capaces de expresar más de un péptido o proteína, por ejemplo, una composición de péptidos o 
proteínas. La presente enseñanza prevé la introducción de todos dichos ARN en las células. 

El término "traducción" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere al proceso en los ribosomas de una 
célula mediante la cual una cadena de ARN mensajero dirige el montaje de una secuencia de aminoácidos para 55 
formar un péptido o proteína. 

Las secuencias de control de expresión o secuencias reguladoras, que de acuerdo con la enseñanza pueden estar 
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ligadas funcionalmente con un ácido nucleico, pueden ser homólogas o heterólogas con respecto al ácido nucleico. 
Una secuencia codificadora y una secuencia reguladora están unidas entre sí "funcionalmente" si están unidas 
conjuntamente de forma covalente, de modo que la transcripción o traducción de la secuencia codificante está bajo 
el control o bajo la influencia de la secuencia reguladora. Si la secuencia codificadora se traduce en una proteína 
funcional, con enlace funcional de una secuencia reguladora con la secuencia codificante, la inducción de la 5 
secuencia reguladora conduce a una transcripción de la secuencia codificante, sin provocar un desplazamiento del 
marco de lectura en la secuencia codificante o incapacidad de la secuencia codificante de ser traducida en la 
proteína o péptido deseado. 

El término "secuencia de control de expresión" o "secuencia reguladora" comprende, de acuerdo con la enseñanza, 
promotores, secuencias de unión al ribosoma y otros elementos de control, que controlan la transcripción de un 10 
ácido nucleico o la traducción del ARN derivado. En ciertas realizaciones de la invención, las secuencias 
reguladoras pueden ser controladas. La estructura precisa de las secuencias reguladoras puede variar dependiendo 
de la especie o dependiendo del tipo de célula, pero generalmente comprende secuencias 5' no transcritas y 
secuencias 5' y 3' no traducidas, que están implicadas en el inicio de la transcripción o traducción, tales como la caja 
TATA, secuencia de remate, secuencia CAAT y similares. En particular, las secuencias reguladoras 5' no transcritas 15 
comprenden una región promotora que incluye una secuencia promotora para el control transcripcional del gen unido 
funcionalmente. Las secuencias reguladoras también pueden comprender secuencias mejoradoras o secuencias 
activadoras en dirección 5'. 

Términos tales como "mejora de la expresión", "expresión mejorada" o "expresión aumentada" significan en el 
contexto de la presente enseñanza que la cantidad de péptido o proteína expresada por un número dado de 20 
moléculas de ARN es mayor que la cantidad de péptido o proteína expresada por el mismo número de moléculas de 
ARN, en el que la expresión de las moléculas de ARN se realiza bajo las mismas condiciones excepto la condición 
que da como resultado la expresión aumentada o incrementada del ARN, tal como una reducción de la actividad de 
proteína quinasa dependiente de ARN (PKR) en una célula frente a la no reducción de la actividad de la proteína 
quinasa dependiente de ARN (PKR) en una célula. En este contexto, las "mismas condiciones" se refieren a una 25 
situación en la que las mismas secuencias de ARN que codifican el mismo péptido o proteína se introducen por los 
mismos medios en las mismas células, las células se cultivan bajo las mismas condiciones (excepto la condición que 
da lugar al aumento o incremento de la expresión) y las cantidades de péptido o proteína se miden por los mismos 
medios. La cantidad de péptido o proteína se puede expresar en moles, o en peso, por ejemplo, en gramos, o en 
masa o por actividad polipeptídica, por ejemplo, si el péptido o proteína es una enzima, puede expresarse como 30 
actividad catalítica o si el péptido o proteína es un anticuerpo o antígeno o un receptor, puede expresarse como 
afinidad de unión. En una realización, términos tales como "aumento de la expresión", "expresión mejorada" o 
"expresión aumentada" significan en el contexto de la presente invención que la cantidad de péptido o proteína 
expresada por un número dado de moléculas de ARN y dentro de un período dado de tiempo es mayor que la 
cantidad de péptido o proteína expresada por el mismo número de moléculas de ARN y dentro del mismo período de 35 
tiempo. Por ejemplo, el valor máximo de péptido o proteína expresado por un número dado de moléculas de ARN en 
un momento determinado puede ser superior al valor máximo de péptido o proteína expresado por el mismo número 
de moléculas de ARN. En otras realizaciones, el valor máximo de péptido o proteína expresado por un número dado 
de moléculas de ARN no necesita ser mayor que el valor máximo de péptido o proteína expresado por el mismo 
número de moléculas de ARN. Sin embargo, la cantidad media de péptido o proteína expresada por el número dado 40 
de moléculas de ARN dentro de un periodo de tiempo dado puede ser mayor que la cantidad media de péptido o 
proteína expresada por el mismo número de moléculas de ARN. Los últimos casos se denominan en la presente 
memoria como "nivel de expresión superior" o "nivel de expresión aumentado" y se refieren a valores máximos de 
expresión más altos y/o valores medios de expresión más altos. Alternativa o adicionalmente, términos tales como 
"mejora de la expresión", "expresión mejorada" o "expresión aumentada" significan en el contexto de la presente 45 
enseñanza también que el tiempo en el cual el péptido o la proteína es expresado por moléculas de ARN puede ser 
más largo que el tiempo en la que el péptido o proteína es expresado por las mismas moléculas de ARN. Por lo 
tanto, en una realización, términos tales como "mejora de la expresión", "expresión mejorada" o "expresión 
aumentada" significan en el contexto de la presente enseñanza también que la cantidad de péptido o proteína 
expresada por un número dado de moléculas de ARN es mayor que la cantidad de péptido o proteína expresada por 50 
el mismo número de moléculas de ARN, puesto que el periodo de tiempo en el que el ARN está presente y 
expresado de forma estable es más largo que el período de tiempo en el que está presente y expresado el mismo 
número de moléculas de ARN. Estos casos se denominan en la presente memoria también como "duración 
aumentada de la expresión". 

Preferiblemente, dichos periodos de tiempo más largos se refieren a la expresión durante al menos 48 h, 55 
preferiblemente durante al menos 72 h, más preferiblemente durante al menos 96 h, en particular durante al menos 
120 h o incluso más después de la introducción del ARN o después de la primera introducción (por ejemplo, en el 
caso de transfecciones repetidas) de ARN en una célula. 

El nivel de expresión y/o duración de expresión del ARN puede determinarse midiendo la cantidad, tal como la 
cantidad total expresada y/o la cantidad expresada en un período de tiempo dado, y/o el tiempo de expresión del 60 
péptido o proteína codificada por el ARN, por ejemplo, utilizando un procedimiento ELISA, un procedimiento de 
inmunohistoquímica, un procedimiento de análisis cuantitativo de imágenes, una transferencia Western, 
espectrometría de masas, un procedimiento de inmunohistoquímica cuantitativa o un ensayo enzimático. 
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En realizaciones particulares, el ARN de acuerdo con la enseñanza comprende una población de diferentes 
moléculas de ARN, por ejemplo, una mezcla de diferentes moléculas de ARN que codifican opcionalmente 
diferentes péptidos y/o proteínas, ARN de células enteras, una biblioteca de ARN, o una parte de las mismas, por 
ejemplo, una biblioteca de moléculas de ARN expresadas en un tipo de célula particular, tales como células no 
diferenciadas, en particular células madre, tales como células madre embrionarias, o una fracción de la biblioteca de 5 
moléculas de ARN, tal como ARN con expresión enriquecida en células no diferenciadas, en particular células madre 
tales como células madre embrionarias en relación con células diferenciadas. Por lo tanto, de acuerdo con la 
enseñanza, el término "ARN" puede incluir una mezcla de moléculas de ARN, ARN de células enteras o una fracción 
de las mismas, que puede obtenerse mediante un procedimiento que comprende el aislamiento de ARN de células 
y/o por medios recombinantes, en particular por transcripción in vitro. 10 

Preferiblemente, de acuerdo con la enseñanza, el ARN a expresar en una célula se introduce en dicha célula, ya sea 
in vitro o in vivo, preferiblemente in vitro. El ARN puede introducirse en una célula antes, después y/o 
simultáneamente con la reducción de la proteína quinasa dependiente de ARN (PKR) en la célula. Preferiblemente, 
la actividad de la proteína quinasa dependiente de ARN (PKR) en la célula se reduce mientras se desea la expresión 
del ARN en la célula. En una realización de los métodos de acuerdo con la invención, el ARN que ha de introducirse 15 
en una célula se obtiene por transcripción in vitro de una plantilla de ADN apropiada. 

El ARN utilizado de acuerdo con la presente invención puede tener una composición conocida (en esta realización 
se sabe con preferencia qué péptidos o proteínas están siendo expresados por el ARN) o la composición del ARN 
puede ser parcial o totalmente desconocida. Alternativamente, el ARN puede tener una función conocida o la función 
del ARN puede ser parcial o totalmente desconocida. 20 

De acuerdo con la enseñanza, los términos "ARN capaz de expresar" y "codificación de ARN" se usan 
indistintamente en la presente memoria y con respecto a un péptido o proteína particular significa que el ARN, si 
está presente en el entorno apropiado, preferiblemente dentro de una célula, puede ser expresado para producir 
dicho péptido o proteína. Preferiblemente, el ARN de acuerdo con la enseñanza es capaz de interactuar con la 
maquinaria de traducción celular para proporcionar el péptido o proteína que es capaz de expresar. 25 

Según la enseñanza, el ARN puede introducirse en células ya sea in vitro o in vivo, preferiblemente in vitro. Las 
células en las que se ha introducido el ARN en vitro podrían, preferiblemente después de la expresión del RNA in 
vitro por los métodos de la enseñanza, ser administradas a un paciente. 

Los términos tales como "transferencia", "introducción" o "transfección" se usan indistintamente en la presente 
memoria descriptiva y se refieren a la introducción de ácidos nucleicos, en particular ácidos nucleicos exógenos o 30 
heterólogos, en particular RNA en una célula. De acuerdo con la presente enseñanza, la célula puede ser una célula 
aislada o puede formar parte de un órgano, un tejido y/o un organismo. Puede usarse cualquier técnica que sea 
adecuada para introducir ARN en las células. Preferiblemente, el ARN se introduce en células mediante técnicas 
estándar. Tales técnicas comprenden la transfección de precipitados de fosfato de calcio de ácido nucleico, la 
transfección de ácidos nucleicos que están asociados con DEAE, la transfección o infección con virus que portan los 35 
ácidos nucleicos de interés, electroporación, lipofección y microinyección. De acuerdo con la presente enseñanza, la 
administración de un ácido nucleico se logra como ácido nucleico desnudo o en combinación con un reactivo de 
administración. Preferiblemente, la administración de ácidos nucleicos está en forma de ácidos nucleicos desnudos. 
Preferiblemente, el ARN se administra en combinación con sustancias estabilizadoras tales como inhibidores de 
RNasa. La presente enseñanza también prevé la introducción repetida de ácidos nucleicos en las células para 40 
permitir la expresión sostenida durante períodos de tiempo prolongados. 

Las células pueden transfectarse, por ejemplo, utilizando kits de transfección basados en liposomas comercialmente 
disponibles tales como LipofectaminaMR (Invitrogen) y pueden transfectarse con cualquier vehículo con el que se 
pueda asociar el ARN, por ejemplo, formando complejos con el ARN o formando vesículas en las que el ARN está 
encerrado o encapsulado, dando como resultado una estabilidad incrementada del ARN en comparación con el ARN 45 
desnudo. Los vehículos útiles de acuerdo con la enseñanza incluyen, por ejemplo, vehículos que contienen lípidos 
tales como lípidos catiónicos, liposomas, en particular liposomas catiónicos, y micelas. Los lípidos catiónicos pueden 
formar complejos con ácidos nucleicos cargados negativamente. Se puede usar cualquier lípido catiónico de 
acuerdo con la enseñanza. 

Preferiblemente, la introducción de ARN que codifica un péptido o proteína en una célula da como resultado la 50 
expresión de dicho péptido o proteína en la célula. En realizaciones particulares, se prefiere el direccionamiento de 
los ácidos nucleicos a células particulares. En tales realizaciones, un vehículo que se aplica para la administración 
del ácido nucleico a una célula (por ejemplo, un retrovirus o un liposoma), exhibe una molécula de direccionamiento. 
Por ejemplo, una molécula tal como un anticuerpo que es específico para una proteína de membrana de superficie 
sobre la célula objetivo o un ligando para un receptor en la célula objetivo puede incorporarse en el vehículo de 55 
ácido nucleico o puede unirse al mismo. En el caso de que el ácido nucleico sea administrado por liposomas, las 
proteínas que se unen a una proteína de membrana de superficie que está asociada con endocitosis pueden 
incorporarse en la formulación de liposomas con el fin de permitir el direccionamiento y/o absorción. Tales proteínas 
abarcan proteínas de la cápside de fragmentos de las mismas que son específicas para un tipo de célula particular, 
anticuerpos contra proteínas que están internalizadas, proteínas que apuntan a una localización intracelular, etc. 60 
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La electroporación o electropermeabilización se refiere a un aumento significativo de la conductividad eléctrica y la 
permeabilidad de la membrana plasmática celular causada por un campo eléctrico aplicado externamente. Se utiliza 
generalmente en biología molecular como una manera de introducir alguna sustancia en una célula. La 
electroporación se hace generalmente con electroporadores, aparatos que crean un campo electromagnético en la 
solución celular. La suspensión de células se pipetea en una cubeta de vidrio o plástico que tiene dos electrodos de 5 
aluminio en sus costados. Para la electroporación, se usa típicamente una suspensión de células de 
aproximadamente 50 microlitros. Antes de la electroporación, se mezcla con el ácido nucleico a transfectar. La 
mezcla se pipetea en la cubeta, se ajusta la tensión y la capacitancia y se inserta la cubeta en el electroporador. 
Preferiblemente, el medio líquido se añade inmediatamente después de la electroporación (en la cubeta o en un tubo 
Eppendorf) y el tubo se incuba a la temperatura óptima de las células durante una hora o más para permitir la 10 
recuperación de las células y opcionalmente la expresión de resistencia a los antibióticos. 

De acuerdo con la enseñanza se prefiere que un ácido nucleico tal como ARN que codifica un péptido o proteína 
una vez tomado o introducido en una célula la cual puede estar presente in vitro o en un sujeto da como resultado la 
expresión de dicho péptido o proteína. La célula puede expresar el péptido o proteína codificados intracelularmente, 
puede secretar el péptido o proteína codificado, o puede expresarlo en la superficie. 15 

Si de acuerdo con la enseñanza, el ARN capaz de expresar ciertos factores para la reprogramación de células 
somáticas se introduce en células somáticas, se prefiere que esta introducción de ARN resulte en la expresión de 
dichos factores durante un período de tiempo para completar el proceso de reprogramación y en el desarrollo de 
células que tienen características de células madre. Preferiblemente, la introducción de ARN capaz de expresar 
ciertos factores tal como se describe en la presente memoria en células somáticas da como resultado la expresión 20 
de dichos factores durante un período de tiempo prolongado, preferiblemente durante al menos 10 días, 
preferiblemente durante al menos 11 días y más preferiblemente durante al menos 12 días. Para conseguir dicha 
expresión a largo plazo, el ARN se introduce preferiblemente periódicamente en las células más de una vez, 
preferiblemente usando electroporación. Preferiblemente, el ARN se introduce en las células al menos dos veces, 
más preferiblemente al menos 3 veces, más preferiblemente al menos 4 veces, incluso más preferiblemente al 25 
menos 5 veces hasta preferiblemente 6 veces, más preferiblemente hasta 7 veces o incluso hasta 8 , 9 o 10 veces, 
preferiblemente durante un periodo de tiempo de al menos 10 días, preferiblemente durante al menos 11 días y más 
preferiblemente durante al menos 12 días para asegurar la expresión de uno o más factores durante un período de 
tiempo prolongado. Preferiblemente, los períodos de tiempo que transcurren entre las introducciones repetidas del 
ARN son de 24 horas a 120 horas, preferiblemente de 48 horas a 96 horas. En una realización, los períodos de 30 
tiempo que transcurren entre las introducciones repetidas del ARN no son mayores de 72 horas, preferiblemente no 
más de 48 horas o 36 horas. En una realización, antes de la siguiente electroporación, se permite que las células se 
recuperen de la electroporación previa. En esta realización, los períodos de tiempo que transcurren entre las 
introducciones repetidas del ARN son al menos de 72 horas, preferiblemente al menos de 96 horas, más 
preferiblemente al menos de 120 horas. En cualquier caso, las condiciones deben seleccionarse de manera que los 35 
factores se expresen en las células en cantidades y por periodos de tiempo que soportan el proceso de 
reprogramación. 

Preferiblemente se utiliza por electroporación al menos 1 µg, preferiblemente al menos 1,25 µg, más preferiblemente 
al menos 1,5 µg y preferiblemente hasta 20 µg, más preferiblemente hasta 15 µg, más preferiblemente hasta 10 µg, 
más preferiblemente hasta 5 µg, preferiblemente 1 a 10 µg, incluso más preferiblemente 1 a 5 µg, o 1 a 2,5 µg de 40 
ARN para cada péptido, proteína o factor. 

Preferiblemente, si se produce una pérdida de viabilidad de las células por electroporaciones repetidas, se añaden 
células previamente no electroporadas como células portadoras. Preferiblemente, se añaden previamente células no 
sometidas a electroporación antes, durante o después de una o más de la 4a y subsiguientes, preferiblemente, la 5a 
y siguientes electroporaciones tales como antes, durante o después de la 4a y 6a electroporación. Preferiblemente, 45 
se añaden previamente células no electroporadas antes, durante o después de la cuarta o quinta y cada 
electroporación subsiguiente. Preferiblemente, las células previamente no electroporadas son las mismas células 
que aquellas en las que se introduce ARN. 

La proteína quinasa dependiente de ARN de la proteína de unión a ARN (proteína quinasa activada por ARN, PKR) 
se une a los ARN de una manera dependiente de la longitud. La PKR es una proteína quinasa de serina/treonina 50 
inducida por interferón identificada inicialmente en la respuesta viral en virtud de su unión a y activación por la 
estructura secundaria extensa formada por secuencias de ARN viral. La PKR humana es de 68 kDa con un dominio 
de unión a ARNbc en el extremo terminal N de aproximadamente 20 kDa y un dominio de proteína quinasa en el 
extremo terminal C. La PKR in vitro se activa por unión a moléculas de ARN con estructura secundaria dúplex 
extensa. Se cree que la enzima in vivo es activada por ARN bicatenario viral (ARNbc) o intermedios replicativos 55 
virales que comprenden ARNbc. La unión del ARN bicatenario a la PKR provoca un cambio conformacional en la 
enzima que altera el sitio de unión a ATP en el dominio quinasa y conduce a la autofosforilación en múltiples 
residuos de serina y treonina a lo largo de la secuencia de PKR. La autofosforilación estimulada por ARN aumenta la 
sensibilidad celular a los estímulos apoptóticos y proinflamatorios a través de una serie de vías putativas, incluyendo 
la fosforilación de su conocido factor 2 sustrato de iniciación eucariota (eIF2a). 60 

El término "PKR" se refiere preferiblemente a PKR humana, y en particular a una proteína que comprende la 
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secuencia de aminoácidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 13 del listado de secuencias o una variante de dicha 
secuencia de aminoácidos. En una realización, el término "PKR" se refiere a una proteína que comprende una 
secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de ácido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 32. El 
término "PKR" incluye cualquier variante, en particular mutantes, variantes de empalme, isoformas, variantes 
alélicas, variantes de especies y homólogos de especies, en particular los que están presentes naturalmente. Una 5 
variante alélica se refiere a una alteración en la secuencia normal de un gen, cuyo significado a menudo no está 
claro. La secuenciación genética completa a menudo identifica numerosas variantes alélicas para un gen dado. Un 
homólogo de una especie es un ácido nucleico o secuencia de aminoácidos con una especie de origen diferente a la 
de un ácido nucleico dado o secuencia de aminoácidos. Un experto en la técnica comprenderá que la secuencia de 
ADNc de PKR como se ha descrito anteriormente sería equivalente a ARNm de PKR y puede ser usado para la 10 
generación de ácidos nucleicos inhibidores contra PKR. 

La actividad de proteína quinasa que incluye la autofosforilación de proteína quinasa puede medirse mediante una 
variedad de técnicas conocidas por el experto en la materia. Un método implica la separación de ATP sin reaccionar 
del sustrato de quinasa fosforilada, por ejemplo, precipitando fosfoproteína sobre tiras de celulosa mediante ácido 
tricloroacético seguido por lavado o adsorción de fosfoproteína sobre tiras de fosfocelulosa. Por ejemplo, se puede 15 
activar PKR desfosforilada mediante incubación con poli[I:C] y se puede permitir que la autofosforilación continúe en 
presencia de [γ-32P]ATP. La capacidad de los compuestos para bloquear esta autofosforilación de PKR inducida por 
ARN puede ser probada. Otro método implica la detección y cuantificación de fosfo-PKR en relación con la cantidad 
total de PKR en el mismo lisado de células mediante transferencia Western con anticuerpos específicos para fosfo-
PKR o PKR de longitud completa. Otro método implica la detección y cuantificación del sustrato fosforilado de PKR, 20 
por ejemplo, fosfo-eIF2α en relación con la cantidad total de eIF2α en el mismo lisado de células por transferencia 
Western con anticuerpos específicos para fosfo-eIF2α o eIF2α de longitud completa. 

Mecanismos de defensa vírica contra la función de PKR, por ejemplo, a través de ARNbc de señuelo (ARN de 
adenovirus VAI, virus de Epstein-Barr EBER; TAR de VIH), degradación de PKR (poliovirus 2Apro), ocultamiento de 
ARNbc viral (virus vacuna E3L, reovirus sigma3, virus de la influenza NS1), bloqueo de dimerización (virus de la 25 
influenza p58IPK; Virus de la hepatitis C NS5A), seudosustratos (virus vacuna K3L; Tat de VIH) o desfosforilación del 
sustrato (virus del herpes simple ICP34.5). 

Un ARN de señuelo es un ARN de pseudosustrato que tiene una estructura similar al sustrato de ARN de una 
enzima, con el fin de hacer que la enzima se una al pseudosustrato en lugar de al sustrato real, bloqueando así la 
actividad de la enzima. 30 

De acuerdo con la presente enseñanza, el término "reducción de la actividad de la proteína quinasa dependiente de 
ARN (PKR)" se refiere a medidas que dan lugar a un menor grado de homodimerización de PKR, en un grado menor 
de autofosforilación de PKR y/o en un grado menor de fosforilación de objetivos que son sustratos de quinasa de 
PKR tales como eIF2a en comparación con la situación normal, en particular la situación normal en una célula, en la 
que la actividad de PKR no se reduce/no ha sido reducida por el hombre. Preferiblemente, dicho término incluye 35 
todas las medidas que resultan en un grado menor de autofosforilación de PKR y/o en un grado menor de 
fosforilación de objetivos que son sustratos de quinasa de PKR. 

De acuerdo con la enseñanza, se prevé reducir la actividad de PKR en una célula in vitro o in vivo, preferiblemente 
in vitro. De este modo, de acuerdo con la presente invención, la célula puede ser una célula aislada o puede formar 
parte de un órgano, un tejido y/o un organismo. 40 

De acuerdo con la enseñanza, todas las medidas y medios que resultan en una reducción de la actividad de PKR 
son adecuados para reducir la actividad de PKR. La reducción de la actividad de PKR en una célula conduce 
preferiblemente a un aumento de la estabilidad y/o a una mejora de la expresión del ARN en la célula en 
comparación con la situación normal, en particular la situación normal en una célula, en la que la actividad de PKR 
no es reducida/no ha sido reducida por el hombre. El aumento de la expresión de ARN en una célula comprende 45 
preferiblemente un aumento en el nivel de expresión y/o un aumento en la duración de la expresión del ARN en la 
célula en comparación con la situación normal, en particular la situación normal en una célula, en donde la actividad 
de PKR no se reduce/no ha sido reducida por el hombre. 

En una realización, reducir la actividad de la proteína quinasa dependiente de ARN (PKR) en una célula comprende 
tratar la célula con un inhibidor de la expresión de cualquier actividad de PKR. De acuerdo con la enseñanza, la 50 
expresión "inhibir expresión y/o actividad" incluye una inhibición completa o esencialmente completa de la expresión 
y/o actividad y una reducción en la expresión y/o actividad. Preferiblemente, el tratamiento de la célula con un 
inhibidor de PKR es durante un tiempo suficiente para dar como resultado una mejora de la estabilidad y/o una 
mejora de la expresión del ARN en la célula. 

Preferiblemente, dicha inhibición de la expresión de PKR puede tener lugar mediante la inhibición de la producción o 55 
reducción del nivel del transcrito, es decir ARNm, que codifica para PKR, por ejemplo, inhibiendo la transcripción o 
induciendo la degradación del transcrito, y/o inhibiendo la producción de PKR, por ejemplo, inhibiendo la traducción 
de la codificación del transcrito para PKR. En una realización, dicho inhibidor de PKR es específico para un ácido 
nucleico que codifica PKR. En una realización particular, el inhibidor de la expresión de PKR es un ácido nucleico 
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inhibidor (por ejemplo, molécula antisentido, ribozima, ARNi, ARNpi o un ADN que codifica el mismo) hibridando 
selectivamente y siendo específico para PKR, inhibiendo de este modo (por ejemplo, reduciendo) la transcripción y/o 
traducción de los mismos. 

Los ácidos nucleicos inhibidores de esta invención incluyen oligonucleótidos que tienen secuencias en la orientación 
antisentido con relación a los ácidos nucleicos objetivo. Los oligonucleótidos inhibidores adecuados típicamente 5 
varían en longitud de cinco a varios cientos de nucleótidos, más típicamente de aproximadamente 20-70 nucleótidos 
de longitud o más cortos, incluso más típicamente de aproximadamente 10-30 nucleótidos de longitud. Estos 
oligonucleótidos inhibidores pueden aplicarse, ya sea in vitro o in vivo, como ácidos nucleicos libres (desnudos) o en 
formas protegidas, por ejemplo, encapsulados en liposomas. El uso de formas liposomales u otras formas protegidas 
puede ser ventajoso ya que puede mejorar la estabilidad in vivo y facilitar así el suministro a sitios objetivo. 10 

También, el ácido nucleico objetivo puede usarse para diseñar ribozimas que apuntan a la escisión de los ARNm 
correspondientes en las células. De manera similar, estos ribozimas se pueden administrar en forma libre (desnuda) 
o mediante el uso de sistemas de suministro que aumentan la estabilidad y/o direccionamiento, por ejemplo, 
liposomas. 

También, el ácido nucleico objetivo se puede usar para diseñar ARNpi que pueden inhibir (por ejemplo, reducir) la 15 
expresión del ácido nucleico. Los ARNpi pueden administrarse en forma libre (desnuda) o mediante el uso de 
sistemas de suministro que aumentan la estabilidad y/o el direccionamiento, por ejemplo, liposomas. También se 
pueden administrar en forma de sus precursores o ADN codificantes. 

El ARNpi comprende preferiblemente una cadena de ARN sentido y una cadena de ARN antisentido, en la que las 
cadenas de ARN sentido y antisentido forman un dúplex de ARN y en la que la cadena de ARN sentido comprende 20 
una secuencia de nucleótidos sustancialmente idéntica a una secuencia objetivo de aproximadamente 19 a 
aproximadamente 25 nucleótidos contiguos en un ácido nucleico objetivo, preferiblemente ARNm que codifica para 
PKR. 

En una realización, dicho inhibidor de PKR se dirige a la proteína PKR y preferiblemente es específico para PKR. La 
PKR se puede inhibir de varias maneras, por ejemplo, a través de la inhibición de la autofosforilación y/o 25 
dimerización de PKR, proporcionando un pseudoactivador de PKR o proporcionando un pseudosustrato de PKR. El 
inhibidor de PKR puede ser un agente que está implicado en un mecanismo de defensa viral tal como se discutió 
anteriormente. Por ejemplo, el virus vacuna E3L codifica una proteína de unión a ARNbc que inhibe PKR en células 
infectadas con virus, presumiblemente secuestrando activadores de ARNbc. K3, también codificada por el virus 
vacuna, funciona como un inhibidor de pseudosustrato por unión a PKR. Por lo tanto, proporcionar el virus vacuna 30 
E3L puede dar como resultado la inhibición de PKR. Proporcionar ARN VAI de adenovirus, ARN de Tat de HIV o del 
virus de Epstein-Barr EBER1 puede dar lugar a pseudoactivación de PKR. Por lo tanto, por ejemplo, se pueden usar 
todos los factores virales, es decir, inhibidores viralmente derivados, bloqueando la actividad de PKR tal como 
aquellos descritos en la presente memoria, para reducir la actividad de PKR. Tales factores pueden proporcionarse a 
una célula ya sea en forma de ácido nucleico tal como ARN o péptido/proteína, según sea apropiado. 35 

En una realización, el inhibidor de PKR es un inhibidor químico. Preferiblemente, el inhibidor de PKR es un inhibidor 
de la autofosforilación de PKR inducida por ARN. Preferiblemente, el inhibidor de PKR es un inhibidor dirigido al sitio 
de unión al ATP de PKR. 

En una realización, el inhibidor de PKR es 6,8-dihidro-8-(1H-imidazol-5-ilmetilen)-7H-pirrolo[2,3-g]benzotiazol-7-ona. 
En una realización, el inhibidor de PKR tiene la siguiente fórmula: 40 

 

En una realización, el inhibidor de PKR es 2-aminopurina. En una realización, el inhibidor de PKR tiene la siguiente 
fórmula: 

 

Preferiblemente, se utiliza un inhibidor como se ha descrito anteriormente en una concentración de al menos 0,5 µM 45 
o superior, al menos 1 µM o superior o al menos 2 µM o superior y preferiblemente en una concentración de hasta 5 
µM, hasta 4 µM, hasta 3 µM o hasta 2 µM. 
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En una realización adicional, el inhibidor de actividad de PKR es un anticuerpo que se une específicamente a PKR. 
La unión del anticuerpo a PKR puede interferir con la función de PKR, por ejemplo, inhibiendo la actividad de unión o 
la actividad catalítica. 

En una realización, se prevé reducir la actividad de PKR en una célula tratando la célula con uno o más inhibidores 
viralmente derivados tales como el virus vacuna E3 y/o K3, así como tratando la célula con uno o más productos 5 
químicos inhibidores de PKR tales como 6,8-dihidro-8-(1H-imidazol-5-ilmetilen)-7H-pirrolo[2,3-g]benzotiazol-7-ona 
y/o 2-aminopurina. 

En una realización, las células se tratan para reducir la actividad de PKR antes, simultáneamente y/o después de la 
introducción de ARN o la primera introducción (por ejemplo, en caso de transfecciones repetidas) de ARN. En una 
realización, las células se tratan para reducir la actividad de PKR siguiente, preferiblemente inmediatamente 10 
después de la introducción de ARN o la primera introducción (por ejemplo, en caso de transfecciones repetidas) de 
ARN. 

En una realización, las células se tratan para reducir la actividad de PKR durante al menos 24 h, al menos 48 h, al 
menos 72 h, al menos 96 h, al menos 120 h o incluso más. Más preferiblemente, las células se tratan para reducir la 
actividad de PKR durante todo el período de tiempo en el que se desea la expresión de ARN, tal como 15 
permanentemente, opcionalmente con transfección repetida de ARN. 

Se pueden usar "moléculas antisentido" o "ácidos nucleicos antisentido" para regular, en particular la reducción, de 
la expresión de un ácido nucleico. El término "molécula antisentido" o "ácido nucleico antisentido" se refiere de 
acuerdo con la invención a un oligonucleótido que es un oligorribonucleótido, un oligodesoxirribonucleótido, un 
oligorribonucleótido modificado o un oligodesoxirribonucleótido modificado y que hibrida bajo condiciones fisiológicas 20 
con ADN que comprende un gen particular o con ARNm de dicho gen, inhibiendo de este modo la transcripción de 
dicho gen y/o la traducción de dicho ARNm. Según la invención, una "molécula antisentido" también comprende un 
constructo que contiene un ácido nucleico o una parte del mismo en orientación inversa con respecto a su promotor 
natural. Un transcrito antisentido de un ácido nucleico o de una parte del mismo puede formar un dúplex con ARNm 
de origen natural y, de este modo, evitar la acumulación o la traducción del ARNm. Otra posibilidad es el uso de 25 
ribozimas para inactivar un ácido nucleico. 

En realizaciones preferidas, el oligonucleótido antisentido se hibrida con un extremo terminal N o un sitio en 
dirección 5’ tal como un sitio de iniciación de la traducción, un sitio de iniciación de transcripción o un sitio promotor. 
En otras realizaciones, el oligonucleótido antisentido hibrida con una región 3' no traducida o un sitio de empalme de 
ARNm. 30 

Por " ARN pequeño de interferencia" o "ARNpi", como se usa en la presente memoria descriptiva, se entiende una 
molécula de ARN, preferiblemente de más de 10 nucleótidos de longitud, más preferiblemente mayor de 15 
nucleótidos de longitud, y lo más preferiblemente de 18, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucleótidos de 
longitud que se utiliza para identificar un gen objetivo o ARNm que se va a degradar. Un intervalo de 19-25 
nucleótidos es el tamaño más preferido para ARNpi. 35 

Una o ambas hebras del ARNpi pueden comprender también una saliente 3'. Tal como se utiliza en la presente 
memoria, una "saliente 3'' se refiere a al menos un nucleótido no emparejado que se extiende desde el extremo 3' de 
una hebra de ARN. Así, en una realización, el ARNpi comprende al menos una saliente 3' de 1 a aproximadamente 6 
nucleótidos (que incluye ribonucleótidos o desoxinucleótidos) de longitud, preferiblemente de 1 a aproximadamente 
5 nucleótidos de longitud, más preferiblemente de 1 a aproximadamente 4 nucleótidos de longitud, y de forma 40 
especialmente preferible de aproximadamente 2 a aproximadamente 4 nucleótidos de longitud. En la realización en 
la que ambas hebras de la molécula de ARNpi comprenden un saliente 3', la longitud de las salientes puede ser 
igual o diferente para cada hebra. En una realización más preferida, la saliente 3' está presente en ambas cadenas 
del ARNpi y tiene 2 nucleótidos de longitud. Por ejemplo, cada cadena de ARNpi de la invención puede comprender 
salientes 3' de ácido didesoxitimidílico ("TT") o ácido diuridílico ("uu"). 45 

Con el fin de aumentar la estabilidad del ARNpi, las salientes 3' pueden estabilizarse también contra la degradación. 
En una realización, las salientes se estabilizan incluyendo nucleótidos de purina, tales como nucleótidos de 
adenosina o guanosina. Alternativamente, la sustitución de nucleótidos de pirimidina por análogos modificados, por 
ejemplo, la sustitución de nucleótidos de uridina en las salientes 3' con 2'-desoxitimidina, se tolera y no afecta la 
eficacia de la degradación de ARNi. En particular, la ausencia de un 2'-hidroxilo en la 2'-desoxitimidina aumenta 50 
significativamente la resistencia a la nucleasa de la saliente 3' en medio de cultivo tisular. 

Las cadenas sentido y antisentido del ARNpi pueden comprender dos moléculas de ARN de cadena sencilla 
complementarias o pueden comprender una única molécula en la que dos porciones complementarias son bases 
apareadas y están unidas covalentemente por un área de "horquilla" de una sola hebra. Es decir, la región sentido y 
la región antisentido pueden conectarse covalentemente a través de una molécula enlazadora. La molécula 55 
enlazadora puede ser un enlazador polinucleótido o no nucleotídico. Sin desear estar limitado por ninguna teoría, se 
cree que el área de la horquilla del último tipo de molécula de ARNpi se escinde intracelularmente por la proteína 
"Dicer" (o su equivalente) para formar un ARNpi de dos moléculas individuales de ARN de bases apareadas. 
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Como se usa en la presente memoria, "ARNm objetivo" se refiere a una molécula de ARN que es un objetivo para 
subregulación. 

El ARNpi se puede expresar a partir de vectores de expresión de pol III sin un cambio en el sitio de 
direccionamiento, ya que la expresión de ARN de los promotores pol III sólo se cree que es eficaz cuando el primer 
nucleótido transcrito es una purina. 5 

El ARNpi de acuerdo con la invención puede dirigirse a cualquier tramo de aproximadamente 19-25 nucleótidos 
contiguos en cualquiera de las secuencias de ARN objetivo (la "secuencia objetivo"). Las técnicas para seleccionar 
secuencias objetivo para ARNpi se dan, por ejemplo, en Tuschl T. et al., "The siRNA User Guide", revisado el 11 de 
octubre de 2002, cuya descripción completa se incorpora aquí como referencia. "The siRNA User Guide", está 
disponible en la web en un sitio web mantenido por el Dr. Thomas Tuschl, Laboratorio de Biología Molecular de 10 
ARN, Universidad de Rockefeller, Nueva York, EE.UU., y se puede acceder al sitio web de la Universidad 
Rockefeller y buscando con la palabra clave "siRNA". De este modo, la cadena sentido del ARNpi presente 
comprende una secuencia de nucleótidos sustancialmente idéntica a cualquier tramo contiguo de aproximadamente 
19 hasta aproximadamente 25 nucleótidos en el ARNm objetivo. 

Generalmente, una secuencia objetivo en el ARNm objetivo se puede seleccionar de una secuencia dada de ADN 15 
que corresponde al ARNm objetivo, que comienza preferiblemente entre 50 y 100 nt secuencia abajo (es decir, en la 
dirección 3') a partir del codón de inicio. Sin embargo, la secuencia objetivo puede estar localizada en las regiones 
no traducidas 5' o 3', o en la región cercana al codón de inicio. 

El ARNpi se puede obtener usando una serie de técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el 
ARNpi puede ser sintetizado químicamente o producido en forma recombinante usando métodos conocidos en la 20 
técnica, tales como el sistema in vitro de Drosophila descrito en la solicitud publicada de patente de los Estados 
Unidos No. 2002/0086356 de Tuschl et al., cuya descripción completa se incorpora aquí como referencia. 

Preferiblemente, el ARNpi se sintetiza químicamente usando fosforamiditas de ribonucleósido apropiadamente 
protegidas y un sintetizador de ADN/ARN convencional. El ARNpi se puede sintetizar como dos moléculas 
complementarias separadas de ARN, o como una sola molécula de ARN con dos regiones complementarias. 25 

Alternativamente, el ARNpi también puede expresarse a partir de plásmidos de ADN lineales o circulares 
recombinantes usando cualquier promotor adecuado. Los promotores adecuados para expresar ARNpi de la 
invención a partir de un plásmido incluyen, por ejemplo, las secuencias del promotor pol III de ARN de U6 o H1 y el 
promotor de citomegalovirus. 

La selección de otros promotores adecuados está dentro de la experiencia en la técnica. Los plásmidos 30 
recombinantes también pueden comprender promotores inducibles o regulables para la expresión del ARNpi en un 
tejido particular o en un entorno intracelular particular. 

El ARNpi expresado a partir de plásmidos recombinantes puede ser aislado de sistemas de expresión de células 
cultivadas mediante técnicas estándar, o puede ser expresado intracelularmente. El uso de plásmidos 
recombinantes para administrar ARNpi a células in vivo está dentro de la experiencia en la técnica. El ARNpi puede 35 
expresarse a partir de un plásmido recombinante bien como dos moléculas de ARN complementarias separadas, o 
como una única molécula de ARN con dos regiones complementarias. 

La selección de plásmidos adecuados para expresar ARNpi, métodos para insertar secuencias de ácido nucleico 
para expresar el ARNpi en el plásmido, y métodos para suministrar el plásmido recombinante a las células de interés 
están dentro de la experiencia en la técnica. 40 

El término "célula" o "célula huésped" se refiere preferiblemente a una célula intacta, es decir una célula con una 
membrana intacta que no ha liberado sus componentes intracelulares normales tales como enzimas, organelos o 
material genético. Preferiblemente, una célula intacta es una célula viable, es decir, una célula viva capaz de llevar a 
cabo sus funciones metabólicas normales. Preferiblemente, dicho término abarca cualquier célula que pueda ser 
transformada o transfectada con un ácido nucleico exógeno. El término "célula" incluye, de acuerdo con la invención, 45 
células procariotas (por ejemplo, E. coli) o células eucariotas. Se prefieren particularmente células de mamífero, 
tales como células de seres humanos, ratones, hámsteres, cerdos, cabras y primates. La célula es preferiblemente 
una célula en la que una reducción de la actividad de PKR da como resultado una mejora de la estabilidad y/o una 
mejora de la expresión de ARN en la célula. En una realización, la célula es una célula somática como se describe 
aquí. En una realización, la célula es una célula que tiene una función de barrera. Preferiblemente, la célula es un 50 
fibroblasto tal como un fibroblasto descrito en la presente memoria, un queratinocito, una célula epitelial o una célula 
endotelial tal como una célula endotelial del corazón, una célula endotelial del pulmón o una célula endotelial de la 
vena umbilical. Preferiblemente, la célula es una célula humana. 

Un fibroblasto es un tipo de célula que sintetiza la matriz extracelular y el colágeno y desempeña un papel crítico en 
la cicatrización de heridas. La función principal de los fibroblastos es mantener la integridad estructural de los tejidos 55 
conectivos segregando continuamente precursores de la matriz extracelular. Los fibroblastos son las células más 
comunes del tejido conectivo en los animales. Los fibroblastos son morfológicamente heterogéneos con diversas 
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apariencias dependiendo de su localización y actividad. 

Los queratinocitos son el tipo celular predominante en la epidermis, la capa más externa de la piel humana. La 
función primaria de los queratinocitos es la formación de la capa de queratina que protege la piel y el tejido 
subyacente de los daños ambientales tales como el calor, la radiación UV y la pérdida de agua. 

El epitelio es un tejido compuesto de células que alinean las cavidades y las superficies de las estructuras en todo el 5 
cuerpo. Muchas glándulas también se forman a partir de tejido epitelial. Se encuentra en la parte superior del tejido 
conectivo, y las dos capas están separadas por una membrana basal. En los seres humanos, el epitelio se clasifica 
como un tejido primario del cuerpo, el otro es el tejido conectivo, el tejido muscular y el tejido nervioso. Las funciones 
de las células epiteliales incluyen secreción, absorción selectiva, protección, transporte transcelular y detección de 
sensaciones. 10 

El endotelio es la capa delgada de células que recubre la superficie interior de los vasos sanguíneos, formando una 
interfaz entre la circulación de sangre en el lumen y el resto de la pared del vaso. Estas células se llaman células 
endoteliales. Las células endoteliales alinean todo el sistema circulatorio, desde el corazón hasta el capilar más 
pequeño. El tejido endotelial es un tipo especializado de tejido del epitelio. 

De acuerdo con la invención, el ARN codifica/es capaz de expresar un péptido o proteína, tal como un factor de 15 
reprogramación también denominado "factor" en la presente memoria, cuya expresión en una célula es deseada. 

De acuerdo con la presente enseñanza, el término "péptido" comprende oligopéptidos y polipéptidos y se refiere a 
sustancias que comprenden dos o más, preferiblemente 3 o más, preferiblemente 4 o más, preferiblemente 6 o más, 
preferiblemente 8 o más, preferiblemente 10 o más, preferiblemente 13 o más, preferiblemente 16 más, 
preferiblemente 21 o más y preferiblemente hasta 8, 10, 20, 30, 40 o 50, en particular 100 aminoácidos unidos 20 
covalentemente por enlaces peptídicos. El término "proteína" se refiere a péptidos grandes, preferiblemente a 
péptidos con más de 100 residuos de aminoácidos, pero en general los términos "péptidos" y "proteínas" son 
sinónimos y se usan de forma intercambiable en la presente memoria. 

La presente enseñanza también incluye "variantes" de los péptidos, proteínas o secuencias de aminoácidos 
descritas en la presente memoria. 25 

Para los propósitos de la presente enseñanza, las "variantes" de una secuencia de aminoácidos comprenden 
variantes de inserción de aminoácidos, variantes de adición de aminoácidos, variantes de supresión de aminoácidos 
y/o variantes de sustitución de aminoácidos. Las variantes de supresión de aminoácidos que comprenden la 
supresión en el extremo terminal N y/o el extremo terminal C de la proteína también se denominan variantes de 
truncamiento del extremo terminal N y/o del extremo terminal C. 30 

Las variantes de inserción de aminoácidos comprenden inserciones de uno o dos o más aminoácidos en una 
secuencia de aminoácidos particular. En el caso de las variantes de secuencia de aminoácidos que tienen una 
inserción, se insertan uno o más residuos de aminoácidos en un sitio particular en una secuencia de aminoácidos, 
aunque también es posible la inserción aleatoria con un cribado apropiado del producto resultante. 

Las variantes de adición de aminoácidos comprenden fusiones en el extremo terminal amino y/o el extremo terminal 35 
carboxilo de uno o más aminoácidos, tales como 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 o más aminoácidos. 

Las variantes de supresión de aminoácidos se caracterizan por la eliminación de uno o más aminoácidos de la 
secuencia, tal como mediante la eliminación de 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 o más aminoácidos. Las supresiones 
pueden estar en cualquier posición de la proteína. 

Las variantes de sustitución de aminoácidos se caracterizan por el hecho de que al menos un residuo en la 40 
secuencia se retira y otro residuo se inserta en su lugar. Se da preferencia a las modificaciones que están en 
posiciones en la secuencia de aminoácidos que no se conservan entre proteínas homólogas o péptidos y/o para 
reemplazar aminoácidos por otros que tienen propiedades similares. Preferiblemente, los cambios de aminoácidos 
en las variantes de proteínas son cambios conservadores de aminoácidos, es decir, sustituciones de aminoácidos 
cargados de forma similar o sin carga. Un cambio conservador de aminoácidos implica la sustitución de uno de una 45 
familia de aminoácidos que están relacionados en sus cadenas laterales. Los aminoácidos naturales se dividen 
generalmente en cuatro familias: ácidos (aspartato, glutamato), básicos (lisina, arginina, histidina), no polares 
(alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptófano) y polares no cargados (glicina, 
asparagina, glutamina, cisteína, serina, treonina, tirosina). La fenilalanina, el triptófano y la tirosina se clasifican a 
veces conjuntamente como aminoácidos aromáticos. 50 

Preferiblemente, el grado de similitud, preferiblemente la identidad entre una secuencia de aminoácidos dada y una 
secuencia de aminoácidos que es una variante de dicha secuencia de aminoácidos dada será al menos 
aproximadamente del 60%, 65%, 70%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 
92%, 93%, 94%, 95%, 96% 97%, 98%, o 99%. El grado de similitud o identidad se da preferiblemente para una 
región de aminoácidos que es al menos aproximadamente 10%, al menos aproximadamente 20%, al menos 55 
aproximadamente 30%, al menos aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 50%, al menos 
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aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 80%, al menos 
aproximadamente 90% o aproximadamente 100% de toda la longitud de la secuencia de aminoácidos de referencia. 
Por ejemplo, si la secuencia de aminoácidos de referencia consiste en 200 aminoácidos, el grado de similitud o 
identidad se da preferiblemente por al menos aproximadamente 20, por lo menos aproximadamente 40, por lo 
menos aproximadamente 60, por lo menos aproximadamente 80, por lo menos aproximadamente 100, al menos 5 
aproximadamente 120, al menos aproximadamente 140, al menos aproximadamente 160, al menos 
aproximadamente 180, o aproximadamente 200 aminoácidos, preferiblemente aminoácidos continuos. En 
realizaciones preferidas, el grado de similitud o identidad se da para toda la longitud de la secuencia de aminoácidos 
de referencia. La alineación para determinar la similitud de secuencia, preferiblemente la identidad de secuencia, se 
puede hacer con herramientas conocidas en la técnica, preferiblemente usando la mejor alineación de secuencias, 10 
por ejemplo, usando Align, usando configuraciones estándar, preferiblemente EMBOSS:: needle, Matriz: Blosum62, 
abertura de espacio 10,0, extensión de espacio 0,5. 

"Semejanza de secuencia" indica el porcentaje de aminoácidos que son idénticos o que representan sustituciones 
conservadoras de aminoácidos. La "identidad de secuencia" entre dos secuencias de aminoácidos indica el 
porcentaje de aminoácidos o nucleótidos que son idénticos entre las secuencias. 15 

El término "identidad en porcentaje" pretende indicar un porcentaje de residuos de aminoácidos que son idénticos 
entre las dos secuencias a comparar, obtenida después de la mejor alineación, siendo este porcentaje puramente 
estadístico y estando distribuidas las diferencias entre las dos secuencias aleatoriamente y en toda su longitud. Las 
comparaciones de secuencias entre dos secuencias de aminoácidos se llevan a cabo convencionalmente 
comparando estas secuencias después de haberlas alineadas óptimamente, realizándose dicha comparación por 20 
segmento o por "ventana de comparación" con el fin de identificar y comparar regiones locales de similitud de 
secuencia. La alineación óptima de las secuencias para comparación puede producirse, además manualmente, por 
medio del algoritmo de homología local de Smith y Waterman, 1981, Ads App. Math. 2, 482, por medio del algoritmo 
de homología local de Neddleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48, 443, por medio del método de búsqueda de 
similitud de Pearson y Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 2444, o mediante programas informáticos que 25 
utilizan estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, BLAST P, BLAST N y TFASTA en Wisconsin Genetics Software 
Package, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin). 

El porcentaje de identidad se calcula determinando el número de posiciones idénticas entre las dos secuencias que 
se comparan, dividiendo este número por el número de posiciones comparadas y multiplicando el resultado obtenido 
por 100 para obtener el porcentaje de identidad entre estas dos secuencias. 30 

Las secuencias de aminoácidos homólogas exhiben de acuerdo con la invención al menos un 40%, en particular al 
menos un 50%, al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90% y preferiblemente al 
menos un 95% al menos 98% o al menos 99% de identidad de los residuos de aminoácidos. 

Las variantes de secuencia de aminoácidos descritas en la presente memoria pueden prepararse fácilmente por el 
experto en la materia, por ejemplo, mediante manipulación de ADN recombinante. La manipulación de secuencias 35 
de ADN para preparar péptidos o proteínas que tienen sustituciones, adiciones, inserciones o supresiones, se 
describe en detalle en Sambrook et al. (1989), por ejemplo. Además, los péptidos y variantes de aminoácidos 
descritos en el presente documento pueden prepararse fácilmente con la ayuda de técnicas conocidas de síntesis de 
péptidos tales como, por ejemplo, mediante síntesis en fase sólida y métodos similares. 

La invención incluye derivados de los péptidos o proteínas descritos en la presente memoria que están 40 
comprendidos por los términos "péptido" y "proteína". Según la invención, los "derivados" de proteínas y péptidos 
son formas modificadas de proteínas y péptidos. Tales modificaciones incluyen cualquier modificación química y 
comprenden sustituciones únicas o múltiples, supresiones y/o adiciones de cualquier molécula asociada con la 
proteína o péptido, tales como hidratos de carbono, lípidos y/o proteínas o péptidos. En una realización, los 
"derivados" de proteínas o péptidos incluyen los análogos modificados resultantes de la glicosilación, acetilación, 45 
fosforilación, amidación, palmitoilación, miristoilación, isoprenilación, lipidación, alquilación, derivatización, 
introducción de grupos protectores/bloqueadores, escisión proteolítica o unión a un anticuerpo o a otro ligando 
celular. El término "derivado" también se extiende a todos los equivalentes químicos funcionales de dichas proteínas 
y péptidos. Preferiblemente, un péptido modificado tiene una mayor estabilidad y/o una mayor inmunogenicidad. 

De acuerdo con la enseñanza, una variante de un péptido o proteína preferiblemente tiene una propiedad funcional 50 
del péptido o proteína de la que se ha derivado. Tales propiedades funcionales se describen aquí para OCT4, SOX2, 
NANOG, LIN28, KLF4 y c-MYC, respectivamente. Preferiblemente, una variante de un péptido o proteína tiene la 
misma propiedad en la reprogramación de una célula diferenciada de un animal que el péptido o proteína de la que 
se ha derivado. Preferiblemente, la variante induce o mejora la reprogramación de una célula diferenciada de un 
animal. 55 

En una realización, el péptido o proteína codificada por el ARN es un factor que permite la reprogramación de 
células somáticas a células que tienen características de células madre. En una realización, el péptido o proteína 
comprende uno o más antígenos y/o uno o más péptidos antigénicos. Preferiblemente, dicho ARN es capaz de 
expresar dicho péptido o proteína, en particular si se introduce en una célula. 
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Una "célula madre" es una célula con la capacidad de autorrenovarse, permanecer no diferenciada y diferenciarse. 
Una célula madre puede dividirse sin límite, por lo menos durante la vida del animal en el que reside naturalmente. 
Una célula madre no es diferenciada totalmente; no está en la etapa final de una vía de diferenciación. Cuando una 
célula madre se divide, cada célula hija puede permanecer como una célula madre o embarcarse en un curso que 
conduce hacia la diferenciación terminal. 5 

Las células madre totipotentes son células que tienen propiedades de diferenciación totipotencial y son capaces de 
desarrollarse en un organismo completo. Esta propiedad es poseída por las células hasta la etapa de 8 células 
después de la fertilización del ovocito por el esperma. Cuando estas células son aisladas y trasplantadas en el útero, 
pueden convertirse en un organismo completo. 

Las células madre pluripotentes son células capaces de desarrollarse en diversas células y tejidos derivados de las 10 
capas ectodérmica, mesodérmica y endodérmica. Las células madre pluripotentes que se derivan de la masa celular 
interna localizada dentro de los blastocistos, generados 4-5 días después de la fecundación se denominan "células 
madre embrionarias" y pueden diferenciarse en otras células del tejido, pero no pueden formar nuevos organismos 
vivos. 

Las células madre multipotentes son células madre que se diferencian normalmente en sólo tipos celulares 15 
específicos de su tejido y órgano de origen. Las células madre multipotentes están implicadas no sólo en el 
crecimiento y desarrollo de diversos tejidos y órganos durante los períodos fetal, neonatal y adulto, sino también en 
el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos adultos y en la función de inducir regeneración sobre el daño 
tisular. Las células multipotentes específicas de tejidos se denominan colectivamente "células madre adultas". Una 
"célula madre embrionaria" es una célula madre que está presente o aislada de un embrión. Puede ser pluripotente, 20 
teniendo la capacidad de diferenciarse en todas y cada una de las células presentes en el organismo, o multipotente, 
con la capacidad de diferenciarse en más de un tipo de célula. 

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, "embrión" se refiere a un animal en las primeras etapas de su 
desarrollo. Estas etapas se caracterizan por implantación y gastrulación, donde se definen y establecen las tres 
capas germinales y por diferenciación de las capas germinales en los respectivos órganos y sistemas de órganos. 25 
Las tres capas germinales son el endodermo, el ectodermo y el mesodermo. 

Un "blastocisto" es un embrión en una etapa temprana de desarrollo en la que el óvulo fertilizado ha sufrido escisión, 
y se está formando o se ha formado una capa esférica de células que rodea una cavidad llena de fluido. Esta capa 
esférica de células es el trofectodermo. Dentro del trofectodermo hay un grupo de células denominado masa celular 
interna (ICM). El trofectodermo es el precursor de la placenta, y la ICM es la precursora del embrión. 30 

Una célula madre adulta, también llamada célula madre somática, es una célula madre encontrada en un adulto. 
Una célula madre adulta se encuentra en un tejido diferenciado, puede renovarse y puede diferenciarse, con algunas 
limitaciones, para producir tipos celulares especializados de su tejido de origen. Los ejemplos incluyen células madre 
mesenquimales, células madre hematopoyéticas y células madre neurales. 

Una "célula diferenciada" es una célula madura que ha sufrido cambios de desarrollo progresivos a una forma o 35 
función más especializada. La diferenciación celular es el proceso que una célula sufre a medida que madura a un 
tipo de célula abiertamente especializada. Las células diferenciadas tienen características distintas, desempeñan 
funciones específicas y son menos propensas a dividirse que sus contrapartidas menos diferenciadas. 

Una célula "no diferenciada", por ejemplo, una célula inmadura, embrionaria o primitiva, tiene típicamente un aspecto 
inespecífico, puede llevar a cabo múltiples actividades no específicas, y puede desempeñarse pobremente, como 40 
mucho, en funciones normalmente realizadas por células diferenciadas. 

"Célula somática" se refiere a todas y cada una de las células diferenciadas y no incluye células madre, células 
germinales o gametos. Preferiblemente, una "célula somática" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a 
una célula diferenciada totalmente. 

Tal como se usa en la presente memoria, "comprometida" se refiere a células que se considera que están 45 
permanentemente comprometidas con una función específica. Las células comprometidas también se denominan 
"células totalmente diferenciadas". 

Tal como se usa en el presente documento, "diferenciación" se refiere a la adaptación de células a una forma o 
función particular. En las células, la diferenciación conduce a una célula más comprometida. 

Tal como se usa en el presente documento, la "desdiferenciación" se refiere a la pérdida de especialización en forma 50 
o función. En las células, la desdiferenciación conduce a una célula menos comprometida. 

Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, la "reprogramación" se refiere al restablecimiento del programa 
genético de una célula. Una célula reprogramada exhibe preferiblemente pluripotencia. 

Los términos "desdiferenciada" y "reprogramada" o similares se usan indistintamente en la presente memoria para 
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indicar células derivadas de células somáticas que tienen características de células madre. Sin embargo, dichos 
términos no pretenden limitar el objeto descrito en la presente memoria por consideraciones mecánicas o 
funcionales. 

El término "ARN que induce el desarrollo de características de células madre" o "ARN capaz de expresar uno o más 
factores que permiten la reprogramación de células somáticas en células que tienen características de células 5 
madre" se refiere a ARN que cuando se introduce en una célula somática induce la célula a desdiferenciarse. 

Tal como se usa en la presente memoria, "célula germinal" se refiere a una célula reproductiva tal como un 
espermatocito o un ovocito, o una célula que se convertirá en una célula reproductiva. 

Tal como se usa en la presente memoria, "pluripotente" se refiere a células que pueden dar lugar a cualquier tipo de 
célula excepto las células de la placenta u otras células de soporte del útero. 10 

Términos tales como "célula que tiene características de célula madre", "célula que tiene propiedades de célula 
madre" o "células semejantes a células madre" se usan en la presente memoria para designar células que, aunque 
se derivan de células no madre somáticas diferenciadas, exhiben una o más características típicas de las células 
madre, en particular de células madre embrionarias. Tales características incluyen una morfología de células madre 
embrionarias tales como colonias compactas, una alta relación de núcleo a citoplasma y nucléolos prominentes, 15 
cariotipos normales, expresión de actividad de telomerasa, expresión de marcadores de superficie celular que son 
característicos de células madre embrionarias y/o expresión de genes que son característicos de las células madre 
embrionarias. Los marcadores de superficie celular que son característicos de las células madre embrionarias se 
seleccionan, por ejemplo, del grupo que consiste en el antígeno embrionario específico del estadio 3 (SSEA-3), 
SSEA-4, el antígeno 1-60 relacionado con el tumor (TRA-1-60), TRA-1-81, y TRA-2-49/6E. Los genes que son 20 
característicos de las células madre embrionarias se seleccionan, por ejemplo, a partir del grupo consistente en 
OCT4 endógeno, NANOG endógeno, factor de crecimiento y diferenciación 3 (GDF3), expresión reducida 1 (REX1), 
factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF4), el gen específico de células embrionarias 1 (ESG1), asociado con 
pluripotencia de desarrollo 2 (DPPA2), DPPA4 y la transcriptasa inversa de telomerasa (TERT). En una realización, 
las una o más características típicas para las células madre incluyen pluripotencia. 25 

En una realización del método de la enseñanza, las características de células madre comprenden una morfología de 
célula madre embrionaria, en donde dicha morfología de célula madre embrionaria comprende preferiblemente 
criterios morfológicos seleccionados del grupo que consiste en colonias compactas, una alta relación de núcleo a 
citoplasma y nucléolos prominentes. En ciertas realizaciones, las células que tienen características de células madre 
tienen cariotipos normales, expresan actividad de telomerasa, expresan marcadores de superficie celular que son 30 
característicos de células madre embrionarias y/o expresan genes que son característicos de células madre 
embrionarias. Los marcadores de superficie celular que son característicos de las células madre embrionarias 
pueden seleccionarse del grupo que consiste en el antígeno embrionario específico del estadio 3 (SSEA-3), SSEA-4, 
el antígeno 1-60 relacionado con el tumor (TRA-1-60), TRA-1-81, y TRA-2-49/6E y los genes que son característicos 
de las células madre embrionarias pueden seleccionarse del grupo consistente en OCT4 endógeno, NANOG 35 
endógeno, factor de crecimiento y diferenciación 3 (GDF3), expresión reducida 1 (REX1), factor de crecimiento de 
fibroblastos 4 (FGF4), el gen específico de células embrionarias 1 (ESG1), asociado con pluripotencia de desarrollo 
2 (DPPA2), DPPA4 y transcriptasa inversa de telomerasa (TERT). 

Preferiblemente, las células que tienen características de célula madre son células somáticas desdiferenciadas y/o 
reprogramadas. Preferiblemente, las células que tienen características de célula madre presentan las características 40 
esenciales de células madre embrionarias tales como un estado pluripotente. Preferiblemente, las células que tienen 
características de célula madre tienen el potencial de desarrollo para diferenciarse en derivados avanzados de las 
tres capas germinales primarias. En una realización, la capa germinal primaria es endodermo y el derivado avanzado 
es un tejido epitelial tipo intestino. En una realización adicional, la capa germinal primaria es mesodermo y el 
derivado avanzado es músculo estriado y/o cartílago. En aún una realización más, la capa germinal primaria es 45 
ectodermo y el derivado avanzado es tejido neural y/o tejido epidérmico. En una realización preferida, las células 
que tienen características de célula madre tienen el potencial de desarrollo para diferenciarse en células neuronales 
y/o células cardíacas. 

En una realización, las células somáticas son células somáticas derivadas de células madre embrionarias con un 
fenotipo mesenquimal. En una realización preferida, las células somáticas son fibroblastos tales como fibroblastos 50 
fetales o fibroblastos o queratinocitos posnatales, preferiblemente queratinocitos derivados de folículos pilosos. En 
otras realizaciones, los fibroblastos son fibroblastos de pulmón, fibroblastos de prepucio o fibroblastos dérmicos. En 
realizaciones particulares, los fibroblastos son fibroblastos como los depositados en la American Type Culture 
Collection (ATCC) bajo el número de catálogo CCL-186, como los depositados en la American Type Culture 
Collection (ATCC) bajo el número de catálogo. CRL-2097 o como se depositan en la American Type Culture 55 
Collection (ATCC) bajo el número de catálogo CRL-2522, o como los distribuidos por System Biosciences bajo el 
número de catálogo PC501A-HFF. En una realización, los fibroblastos son fibroblastos dérmicos humanos adultos. 
Preferiblemente, las células somáticas son células humanas. De acuerdo con la presente enseñanza, las células 
somáticas pueden ser genéticamente modificadas. 
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El término "factor" de acuerdo con la invención cuando se usa junto con su expresión mediante ARN incluye 
proteínas y péptidos, así como derivados y variantes de los mismos. Por ejemplo, el término "factor" comprende 
OCT4, SOX2, NANOG, LIN28, KLF4 y c-MYC. 

Los factores pueden ser de cualquier especie animal; por ejemplo, mamíferos y roedores. Ejemplos de mamíferos 
incluyen, pero no se limitan a primates humanos y no humanos. Los primates incluyen, pero no se limitan a 5 
humanos, chimpancés, babuinos, monos cynomolgus, y cualquier otro mono del Nuevo Mundo o del Viejo Mundo. 
Los roedores incluyen, pero no se limitan a ratón, rata, cobaya, hámster y gerbo. 

De acuerdo con la presente enseñanza, uno o más factores capaces de permitir la reprogramación de células 
somáticas a células que tienen características de células madre comprenden un conjunto de factores seleccionados 
del grupo que consiste en (i) OCT4 y SOX2, (ii) OCT4, SOX2 y uno o ambos de NANOG y LIN28, (iii) OCT4, SOX2 y 10 
uno o ambos de KLF4 y c-MYC. En una realización, dichos uno o más factores capaces de ser expresados por el 
ARN comprenden OCT4, SOX2, NANOG y LIN28 u OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC. Preferiblemente, el ARN se 
introduce en dicha célula somática diferenciada animal mediante electroporación o microinyección. Preferiblemente, 
el método de la enseñanza comprende además permitir el desarrollo de células que tienen características de células 
madre, por ejemplo, cultivando la célula somática bajo condiciones de cultivo de células madre embrionarias, 15 
preferiblemente condiciones adecuadas para mantener células madre pluripotentes en un estado no diferenciado. 

OCT4 es un factor de transcripción de los factores de transcripción de POU eucarióticos y un indicador de 
pluripotencia de células madre embrionarias. Es una proteína de unión al octámero expresada en la madre. Se ha 
observado que está presente en los ovocitos, en la masa celular interna de los blastocistos y también en la célula 
germinal primordial. El gene POU5F1 codifica la proteína OCT4. Los sinónimos del nombre del gen incluyen OCT3, 20 
OCT4, OTF3 y MGC22487. La presencia de OCT4 en concentraciones específicas es necesaria para que las células 
madre embrionarias permanezcan no diferenciadas. 

Preferiblemente, la "proteína OCT4" o simplemente "OCT4" se refiere a OCT4 humana y preferiblemente comprende 
una secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 1, preferiblemente la 
secuencia de aminoácidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 2. Un experto en la técnica entendería que la secuencia 25 
de ADNc de OCT4 como se describió anteriormente sería equivalente al ARNm de OCT4 y se puede usar para la 
generación de ARN capaz de expresar OCT4. 

Sox2 es un miembro de la familia de genes Sox (caja HMG relacionada con SRY) que codifica factores de 
transcripción con un único dominio de unión al ADN de HMG. Se ha descubierto que SOX2 controla las células 
progenitoras neurales inhibiendo su capacidad para diferenciarse. La represión del factor da lugar a la deslaminación 30 
de la zona ventricular, que es seguida por una salida del ciclo celular. Estas células también comienzan a perder su 
carácter progenitor a través de la pérdida del progenitor y de los marcadores de diferenciación neuronal temprana. 

Preferiblemente, la "proteína SOX2" o simplemente "SOX2" se refiere a SOX2 humana y preferiblemente comprende 
una secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 3, preferiblemente la 
secuencia de aminoácidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 4. Un experto en la técnica comprendería que la 35 
secuencia de ADNc de SOX2 como se ha descrito anteriormente sería equivalente al ARNm de SOX2 y se puede 
usar para la generación de ARN capaz de expresar SOX2. 

NANOG es un gen de homeodominio de tipo NK-2, y se ha propuesto que desempeña un papel clave en el 
mantenimiento de la pluripotencia de células madre presumiblemente regulando la expresión de genes críticos para 
la renovación y diferenciación de células madre embrionarias. NANOG se comporta como un activador de 40 
transcripción con dos dominios de activación inusualmente fuertes incrustados en su extremo terminal C. La 
reducción de la expresión de NANOG induce la diferenciación de las células madre embrionarias. 

Preferiblemente, la "proteína NANOG" o simplemente "NANOG" se refiere a NANOG humana y preferiblemente 
comprende una secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 5, 
preferiblemente la secuencia de aminoácidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 6. Un experto en la técnica entendería 45 
que la secuencia de ADNc de NANOG tal como se ha descrito anteriormente sería equivalente al ARNm de NANOG 
y se puede usar para la generación de ARN capaz de expresar NANOG. 

LIN28 es una proteína citoplásmica conservada con un emparejamiento inusual de motivos de unión a ARN: un 
dominio de choque frío y un par de dedos de zinc CCHC de tipo retroviral. En los mamíferos, es abundante en 
diversos tipos de células no diferenciadas. En células de mamíferos pluripotentes, LIN28 se observa en complejos 50 
sensibles a RNasa con proteína de unión a poli(A), y en fracciones polisomales de gradientes de sacarosa, lo que 
sugiere que está asociada con la traducción de los ARNm. 

Preferiblemente, la "proteína LIN28" o simplemente "LIN28" se refiere a LIN28 humana y preferiblemente comprende 
una secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 7, preferiblemente la 
secuencia de aminoácidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 8. Un experto en la técnica comprendería que la 55 
secuencia de ADNc de LIN28 tal como se ha descrito anteriormente sería equivalente al ARNm de LIN28 y puede 
usarse para la generación de ARN capaz de expresar LIN28. 
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El factor de tipo Krueppel (KLF4) es un factor de transcripción de dedo de cinc, que se expresa fuertemente en 
células epiteliales posmitóticas de diferentes tejidos, por ejemplo, el colon, el estómago y la piel. KLF4 es esencial 
para la diferenciación terminal de estas células y está implicado en la regulación del ciclo celular. 

Preferiblemente, la "proteína KLF4" o simplemente "KLF4" se refiere a KLF4 humana y preferiblemente comprende 
una secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 9, preferiblemente la 5 
secuencia de aminoácidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 10. Un experto en la técnica entendería que la secuencia 
de ADNc de KLF4 como se describió anteriormente sería equivalente al ARNm de KLF4 y se puede usar para la 
generación de ARN capaz de expresar KLF4. 

MYC (cMYC) es un protooncogén, que se sobreexpresa en una amplia gama de cánceres humanos. Cuando es 
mutado específicamente, o sobreexpresado, aumenta la proliferación celular y funciona como un oncogén. El gen 10 
MYC codifica para un factor de transcripción que regula la expresión del 15% de todos los genes a través de la unión 
a secuencias de caja mejoradora (cajas E) y el reclutamiento de histona acetiltransferasas (HAT). MYC pertenece a 
la familia de MYC de factores de transcripción, que también incluye genes N-MYC y L-MYC. Los factores de 
transcripción de la familia de MYC contienen el dominio bHLH/LZ (cierre de leucina de hélice del bucle de hélice 
básica) 15 

Preferiblemente, la "proteína cMYC" o simplemente "cMYC" se refiere a cMYC humana y preferiblemente 
comprende una secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 11, 
preferiblemente la secuencia de aminoácidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 12. Un experto en la técnica 
comprendería que la secuencia de ADNc de cMYC como se ha descrito anteriormente sería equivalente al ARNm de 
cMYC y puede ser usada para la generación de ARN capaz de expresar cMYC. 20 

Debe entenderse que una referencia en la presente memoria descriptiva a factores específicos tales como OCT4, 
SOX2, NANOG, LIN28, KLF4 o c-MYC o a secuencias específicas de los mismos, incluye también todas las 
variantes de estos factores específicos o las secuencias específicas de los mismos como se describe en el presente 
documento. En particular, debe entenderse de modo que también incluya todas las variantes de empalme, variantes 
modificadas postraduccionalmente, conformaciones, isoformas y homólogos de especies de estos 25 
factores/secuencias específicos que se expresan naturalmente por parte de las células. 

Preferiblemente, la etapa de permitir el desarrollo de células que tienen características de células madre usadas en 
los métodos para proporcionar células que tienen características de células madre descritas aquí comprende cultivar 
células somáticas bajo condiciones de cultivo de células madre embrionarias, preferiblemente condiciones 
adecuadas para mantener células madre pluripotentes en un estado no diferenciado. 30 

Preferiblemente, para permitir el desarrollo de células que tienen características de células madre, las células se 
cultivan en presencia de uno o más inhibidores de ADN metiltransferasa y/o uno o más inhibidores de histona 
desacetilasa. Los compuestos preferidos se seleccionan del grupo que consiste en 5'-azacitidina (5'-azaC), ácido 
hidroxámico de suberoilanilida (SAHA), dexametasona, tricostatina A (TSA), butirato de sodio (NaBu), Scriptaid y 
ácido valproico (VPA). Preferiblemente, las células se cultivan en presencia de ácido valproico (VPA), 35 
preferiblemente en una concentración de entre 0,5 y 10 mM, más preferiblemente entre 1 y 5 mM, lo más 
preferiblemente en una concentración de aproximadamente 2 mM. 

Los métodos de la presente invención se pueden utilizar para efectuar la desdiferenciación de cualquier tipo de 
célula somática. Las células que pueden usarse incluyen células que pueden ser desdiferenciadas o reprogramadas 
por los métodos de la presente enseñanza, en particular células que están total o parcialmente diferenciadas, más 40 
preferiblemente diferenciadas totalmente. Preferiblemente, la célula somática es una célula diploide derivada de 
organismos multicelulares preembrionarios, embrionarios, fetales y postnatales. Ejemplos de células que pueden 
usarse incluyen pero no se limitan a fibroblastos, tales como fibroblastos fetales y neonatales o fibroblastos adultos, 
queratinocitos, en particular queratinocitos primarios, más preferiblemente queratinocitos derivados de cabello, 
células adiposas, células epiteliales, células epidérmicas, condrocitos, células del cúmulo, células neurales, células 45 
gliales, astrocitos, células cardíacas, células esofágicas, células musculares, melanocitos, células hematopoyéticas, 
osteocitos, macrófagos, monocitos y células mononucleares. 

Las células con las que pueden usarse los métodos de la enseñanza pueden ser de cualquier especie animal; por 
ejemplo, mamíferos y roedores. Ejemplos de células de mamífero que pueden ser desdiferenciadas y 
rediferenciadas por la presente invención incluyen, pero no se limitan a células de primates humanos y no humanos. 50 
Las células de primate con las que puede realizarse la invención incluyen, pero no se limitan a, células de seres 
humanos, chimpancés, babuinos, monos cynomolgus y cualquier otro mono del Nuevo Mundo o del Viejo Mundo. 
Las células de roedor con las que se puede realizar la invención incluyen, pero sin limitación, células de ratón, rata, 
cobaya, hámster y gerbo. 

Se espera que las células desdiferenciadas preparadas de acuerdo con la presente enseñanza muestren muchos de 55 
los mismos requisitos que las células madre pluripotentes y se pueden expandir y mantener bajo condiciones usadas 
para células madre embrionarias, por ejemplo, medio celular ES o cualquier medio que soporte el crecimiento de las 
células embrionarias. Las células madre embrionarias conservan su pluripotencia in vitro cuando se mantienen en 
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fibroblastos fetales inactivados tales como fibroblastos embrionarios de ratón o fibroblastos humanos irradiados (por 
ejemplo, fibroblastos de prepucio humano, fibroblastos de piel humana, fibroblastos de endometrio humano, 
fibroblastos de oviducto humano) en cultivo. En una realización, las células alimentadoras humanas pueden ser 
células alimentadoras autólogas derivadas del mismo cultivo de células reprogramadas mediante diferenciación 
directa. 5 

Además, las células madre embrionarias humanas pueden propagarse con éxito en Matrigel en un medio 
condicionado por fibroblastos fetales de ratón. Las células madre humanas pueden desarrollarse en cultivo durante 
un periodo prolongado de tiempo y permanecer no diferenciadas bajo condiciones de cultivo específicas. 

En ciertas realizaciones, las condiciones de cultivo de células pueden incluir el contacto de las células con factores 
que pueden inhibir la diferenciación o potenciar de otra manera la desdiferenciación de células, por ejemplo, prevenir 10 
la diferenciación de células en células no ES, trofectodermo u otros tipos celulares. 

Las células desdiferenciadas preparadas de acuerdo con la presente invención pueden ser evaluadas por métodos 
que incluyen monitorear cambios en el fenotipo de las células y caracterizar su expresión de genes y proteínas. La 
expresión génica puede determinarse por RT-PCR, y los productos de traducción se pueden determinar por 
inmunocitoquímica y transferencia Western. En particular, las células diferenciadas pueden caracterizarse para 15 
determinar el patrón de expresión de genes y si las células reprogramadas exhiben un patrón de expresión de genes 
similar al patrón de expresión esperado de células de control pluripotentes no diferenciadas tales como células 
madre embrionarias usando técnicas bien conocidas en el arte incluyendo transcriptómica. 

A este respecto, se puede evaluar la expresión de los siguientes genes de células desdiferenciadas: OCT4, NANOG, 
factor de crecimiento y diferenciación 3 (GDF3), expresión reducida 1 (REX1), factor de crecimiento de fibroblastos 4 20 
(FGF4), gen específico de células embrionarias 1 (ESG1), asociado con pluripotencia de desarrollo 2 (DPPA2), 
DPPA4 y la transcriptasa inversa de telomerasa (TERT), antígeno embrionario 3 (SSEA-3), SSEA-4, antígeno 
relacionado con tumores 1-60 (TRA-1-60), TRA-1-81, y TRA-2-49/6E. 

Las células madre no diferenciadas o embrionarias con las que pueden compararse las células reprogramadas 
pueden ser de la misma especie que las células somáticas diferenciadas. Alternativamente, las células madre no 25 
diferenciadas o embrionarias con las que pueden compararse las células reprogramadas pueden ser de una especie 
diferente que las células somáticas diferenciadas. 

En algunas realizaciones, existe una similitud en el patrón de expresión génica entre una célula reprogramada y una 
célula no diferenciada, por ejemplo, una célula madre embrionaria, si ciertos genes expresados específicamente en 
una célula no diferenciada también se expresan en la célula reprogramada. Por ejemplo, se pueden usar ciertos 30 
genes, por ejemplo, telomerasa, que son típicamente indetectables en células somáticas diferenciadas para 
monitorear el grado de reprogramación. Del mismo modo, para ciertos genes, la ausencia de expresión puede 
utilizarse para evaluar el grado de reprogramación. 

La capacidad de autorrenovación, marcada por la inducción de la actividad telomerasa, es otra característica de las 
células madre que pueden monitorearse en células desdiferenciadas. 35 

El análisis cariotípico puede realizarse por medio de separaciones de cromosomas a partir de células mitóticas, 
cariotipo espectral, ensayos de longitud de telómeros, hibridación genómica total u otras técnicas bien conocidas en 
la técnica. 

Usando la presente enseñanza, se incorporan factores apropiados de codificación de ARN en una o más células 
somáticas, por ejemplo, por electroporación. Después de la incorporación, las células se cultivan preferiblemente 40 
utilizando condiciones que soporten el mantenimiento de células desdiferenciadas (es decir, condiciones de cultivo 
de células madre). Las células desdiferenciadas pueden entonces ser expandidas e inducidas a volver a 
diferenciarse en diferentes tipos de células somáticas que son necesarias para la terapia celular. Las células 
desdiferenciadas obtenidas de acuerdo con la presente enseñanza pueden inducirse a diferenciarse en uno o más 
tipos de células somáticas deseadas in vitro o in vivo. 45 

Preferiblemente, las células desdiferenciadas obtenidas de acuerdo con la presente invención pueden dar lugar a 
células de cualquiera de las tres capas germinales embrionarias, es decir, endodermo, mesodermo y ectodermo. Por 
ejemplo, las células diferenciadas pueden diferenciarse en músculo esquelético, esqueleto, dermis de piel, tejido 
conectivo, sistema urogenital, corazón, sangre (células linfáticas) y bazo (mesodermo); estómago, colon, hígado, 
páncreas, vejiga urinaria; revestimiento de la uretra, partes epiteliales de la tráquea, pulmones, faringe, tiroides, 50 
paratiroides, intestino (endodermo); o sistema nervioso central, retina y lente, craneal y sensorial, ganglios y nervios, 
células pigmentarias, tejido conjuntivo de la cabeza, epidermis, cabello, glándulas mamarias (ectodermo). Las 
células desdiferenciadas obtenidas de acuerdo con la presente enseñanza pueden volver a diferenciarse in vivo o in 
vitro, usando técnicas conocidas en el arte. 

En una realización, las células reprogramadas que resultan de los métodos descritos aquí se usan para producir 55 
progenie diferenciada. Por lo tanto, en un aspecto, la presente enseñanza proporciona un método para producir 
células diferenciadas, que comprende: (i) obtener células reprogramadas usando los métodos de esta enseñanza; y 
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(ii) inducir la diferenciación de las células reprogramadas para producir células diferenciadas. La etapa (ii) se puede 
realizar in vivo o in vitro. Además, la diferenciación puede inducirse mediante la presencia de factores de 
diferenciación apropiados que pueden ser añadidos o están presentes in situ, por ejemplo, en un cuerpo, órgano o 
tejido en el que se han introducido las células reprogramadas. Las células diferenciadas se pueden utilizar para 
derivar células, tejidos y/u órganos que se usan ventajosamente en el área de trasplante de células, tejidos y/o 5 
órganos. Si se desea, se pueden introducir modificaciones genéticas, por ejemplo, en células somáticas antes de la 
reprogramación. Las células diferenciadas de la presente enseñanza preferiblemente no poseen la pluripotencia de 
una célula madre embrionaria, o una célula germinal embrionaria, y son, en esencia, células parcial o totalmente 
diferenciadas específicas de tejido. 

Una ventaja de los métodos de la presente invención es que las células reprogramadas obtenidas por la presente 10 
enseñanza pueden diferenciarse sin selección previa ni purificación o establecimiento de una línea celular. Por 
consiguiente, en ciertas realizaciones, una población heterogénea de células que comprenden células 
reprogramadas se diferencian en un tipo celular deseado. En una realización, una mezcla de células obtenida a 
partir de los métodos de la presente invención se expone a uno o más factores de diferenciación y cultivo in vitro. 

Los métodos de diferenciación de células reprogramadas obtenidas por los métodos descritos en la presente 15 
memoria pueden comprender una etapa de permeabilización de la célula reprogramada. Por ejemplo, las células 
generadas por las técnicas de reprogramación descritas en este documento, o alternativamente una mezcla 
heterogénea de células que comprenden células reprogramadas, pueden ser permeabilizadas antes de la exposición 
a uno o más factores de diferenciación o extracto celular u otra preparación que comprende factores de 
diferenciación. 20 

Por ejemplo, se pueden obtener células diferenciadas cultivando células reprogramadas no diferenciadas en 
presencia de al menos un factor de diferenciación y seleccionando células diferenciadas del cultivo. La selección de 
células diferenciadas puede basarse en el fenotipo, tal como la expresión de ciertos marcadores celulares presentes 
en células diferenciadas, o mediante ensayos funcionales (por ejemplo, la capacidad para realizar una o más 
funciones de un tipo celular particular diferenciado). 25 

En otra realización, las células reprogramadas de acuerdo con la presente invención se modifican genéticamente 
mediante la adición, supresión o modificación de su o sus secuencias de ADN. 

Las células reprogramadas o desdiferenciadas preparadas de acuerdo con la presente enseñanza o células 
derivadas de las células reprogramadas o desdiferenciadas son útiles en investigación y en terapia. Las células 
pluripotentes reprogramadas pueden diferenciarse en cualquiera de las células del cuerpo incluyendo, sin limitación, 30 
células de piel, cartílago, músculo esquelético óseo, músculo cardíaco, renales, hepáticas, sanguíneas y de 
formación de sangre, precursoras vasculares y endoteliales vasculares, beta pancreáticas, gliales, de retina, células 
neuronales, intestinales, pulmonares y hepáticas. 

Las células reprogramadas son útiles para terapia regenerativa/reparadora y pueden ser trasplantadas a un paciente 
que lo necesite. En una realización, las células son autólogas con el paciente. 35 

Las células reprogramadas proporcionadas de acuerdo con la presente invención pueden usarse, por ejemplo, en 
estrategias terapéuticas en el tratamiento de enfermedades cardiacas, neurológicas, endocrinológicas, vasculares, 
retinianas, dermatológicas, musculoesqueléticas y otras enfermedades. 

Por ejemplo, y no pretende ser una limitación, las células reprogramadas de la presente enseñanza pueden 
utilizarse para reponer células en animales cuyas células naturales se han agotado debido a la edad o terapia de 40 
ablación tal como radioterapia de cáncer y quimioterapia. En otro ejemplo no limitativo, las células reprogramadas de 
la presente invención son útiles en la regeneración de órganos y la reparación de tejidos. En una realización de la 
presente enseñanza, se pueden usar células reprogramadas para revigorizar tejido muscular dañado incluyendo 
músculos distróficos y músculos dañados por eventos isquémicos tales como infartos de miocardio. En otra 
realización, las células reprogramadas descritas en la presente memoria pueden usarse para mejorar la cicatrización 45 
en animales, incluyendo seres humanos, después de una lesión traumática o cirugía. En esta realización, las células 
reprogramadas de la presente invención se administran sistémicamente, tal como por vía intravenosa, y migran al 
sitio del tejido recién traumatizado reclutado por citoquinas circulantes secretadas por las células dañadas. En otra 
realización, las células reprogramadas pueden administrarse localmente a un sitio de tratamiento que lo requiera o 
reparación o regeneración. 50 

En otras realizaciones, el ARN usado de acuerdo con la presente enseñanza codifica un péptido o proteína, que 
tiene un valor terapéutico. Las células que contienen el ARN pueden, por ejemplo, ser manipuladas in vitro para 
expresar el ARN y, por lo tanto, el péptido o proteína, utilizando los métodos descritos en el presente documento. 
Posteriormente, las células que expresan el péptido o la proteína pueden introducirse en un paciente. 

En una realización particularmente preferida, el ARN utilizado en la presente invención codifica un péptido o proteína 55 
que comprende un inmunógeno, antígeno o péptido antigénico. En una realización, el péptido o proteína se procesa 
después de la expresión para proporcionar dicho inmunógeno, antígeno o péptido antigénico. En otra realización, el 
péptido o la propia proteína es el inmunógeno, antígeno o péptido antigénico. Las células que expresan dicho 
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péptido o proteína que comprende un inmunógeno, antígeno o péptido antigénico se pueden usar, por ejemplo, en 
inmunoterapia para provocar una respuesta inmune contra el inmunógeno, antígeno o péptido antigénico en un 
paciente. 

Un "antígeno" de acuerdo con la invención cubre cualquier sustancia que provoque una respuesta inmune. En 
particular, un "antígeno" se refiere a cualquier sustancia que reaccione específicamente con anticuerpos o linfocitos 5 
T (células T). De acuerdo con la presente enseñanza, el término antígeno comprende cualquier molécula que 
comprende al menos un epítopo. Preferiblemente, un antígeno en el contexto de la presente invención es una 
molécula que, opcionalmente después del procesamiento, induce una reacción inmune, que es preferiblemente 
específica para el antígeno. De acuerdo con la presente invención, se puede usar cualquier antígeno adecuado, que 
sea un candidato para una reacción inmune, en donde la reacción inmune puede ser tanto una reacción inmune 10 
humoral como celular. En el contexto de las realizaciones de la presente enseñanza, el antígeno es preferiblemente 
presentado por una célula, preferiblemente por una célula presentadora de antígeno, en el contexto de moléculas de 
MHC, lo que da como resultado una reacción inmune contra el antígeno. Un antígeno es preferiblemente un 
producto que corresponde a, o se deriva de, un antígeno natural. Tales antígenos de origen natural pueden incluir o 
pueden derivarse de alérgenos, virus, bacterias, hongos, parásitos y otros agentes infecciosos y patógenos o un 15 
antígeno también puede ser un antígeno tumoral. De acuerdo con la presente invención, un antígeno puede 
corresponder a un producto natural, por ejemplo, una proteína viral, o una parte de la misma. 

En una realización preferida, el antígeno es un antígeno tumoral, es decir, una parte de una célula tumoral, que 
puede derivarse del citoplasma, de la superficie celular o del núcleo celular, en particular aquellos que se producen 
principalmente intracelularmente o como antígenos de superficie de células tumorales. Por ejemplo, los antígenos 20 
tumorales incluyen el antígeno carcinoembrionario, α1-fetoproteína, isoferritina y sulfoglicoproteína fetal, α2-H-
ferroproteína y γ-fetoproteína, así como diversos antígenos tumorales de virus. De acuerdo con la presente 
invención, un antígeno tumoral comprende preferiblemente cualquier antígeno que sea característico de tumores o 
cánceres, así como de células tumorales o cancerosas con respecto al tipo y/o nivel de expresión. En otra 
realización, el antígeno es un antígeno de virus tal como ribonucleoproteína viral o proteína de cubierta. En 25 
particular, el antígeno debe ser presentado por moléculas de MHC que da como resultado la modulación, en 
particular la activación de células del sistema inmunitario, preferiblemente linfocitos CD4+ y CD8+, en particular a 
través de la modulación de la actividad de un receptor de células T. 

En las realizaciones preferidas, el antígeno es un antígeno tumoral y la presente enseñanza implica la estimulación 
de una respuesta de CTL antitumorales contra células tumorales que expresan dicho antígeno tumoral y que 30 
presenta preferiblemente dicho antígeno tumoral con MHC de clase I. 

El término "inmunogenicidad" se refiere a la efectividad relativa de un antígeno para inducir una reacción inmune. 

El término "patógeno" se refiere a microorganismos patógenos y comprende virus, bacterias, hongos, organismos 
unicelulares y parásitos. Ejemplos de virus patógenos son el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el 
citomegalovirus (CMV), el virus del herpes (VHS), el virus de la hepatitis A (VHA), el VHB, el VHC, el virus del 35 
papiloma y el virus linfotrófico T humano. Los organismos unicelulares comprenden plasmodios tripanosomas, 
amebas, etc. 

Los ejemplos de antígenos que pueden usarse de acuerdo con los métodos de la presente enseñanza son p53, 
ART-4, BAGE, ss-catenina/m, Bcr-abL CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27/m , CDAG4/m, CEA, CLAUDIN-12, c-MYC, 
CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-AML1, G250, GAGE, GnT-V, Gap100, HAGE, HER-2/neu, HPV-E7, MAGE-A1, 40 
MAGE-A2, MAGE- A3, MAGE-A4, MAGE-A5, MAGE-A6, HPV-E6, HAST-2, hTERT (o hTRT), LAGE, LDLR/FUT, 
MAGE-A7, MAGE-A8, MAGE-A10, MAGE-A11 o MAGE-A12, MAGE-B, MAGE-C, MART-1/Melan-A, MC1R, 
Miosina/m, MUC1, MUM-1, MUM-2, MUM-3, NA88-A, NF1, NY-ESO-1, NY-BR-1, p190 menor BCR-abL, Plac-1, 
Pm1/RARa, PRAME, proteinasa 3, PSA, PSM, RAGE, RU1 o RU2, SAGE, SART-1 o SART-3, SCGB3A2, SCP1, 
SCP2, SCP3, SSX, SURVIVIN, TEL/AML1, TPI/m, TRP-1, TRP-2, TRP-2/INT2, TPTE y WT, preferiblemente WT-1. 45 

"Una porción o fragmento de un antígeno" o "un péptido antigénico" de acuerdo con la enseñanza es preferiblemente 
una representación incompleta de un antígeno y es capaz de provocar una respuesta inmune contra el antígeno. 

En este contexto, la enseñanza también hace uso de péptidos que comprenden secuencias de aminoácidos 
derivadas de antígenos, también denominados "péptidos antigénicos" en la presente memoria. Por "péptido 
antigénico", o "péptido antigénico derivado de un antígeno" se entiende un oligopéptido o polipéptido que comprende 50 
una secuencia de aminoácidos que corresponde sustancialmente a la secuencia de aminoácidos de un fragmento o 
péptido de un antígeno. Un péptido antigénico puede ser de cualquier longitud. 

Preferiblemente, los péptidos antigénicos son capaces de estimular una respuesta inmune, preferiblemente una 
respuesta celular contra el antígeno o células caracterizadas por la expresión del antígeno y preferiblemente por la 
presentación del antígeno. Preferiblemente, un péptido antigénico es capaz de estimular una respuesta celular 55 
contra una célula caracterizada por la presentación de un antígeno con MHC de clase I y preferiblemente es capaz 
de estimular un CTL sensible al antígeno. Preferiblemente, los péptidos antigénicos de acuerdo con la invención son 
péptidos presentados por MHC clase I y/o clase II o se pueden procesar para producir péptidos presentados por 
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MHC clase I y/o clase II. Preferiblemente, los péptidos antigénicos comprenden una secuencia de aminoácidos que 
corresponde sustancialmente a la secuencia de aminoácidos de un fragmento de un antígeno. Preferiblemente, 
dicho fragmento de un antígeno es un péptido presentado por MHC clase I y/o clase II. Preferiblemente, un péptido 
antigénico de acuerdo con la invención comprende una secuencia de aminoácidos que corresponde sustancialmente 
a la secuencia de aminoácidos de dicho fragmento y se procesa para producir dicho fragmento, es decir, un péptido 5 
presentado por MHC de clase I y/o clase II derivado de un antígeno. 

Si se va a presentar directamente un péptido antigénico, es decir, sin procesamiento, en particular sin escisión, tiene 
una longitud que es adecuada para la unión a una molécula de MHC, en particular una molécula de MHC de clase I, 
y preferiblemente es de 7-20 aminoácidos de longitud, más preferiblemente de 7-12 aminoácidos de longitud, más 
preferiblemente de 8-11 aminoácidos de longitud, en particular de 9 o 10 aminoácidos de longitud. Preferiblemente, 10 
la secuencia de un péptido antigénico que se va a presentar directamente se deriva de la secuencia de aminoácidos 
de un antígeno, es decir, su secuencia corresponde sustancialmente y es preferiblemente completamente idéntica a 
un fragmento de un antígeno. 

Si se presenta un péptido antigénico después del procesamiento, en particular después de la escisión, el péptido 
producido por procesamiento tiene una longitud que es adecuada para la unión a una molécula de MHC, en 15 
particular una molécula de MHC de clase I, y preferiblemente es de 7-20 aminoácidos de longitud, más 
preferiblemente de 7-12 aminoácidos de longitud, más preferiblemente de 8-11 aminoácidos de longitud, en 
particular de 9 o 10 aminoácidos de longitud. Preferiblemente, la secuencia del péptido que ha de presentarse 
después del procesamiento se deriva de la secuencia de aminoácidos de un antígeno, es decir, su secuencia 
corresponde sustancialmente y es preferiblemente completamente idéntica a un fragmento de un antígeno. De este 20 
modo, un péptido antigénico de acuerdo con la invención en una realización comprende una secuencia de 7-20 
aminoácidos de longitud, más preferiblemente de 7-12 aminoácidos de longitud, más preferiblemente de 8-11 
aminoácidos de longitud, en particular de 9 o 10 aminoácidos de longitud que corresponde sustancialmente y es 
preferiblemente completamente idéntico a un fragmento de un antígeno y después del procesamiento del péptido 
antigénico constituye el péptido presentado. Sin embargo, el péptido antigénico puede comprender también una 25 
secuencia que corresponde sustancialmente y preferiblemente es completamente idéntica a un fragmento de un 
antígeno que es incluso más largo que la secuencia indicada anteriormente. En una realización, un péptido 
antigénico puede comprender toda la secuencia de un antígeno. 

Los péptidos que tienen secuencias de aminoácidos que corresponden sustancialmente a una secuencia de un 
péptido que es presentada por el MHC de clase I pueden diferir en uno o más residuos que no son esenciales para 30 
el reconocimiento de TCR del péptido tal como se presenta por el MHC de clase I, para la unión de péptidos a MHC. 
Tales péptidos sustancialmente correspondientes son también capaces de estimular un CTL sensible al antígeno. 
Los péptidos que tienen secuencias de aminoácidos que difieren de un péptido presentado en residuos que no 
afectan al reconocimiento de TCR, pero mejoran la estabilidad de unión a MHC pueden mejorar la inmunogenicidad 
del péptido antigénico, y pueden ser denominados en la presente memoria como "péptidos optimizados". Utilizando 35 
el conocimiento existente sobre cuáles de estos residuos pueden tener más probabilidades de afectar la unión al 
MHC o al TCR, puede emplearse un enfoque racional para el diseño de péptidos sustancialmente correspondientes. 
Los péptidos resultantes que son funcionales se contemplan como péptidos antigénicos. 

"Procesamiento de antígeno" se refiere a la degradación de un antígeno en fragmentos (por ejemplo, la degradación 
de una proteína en péptidos) y la asociación de uno o más de estos fragmentos (por ejemplo, mediante unión) con 40 
moléculas de MHC para su presentación por "células presentadoras de antígenos" a células T específicas. 

Las "células presentadoras de antígeno" (APC) son células que presentan fragmentos peptídicos de antígenos 
proteicos en asociación con moléculas de MHC en su superficie celular. Algunas APC pueden activar células T 
específicas de antígeno. 

El término "inmunoterapia" se refiere a un tratamiento que implica la activación de una reacción inmune específica. 45 

El término "in vivo" se refiere a la situación en un sujeto. 

Los términos "sujeto" e "individuo" se usan indistintamente y se refieren a mamíferos. Por ejemplo, los mamíferos en 
el contexto de la presente invención son humanos, primates no humanos, animales domesticados tales como perros, 
gatos, ovejas, ganado vacuno, cabras, cerdos, caballos, etc., animales de laboratorio tales como ratones, ratas, 
conejos, cobayas, etc., así como animales en cautiverio tales como animales de zoológicos. El término "animal", tal 50 
como se utiliza aquí, también incluye seres humanos. El término "sujeto" también puede incluir un paciente, es decir, 
un animal, preferiblemente un ser humano que tiene una enfermedad. 

Si de acuerdo con la enseñanza, se desea la administración a un sujeto, la composición para administración se 
administra generalmente en cantidades farmacéuticamente compatibles y en preparaciones farmacéuticamente 
compatibles. El término "farmacéuticamente compatible" se refiere a un material no tóxico, que no interactúa con la 55 
acción del componente activo de la composición farmacéutica. Las preparaciones de este tipo pueden contener 
normalmente sales, sustancias reguladoras, conservantes, excipientes y vehículos y se administran de una manera 
conocida por el experto en la materia. 

E11791447
20-09-2017ES 2 640 875 T3

 



 29

La presente enseñanza se describe en detalle mediante las figuras y ejemplos que se presentan a continuación, que 
se utilizan únicamente con fines ilustrativos. 

Ejemplos 

Ejemplo 1: 

Cultivo de células 5 

Los fibroblastos primarios de prepucio neonatal humano (CCD-1079Sk, CCD), fibroblastos de prepucio neonatal 
humano BJ se obtuvieron de ATCC (Manassas, VA, EE.UU.) y se cultivaron en MEM (Invitrogen, Karlsruhe, 
Alemania) complementados con 10% de suero bovino fetal dorado inactivado por calor (Invitrogen), (PAA 
Labratories, Pasching, Austria), aminoácidos no esenciales 1x (Invitrogen), piruvato de sodio 1 mM (Invitrogen), 
glutamina 2 mM (Invitrogen), 50 U/mL de penicilina (Invitrogen) y 50 µg/mL de estreptomicina (Invitrogen). Otra 10 
carga de fibroblastos de prepucio neonatal humano (HFF) se obtuvieron de SBI (Mountain View, CA, EE.UU.) y se 
cultivaron en forma similar a CCD y BJ. Se aislaron fibroblastos embrionarios murinos (MEF) de embriones de 
ratones C57BL/6 de 14 días de edad y se cultivaron en DMEM (Invitrogen) complementado con 15% de suero 
bovino fetal inactivado por calor, aminoácidos no esenciales 1x, piruvato de sodio 1 mM, glutamina 2 mM, 50U/mL 
de penicilina y 50 µg/mL de estreptomicina. Los queratinocitos epidérmicos humanos se obtuvieron de PromoCell 15 
(Heidelberg, Alemania) y se cultivaron en medio basal de queratinocitos 2 con aditivos incluidos por el proveedor 
(PromoCell, Heidelberg, Alemania). Las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) de Lonza 
(Walkersville, MD, EE.UU.) se cultivaron usando el sistema de células endoteliales Clonetics® (Lonza). 

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante centrifugación en gradiente de densidad 
de Ficoll Hypaque (Amersham Biosciences, Glattbrugg, Suiza) a partir de capas leucocitarias obtenidas de donantes 20 
sanos de bancos de sangre. Los monocitos se enriquecieron a partir de PBMC con microperlas anti-CD 14 (Miltenyi 
Biotec, Bergisch-Gladbach, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para obtener células 
dendríticas inmaduras (iDC), los monocitos se diferenciaron durante 5 días en medio RPMI 1640 (Invitrogen) con 
glutamina 2 mM, 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina, piruvato de sodio 1 mM, aminoácidos no 
esenciales 1x, 10% de suero AB humano inactivado por calor complementado con 1.000 U/mL de GM-CSF (Essex, 25 
Lucerna, Suiza) y 1.000 U/mL de IL-4 (Strathmann Biotech, Hamburgo, Alemania). 

Generación de ARN transcrito in vitro 

Se utilizaron constructos de plásmido como plantillas para la transcripción in vitro de los ARN que codifican la 
luciferasa, eGFP, eGFP desestabilizada (d2eGFP), OCT4, SOX2, KLF4, cMYC, LIN28, NANOG, antígeno de T 
grande de SV40, E6, p53-DD, E3 y K3 con base en pST1-2hBgUTR-A120 (Holtkamp 2006). La secuencia de 30 
nucleótidos de los genes estaba optimizada en codones para aumentar el contenido de GC y para mejorar la 
traducción en células objetivo. Para la generación de los ARN transcritos in vitro, los plásmidos se linealizaron en 
dirección 3’ de la cola de poli(A) usando una endonucleasa de restricción de clase II. Los plásmidos linealizados se 
purificaron mediante extracción con fenol-cloroformo y precipitación con etanol, se cuantificaron 
espectrofotométricamente, y se sometieron a una transcripción in vitro con ARN T7, polimerasa usando el kit 35 
MEGAscript T7 (Ambion, Austin, TX, EE.UU.). Para la incorporación del análogo de caperuza β-S-ARCA (D1), se 
añadió 6 mM del análogo a la reacción mientras que la concentración de GTP se redujo a 1,5 mM. Las reacciones 
se incubaron de 3 a 6 horas a 37ºC, se trataron con DNasa (Ambion) y se purificaron usando el kit MEGAclear 
(Ambion) de acuerdo con el fabricante. 

Transferencia de ARN IVT en células 40 

La transferencia de ARN IVT en células se realizó por electroporación (EP). Para ello, se recolectaron 1-10x107 
células por EP, se lavaron secuencialmente con PBS complementado con EDTA 2 mM y medio X-VIVO 15 (Lonza), 
se resuspendieron en 125 µl de medio X-VIVO 15 y se transfirieron a una cubeta de electroporación de 2 mm de 
separación (Bio-RAD, Hércules, CA, EE.UU.). Se añadió la cantidad apropiada de ARN transcrito in vitro y se 
electroporaron las células usando un sistema de electroporación BTX ECM® 830 (BTX, Holliston, MA, EE.UU.) y 45 
parámetros de electroporación previamente optimizados para CCD (110V, pulso 3x12 ms, intervalo de 400 ms), BJ 
(110V, pulso de 3x12 ms, intervalo de 400 ms), MEF (125V, pulso de 5x6 ms, intervalo de 400 ms), HFF (125V, 
pulso de 1x24 ms), queratinocitos (125V, pulso de 4x6 ms, intervalo de 200 ms) y HUVEC (125V, pulso 1x20 ms). 
Las PBMC e iDC humanas se electroporaron en una cubeta estéril de electroporación de 4 mm de separación (Bio-
RAD) utilizando un aparato Gene-Pulser-II (Bio-Rad, Munich, Alemania) con ajustes de voltaje y capacitancia de 450 50 
V/250 µF (PBMC), 300 V/150 µF (iDC). Las células se diluyeron en medio de cultivo inmediatamente después de la 
electroporación. 

Ensayos de genes informadores 

Para los ensayos de luciferasa, las células electroporadas con ARN transcrito in vitro que codifica para luciferasa se 
sembraron en microplacas de fondo plano blancas de 96 pozos (Nunc, Langenselbold, Alemania) y se incubaron a 55 
37ºC. La lisis de células se realizó usando el sistema de ensayo de luciferasa Bright-Glo (Promega, Madison, WI, 
EE.UU.). El flujo de bioluminiscencia se midió con el lector de luminiscencia de microplacas Infinite M200 (Tecan, 
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Crailsheim, Alemania) con un tiempo de integración de 1 s. Los datos de la actividad de luciferasa presentados en 
este documento están en conteos por segundo. 

Para la cuantificación de la proteína d2eGFP y eGFP, las células se lavaron en PBS, se fijaron usando PBS 
complementado con formaldehído al 2% y se analizaron por citometría de flujo en un citómetro de flujo FACS Canto 
II (BD Biosciences, Heidelberg, Alemania). La conmutación se realizó en células vivas y se cuantificó la intensidad 5 
de fluorescencia media (MFI) de las poblaciones de células que expresan GFP utilizando el software FlowJo (Tree 
Star, Ashland, OR, EE.UU.). Las subpoblaciones de células T humanas de PBMC electroporadas se tiñeron con 
anticuerpos fluorescentes reactivos CD4 o CD8 antes de la citometría de flujo. La conmutación se realizó en células 
T CD4+ y CD8+ vivas y la expresión de GFP y se determinó MFI de ambas subpoblaciones de células T por 
citometría de flujo. 10 

Cuantificación de los niveles de transcritos por PCR de transcriptasa inversa en tiempo real 

El ARN celular total se extrajo de células con el Kit RNeasy Mini o el Kit RNeasy Micro (Qiagen, Hilden, Alemania), 
se transcribió de forma inversa con oligo-dT18 utilizando Superscript II (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) y se 
sometió a análisis cuantitativo en tiempo real en un instrumento y software del sistema de detección de secuencias 
ABI PRISM 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), usando el kit de PCR QuantiTect SYBR Green 15 
(Qiagen). Las reacciones se realizaron por triplicado con cebador amplificando una región específica del codón 
optimizado de OCT4 

(OCT4-s: 5'-ACCTGGAAAACCTGTTCCTGC-3' (SEQ ID NO: 14); OCT4-as: 5'-AGCTCGGATCCTCATCAGTTG-3' 
(SEQ ID NO: 15)), 

SOX2-SOX2-s: 5'-AACCAGCGGATGGACAGCTAC-3' (SEQ ID NO: 16), SOX2-as: 5'-20 
GCTTTTCACCACGCTGCCCAT-3' 

KLF4 (KLF4-s: 5'-AAGACCTACACCAAGAGCAGC-3' (SEQ ID NO: 18), KLF4-as: 5'-
AGGTGGTCAGATCTGCTGAAG-3' (SEQ ID NO: 19)) y 

cMYC (cMYC-s:5'-CCCCTGAACGACAGCTCTAGC-3' (SEQ ID NO: 20); cMYC-as: 5'-
TTCTCCACGGACACCACGTCG-3' (SEQ ID NO: 21)) o  25 

los transcritos endógenos de 

IFNα  (IFNα-s: 5'-AAATACAGCCCTTGTGCCTGG-3' (SEQ ID NO: 22), IFNα-as: 5'-
GGTGAGCTGGCATACGAATCA-3' (SEQ ID NO: 23)), 

IFNβ (IFNβ-s: 5’-AAGGCCAAGGAGTACAGTC-3’ (SEQ ID NO: 24); IFNβ-as: 5’-ATCTTCAGTTTCGGAGGTAA-3’ 
(SEQ ID NO: 25)), 30 

GDF3 (GDF3-s: 5’-TCCCAGACCAAGGTTTCTTTC-3’ (SEQ ID NO: 26); GDF3-as: 5’-
TTACCTGGCTTAGGGGTGGTC- 

3’ (SEQ ID NO: 27)) y 

TERT (TERT-s: 5’-CCTGCTCAAGCTGACTCGACACCGTG-3’ (SEQ ID NO: 28); TERT-as: 5’-GGAAAAGCTGGC 
CCTGGGGTGGAGC-3’ (SEQ ID NO: 29)) (cada 333 nM)  35 

con desnaturalización/activación inicial durante 15 min a 95ºC y 40 ciclos de 30 s a 95ºC, 30ºC a la temperatura de 
hibridación específica del cebador (OCT4, cMYC, IFNα, IFNβ, GDF3, TERT: 60°C; SOX2: 64°C; KLF4: 58°C) y 30s a 
72°C. La expresión de los transcritos se cuantificó usando el cálculo de ∆∆Ct en relación con el ARN que codifica 
HPRT como estándar interno (HPRT-s, 5'-TGACACTGGCAAAACAATGCA-3' (SEQ ID NO: 30), HPRT-as: 5'-
GGTCCTTTT CACCAGCAAGCT-3' (SEQ ID NO: 31), las condiciones de la PCR como anteriormente con 62°C 40 
(como temperatura de hibridación) para normalizar las variaciones en la calidad del ARN y la cantidad de ADN 
complementario de entrada. 

Tinción intracelular mediante FACS para OCT4, SOX2 y NANOG 

La tinción intracelular mediante FACS de OCT4, SOX2 y NANOG se realizó usando el kit de análisis del factor de 
transcripción de células madre pluripotentes humanas siguiendo las instrucciones del fabricante (BD Bioscience). En 45 
resumen, se recolectaron 3-5x105 células, se lavaron dos veces con PBS y se fijaron durante 20 min en 250 µL de 
regulador BD Cytofix (BD Biosciences) a temperatura ambiente. Después de la incubación, las células se lavaron 
dos veces con PBS y se permeabilizaron mediante lavando dos veces con 1x Perm/Regulador de lavado (BD 
Bioscience) seguido 10 minutos de incubación en 50 µL de 1x Perm/lavado a temperatura ambiente. La tinción con 
control de isotipo y anticuerpos específicos se realizó durante 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad 50 
seguido por lavado dos veces con 1xPerm/lavado. Las células se resuspendieron en PBS complementado con 
formaldehído al 2% y se analizaron mediante citometría de flujo como se ha descrito anteriormente. 
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Ejemplo 2 

Se electroporaron fibroblastos primarios de prepucio humano (CCD1079SK) con 1 µg de ARN IVT que codifica para 
luciferasa de luciérnaga y 5 µg de ARN IVT que codifican para GFP desestabilizada (luc + GFP). Las 
electroporaciones se realizaron en cubetas de 2 mm de separación utilizando parámetros optimizados. Las células 
se sembraron en placas de 6 pozos a una densidad de 30.0000 células/pozo y se dejaron sin tratar o se incubaron 5 
con C13H8N4OS 2 µM (inhibidor de PKR). 24 horas más tarde se recogieron las células para extracción de ARN total 
y transcripción inversa. La inducción de interferones de tipo I se evaluó mediante qRT-PCR usando un cebador 
específico para IFNα o IFNβ en presencia o ausencia de inhibidor de PKR como se indica en la Figura 1. Los 
paneles A y C muestran las mismas muestras que B y D con valores reducidos del eje y. 

Se observó una sobre regulación de los transcritos de interferón en fibroblastos humanos inducidos por 10 
electroporación de ARN (Figura 1A y 1C). Sorprendentemente, la inhibición de PKR utilizando C13H8N4OS dio lugar a 
un abrumador aumento de interferón transcripciones (Figura 1B y 1D): IFN-α se indujo, incluso en ausencia de ARN, 
IFN-β se indujo mediante C13H8N4OS sólo en presencia de ARN. Estos datos muestran que la inhibición de PKR 
usando un inhibidor de molécula pequeña no elimina la vía de respuesta al interferón. 

Ejemplo 3 15 

Los fibroblastos primarios humanos y de ratón se electroporaron con ARN IVT que codifica los genes informadores 
de luciferasa de luciérnaga y GFP. Las electroporaciones se realizaron en cubetas de 2 mm de separación usando 
parámetros optimizados para cada tipo de célula. Inmediatamente después de la electroporación, las células se 
sembraron en placas en ausencia o presencia de concentraciones crecientes del inhibidor de PKR de C13H8N4OS. 

Tal como se representa en las Figuras 2 y 3, se observó un aumento dependiente de la dosis de los genes 20 
informadores de luciferasa y GFP en fibroblastos humanos y de ratón. En presencia de la concentración más alta 
utilizada (2 µM), se observó un alto nivel de estabilización de la luciferasa y la expresión de GFP. 

Ejemplo 4 

Las células endoteliales de la vena umbilical humana primaria (HUVEC) fueron electroporadas con ARN IVT y el 
efecto de la inhibición de PKR en la expresión del gen informador se analizó en entornos experimentales similares 25 
como se describió anteriormente. Las electroporaciones se realizaron en cubetas de 2 mm de separación usando 
parámetros optimizados para HUVEC. La expresión de luciferasa se aumentó en HUVEC de una manera 
dependiente de la dosis. Sin embargo, la expresión no es tan duradera como la observada en los fibroblastos (Figura 
4). 

A continuación, se realizaron experimentos similares con células T humanas CD4 y CD8 positivas, así como células 30 
dendríticas inmaduras (iDC). Se realizaron electroporaciones utilizando parámetros optimizados para cada tipo de 
célula. En contraste con nuestras observaciones anteriores en fibroblastos y células endoteliales, ni en las células T 
ni en iDC la inhibición de PKR condujo a un aumento de la expresión de GFP (Figura 5A, B). En iDC, la inhibición de 
PKR dio como resultado la pérdida de la expresión de luciferasa (Figura 5C]. 

Ejemplo 5 35 

Con el fin de investigar si la estabilización observada de la expresión del gen informador es debida a una inhibición 
irreversible de la PKR por concentraciones altas de C13H8N4OS, se decidió realizar tratamientos transitorios de 
células electroporadas. Además, se incluyó en este experimento un segundo inhibidor de PKR, 2-aminopurina (2-
AP). Ambos inhibidores se usaron a concentraciones finales de 2 µM. Como se representa en la Figura 6, el 
aumento de la traducción de proteínas a partir de ARN IVT depende del tiempo de incubación con ambos 40 
inhibidores. Un período de incubación de 7 h con cualquier inhibidor de PKR no dio como resultado un aumento 
significativo de la expresión de luciferasa y un tratamiento de 24h se invirtió rápidamente después de la eliminación 
de los inhibidores. Incluso un tratamiento de 48 horas fue menos eficiente que un tratamiento permanente. Estos 
datos muestran que la inhibición de la PKR es reversible. La inhibición permanente da como resultado altos niveles 
de expresión durante 5 días. 45 

Ejemplo 6 

Se investigaron proteínas virales que se sabe que inhiben la PKR, a saber, las proteínas E3 y K3 del virus vacuna. 
Ambas proteínas fueron codificadas por ARN IVT y cotransferidas por electroporación en fibroblastos, junto con ARN 
IVT que codifica los genes informadores. Además, se incubó una parte de las células con C13H8N4OS 2 µM para 
investigar efectos aditivos. Ambas proteínas virales condujeron a un aumento de 2 veces en la expresión de 50 
luciferasa 24 horas después de la electroporación. No hubo efecto aditivo de las dos proteínas. Además, la 
expresión no se estabilizó como se observó con los inhibidores de molécula pequeña, pero disminuyó rápidamente 
al mismo nivel que los controles sin proteínas virales (Figura 7A). La aplicación adicional de C13H8N4OS dio como 
resultado un aumento aditivo de la expresión de luciferasa y una estabilización en comparación con los controles no 
tratados como se observó antes con la inhibición por moléculas pequeñas de PKR (Figura 7B). Experimentos 55 
similares con células HUVEC revelaron que la combinación de E3 y K3 aumentó la expresión de luciferasa, que se 
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mejoró adicionalmente mediante C13H8N4OS de una manera dependiente de la dosis (Figura 7C). 

En un conjunto similar de experimentos investigamos si las proteínas víricas podrían rescatar los efectos no 
existentes de C13H8N4OS en células T o revertir los efectos inhibitorios en células dendríticas. Como se representa 
en la figura 8A y 8B, las proteínas virales que inhiben PKR no aumentaron la expresión del gen informador en 
células T, ni en presencia ni en ausencia de C13H8N4OS. En las iDC, las proteínas virales, como se observó antes 5 
con el inhibidor, disminuyeron la expresión de luciferasa. También, E3 y K3 no revirtieron el efecto negativo de 
C13H8N4OS sobre la expresión de luciferasa (Figura 8C]. 

Ejemplo 7 

Experimentos similares como se describieron anteriormente se realizaron utilizando ARN IVT compuesto de 
nucleótidos no modificados como antes, e ARN IVT que estaba compuesto de 5mC y PU en lugar de citidina y 10 
uridina. Como se representa en la Figura 9, la expresión de luciferasa en células electroporadas con ARN-IVT no 
modificado se mejora mucho y se estabiliza mediante C13H8N4OS 2 µM y recapitula nuestros hallazgos anteriores. 
La incorporación de 5mC y PU en los transcritos aumenta la expresión de la luciferasa en aproximadamente 2 veces 
en comparación con el control no modificado. El uso de C13H8N4OS 2 µM aumenta y estabiliza adicionalmente la 
expresión de luciferasa codificada por el ARN IVT modificado. 15 

Ejemplo 8 

Se investigó la estabilidad de la reprogramación de la expresión del factor de transcripción tras la transferencia del 
ARN IVT. En experimentos similares descritos anteriormente, se trataron células electroporadas ya sea 
permanentemente con concentraciones crecientes de C13H8N4OS, o transitoriamente con C13H8N4OS 2 µM. Como 
se demuestra en la Figura 10, la expresión de los factores de transcripción OCT4, Nanog y SOX2 se incrementó 20 
fuertemente y se estabilizó en células tratadas de una manera dependiente de la dosis y del tiempo. 

Una consecuencia directa de la reprogramación de la expresión del factor de transcripción es la inducción de genes 
marcadores de pluripotencia a nivel transcripcional. Para investigar si la expresión del factor de transcripción 
estabilizado y aumentado por inhibición de la PKR facilita la inducción del marcador, se electroporaron fibroblastos 
CCD1079Sk con ARN IVT que codifican T grande, HPV16-E6, p53DD, OCT4, SOX2, KLF4, CMYC, Nanog y LIN28 25 
(TEP-OSKMLN). Como se representa en la Figura 11, la inducción de GDF3 e hTERT se incrementó mediante el 
tratamiento 72 h después de la electroporación. 

Ejemplo 9 

Con el fin de investigar si la expresión de proteína estabilizada observada está relacionada con una semivida 
aumentada del ARN IVT transfectado, se evaluó el ritmo de degradación del ARN IVT intracelular. Para este 30 
objetivo, se investigó el nivel intracelular de ARN IVT transferido 72 horas después de la electroporación en células 
tratados y no tratadas transitoriamente. Como se muestra en la Figura 12A, el tratamiento transitorio de células con 
C13H8N4OS 2 µM aumentó la abundancia de ARN IVT durante 72 h. De acuerdo con estos datos, la semivida de los 
constructos de ARN IVT, OCT4, SOX2, KLF4 y cMYC se prolongó durante 1-2,5 h bajo inhibición de PKR como se 
ve en la Figura 12B. Por lo tanto, la estabilización de la expresión informadora bajo la inhibición de PKR se basa en 35 
cierta medida en la estabilización de constructos de ARN IVT. 

Ejemplo 10 

Los fibroblastos primarios de prepucio humano (HFF) se sometieron a electroporación con ARN IVT que codifica 
eGFP (10 µg), ya sea modificado (mod.) o no modificado con 5-metilcitidina (5mC) y pseudouridina (PU) o eGFP no 
modificada (10 µg y con 3 µg de E3 y K3 no modificadas (5mC y PU) como se indica en la Figura 13. Las 40 
electroporaciones se realizaron en cubetas de 2 mm de separación usando parámetros optimizados para HFF. Se 
sembraron en placa 300.000 células/pozo en placas de 6 pozos y las células se dejaron sin tratar o se incubaron con 
C13H8N4OS 2 µM. Después de 24 h se recogieron los sobrenadantes y se midió la secreción de IFN usando el kit 
IFNα y β humano a partir de una fuente de interferón de PBL. 

El ARN IVT induce la secreción de IFNβ después de la electroporación. La secreción se mejora notablemente 45 
cuando las células se incuban con C13H8N4OS. Estos resultados están en concordancia con los resultados de la 
qRT-PCR. Como se esperaba, la inducción de IFNβ se reduce cuando se modifica el ARN IVT con 5mC y PU. La 
adición de ARN IVT de E3 y K3 no tiene efecto. La secreción de IFNα no se observó en estos experimentos (datos 
no mostrados). 

Ejemplo 11 50 

Los fibroblastos primarios de prepucio humano (CCD1079Sk) se electroporaron con una cantidad creciente de una 
mezcla de ARNpi dirigida a PKR (Santa Cruz, sc-36263) que variaba de 20 nM a 80 nM. Las electroporaciones se 
realizaron en cubetas de 2 mm de separación usando parámetros optimizados para CDD. Las células se sembraron 
en placas en 6 pozos y se recogieron después de 24 horas o 48 horas para la extracción de ARN total y la 
transcripción inversa. El nivel de expresión de PKR se evaluó mediante qRT-PCR usando cebador específico. Se 55 
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representan los niveles relativos de expresión en comparación con las células de tipo silvestre. Se encontró que 
PKR se desactiva hasta 5-10% con todas las concentraciones de mezcla de ARNpi 24h después de la 
electroporación. Sólo 80nM son suficientes para desactivar PKR por más de 48 h; consultar la Figura 14 (A). 

Los fibroblastos primarios de prepucio humano (CCD1079Sk) se electroporaron con ARN IVT que codifica eGFP no 
modificada (1,5 µg) ya sea sola o con una cantidad creciente de mezcla de ARNpi dirigida a PKR en el intervalo de 5 
20 nM a 80 nM. Las electroporaciones se realizaron en cubetas de 2 mm de separación utilizando parámetros 
optimizados para CCD. Las células se sembraron en placa en 6 pozos y se recogieron 24 horas después para 
extracción de ARN total y transcripción inversa. El nivel de expresión de los genes de respuesta a IFN OAS1 y OAS2 
se evaluó por qRT-PCR utilizando un cebador específico. En la Figura 14 (B) se representan los relativos niveles de 
expresión en comparación con las células de tipo silvestre. Se encontró que los niveles de expresión de OAS1 y 10 
OAS2 no se alteran significativamente por la adición de mezcla de ARNpi lo que indica que el ARNpi no induce IFN 
después de la electroporación. (Por el contrario, parece que existe una tendencia a reducir la respuesta de IFN 
mediante la aplicación de altas dosis de mezcla ARNpi de PKR). 

Los fibroblastos primarios de prepucio humano (CCD1079Sk) se electroporaron con o sin 80 nM de mezcla de 
ARNpi dirigida a PKR. 48 horas más tarde se recogieron las células y se electroporaron una segunda vez con 1 µg 15 
de ARN IVT que codifica para luciferasa de luciérnaga y para eGFP (2,5 µg). Todas las electroporaciones se 
realizaron en cubetas de 2 mm de separación usando parámetros optimizados para CCD. Las células se sembraron 
en placas por duplicado en placas de 96 pozos a una densidad de 10.000 células/pozo y se dejaron ya sea sin tratar 
o se incubaron con 2 µM de C13H8N4OS. La actividad de luciferasa se midió en los puntos de tiempo indicados en la 
Figura 14 (C). Se presentan los valores medios de los duplicados. Se encontró que la electroporación de células 20 
preincubadas con ARNpi dirigidas a PKR y por lo tanto que están en estado de decadencia de PKR conduce a una 
cinética bastante similar y aumento de la expresión del gen informador como incubación con 2 µM del inhibidor de 
PKR C13H8N4OS con un efecto estabilizador ligeramente inferior. La combinación de incubación previa con mezcla 
de ARNpi dirigida a PKR y el uso del inhibidor conduce a un nivel de expresión aún más alto del transcrito 
informador, pero no está tan estabilizado como en presencia del inhibidor solo. 25 

Ejemplo 12 

Para estudiar si C13H8N4OS podría también mejorar la traducción tras la transferencia liposómica de ARN IVT, se 
empacaron 1,2 µg de ARN IVT 5'-trifosforilado y no modificado (0,8 µg que codifica la luciferasa, 0,4 µg de GFP) con 
6 µL de reactivo de transfección RNAiMAX (Invitrogen) y se transfectaron en fibroblastos de prepucio humano. 
Después de 3 h de incubación con la mezcla de transfección, se renovó el medio y se complementó con 30 
concentraciones crecientes de C13H8N4OS. En los puntos de tiempo indicados en la Figura 15, las células se lisaron 
usando regulador de lisis pasiva estabilizador de luciferasa (Promega) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. Al final del transcurso del tiempo, se midió la actividad luciferasa de todos los lisados. C13H8N4OS tuvo un 
efecto estabilizador sobre la traducción de la luciferasa. Este efecto fue dependiente de la dosis. Se muestra uno de 
los tres experimentos realizados independientemente. Por lo tanto, el efecto de C13H8N4OS sobre la traducción del 35 
ARN IVT no está restringido a la administración mediante electroporación. C13H8N4OS también mejora la traducción 
de la luciferasa cuando el ARN IVT se introduce en las células mediante liposomas. Por lo tanto, el efecto de 
C13H8N4OS es independiente de la vía de administración. 

Ejemplo 13 

Los fibroblastos de prepucio humano se electroporaron con 2 µg de ARN IVT que codifica para luciferasa de 40 
luciérnaga y 5 µg de ARN IVT que codifica para GFP. Después de la electroporación, las células se sembraron en 
placas en presencia de concentraciones crecientes de 2-AP, como se indica en la leyenda del panel en la Figura 16. 
2 µM de C13H8N4OS sirvieron como control positivo. Se siguió la expresión de luciferasa durante 72 h. La expresión 
de GFP demostró que todas las electroporaciones fueron exitosas (datos no mostrados). 2-AP 10 mM a 20 mM 
condujeron a un aumento similar de traducción como C13H8N4OS 2 µM. 45 
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<210> 22 

<211> 21 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> oligonucleótido 

<400> 22 25 

aaatacagcc cttgtgcctg g    21 

<210> 23 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 30 

<220> 

<223> oligonucleótido 

<400> 23 

ggtgagctgg catacgaatc a    21 

<210> 24 35 

<211> 19 

<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> oligonucleótido 

<400> 24 

aaggccaagg agtacagtc   19 5 

<210> 25 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 10 

<223> oligonucleótido 

<400> 25 

atcttcagtt tcggaggtaa    20 

<210> 26 

<211> 21 15 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> oligonucleótido 

<400> 26 20 

tcccagacca aggtttcttt c    21 

<210> 27 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 25 

<220> 

<223> oligonucleótido 

<400> 27 

ttacctggct taggggtggt c   21 

<210> 28 30 

<211> 26 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> oligonucleótido 35 

<400> 28 

cctgctcaag ctgactcgac accgtg  26 
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<210> 29 

<211> 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 5 

<223> oligonucleótido 

<400> 29 

ggaaaagctg gccctggggt ggagc  25 

<210> 30 

<211> 21 10 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 

<220> 

<223> oligonucleótido 

<400> 30 15 

tgacactggc aaaacaatgc a    21 

<210> 31 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> Secuencia artificial 20 

<220> 

<223> oligonucleótido 

<400> 31 

ggtccttttc accagcaagc t    21 

<210> 32 25 

<211> 2930 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 32 

E11791447
20-09-2017ES 2 640 875 T3

 



 62

 

ES 2 640 875 T3

 



 63

 

ES 2 640 875 T3

 



 64

REIVINDICACIONES 

1. Un método para proporcionar células que tienen características de células madre in vitro que comprende las 
etapas de (i) reducir la actividad de la proteína quinasa dependiente de ARN (PKR) en una población celular que 
comprende células somáticas, (ii) introducir ARN capaz de expresar uno o más factores que permiten la 
reprogramación de las células somáticas a células que tienen características de células madre en al menos una 5 
porción de las células somáticas y (iii) permitir el desarrollo de células que tienen características de células madre. 

2. El método de la reivindicación 1, en el que uno o más factores comprenden OCT4 y SOX2. 

3. El método de la reivindicación 2, en el que uno o más factores comprenden además ELF4 y/o c-MYC y/o NANOG 
y/o LIN28. 

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la etapa de reducción de la actividad de PKR en 10 
las células da como resultado una mejora de la estabilidad y/o una mejora de la expresión del ARN en las células. 

5. El método de la reivindicación 4, en el que la mejora de la expresión del ARN en las células comprende un 
aumento en el nivel de expresión y/o un aumento en la duración de la expresión del ARN en las células. 

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la etapa de reducción de la actividad de PKR en 
las células comprende tratamiento de las células con al menos un inhibidor de PKR o silenciamiento de la expresión 15 
del gen de PKR. 

7. El método de la reivindicación 6, en el que el inhibidor de PKR inhibe la autofosforilación de PKR inducida por 
ARN. 

8. El método de la reivindicación 6 o 7, en el que el inhibidor de PKR es un compuesto de imidazol-oxindol, 2-
aminopurina o un inhibidor derivado viralmente de PKR. 20 

9. El método de la reivindicación 8, en el que dicho imidazol-oxindol es 6,8-dihidro-8-(1H-imidazol-5-ilmetilen)-7H-
pirrolo [2,3-g]benzotiazol-7-ona y en donde dicho inhibidor viralmente derivado de PKR se selecciona del grupo que 
consiste de E3 y/o K3 del virus vacuna, o su ARN. 

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que las células somáticas son fibroblastos. 

11. El método de la reivindicación 10, en el que dichos fibroblastos son fibroblastos de pulmón, fibroblastos de 25 
prepucio o fibroblastos dérmicos. 

12. Un método para proporcionar tipos de células diferenciadas que comprende las etapas de (i) proporcionar 
células que tienen características de células madre usando el método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, y 
(ii) cultivar las células que tienen características de células madre bajo condiciones que inducen o dirigen la 
diferenciación parcial o completa hasta un tipo de célula diferenciada. 30 
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