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DESCRIPCION
Método para la expresion de ARN en células
Campo técnico de la invencién

La presente invencion se refiere a la expresion de ARN en células y, en particular, a la mejora de la viabilidad de las
células en las que se debe expresar el ARN. Las células se transfectan preferiblemente con el ARN tal como mediante
transfeccion repetitiva. Especificamente, la presente invencion proporciona métodos para expresar ARN en células que
comprenden las etapas de evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular e inhibir la sefializacion
intracelular de IFN en las células. La prevencion de la participacion del receptor de IFN por IFN extracelular y la inhibicion
de la sefalizacion intracelular de IFN en las células permite la expresion estable de ARN en las células, en particular, si
las células se transfectan repetitivamente con ARN. Alternativa o adicionalmente, evitar el enganche del receptor de IFN
por IFN extracelular e inhibir la sefalizacion intracelular de IFN aumenta la supervivencia de las células, en particular, si
las células se transfectan repetitivamente con ARN. Por lo tanto, evitar la participacion del receptor de IFN por IFN
extracelular e inhibir la sefializacion intracelular de IFN en las células permite la transferencia repetitiva de ARN en las
células.

Antecedentes de la invencion

Las ventajas de usar ARN como un tipo de terapia génica reversible incluyen la expresion transitoria y un caracter no
transformante. EI ARN no necesita ingresar al niicleo para poder expresarse y, ademas, no puede integrarse en el genoma
del huésped, eliminando asi el riesgo de oncogénesis. Las tasas de transfeccion alcanzables con ARN son relativamente
altas, para muchos tipos de células incluso >90%, y por lo tanto, no hay necesidad de seleccion de células transfectadas.
Ademas, las cantidades de proteina alcanzadas corresponden a las de la expresion fisiologica.

Se ha descrito que el ARN es Util para desdiferenciar las células somaticas en células de tipo madre sin generar embriones
o fetos. La desdiferenciacion de células somaticas a células que tienen caracteristicas de células madre, en particular la
pluripotencia, puede efectuarse introduciendo factores codificadores de ARN que induzcan la diferenciacién de las células
somaticas en las células somaticas (también denominados factores de transcripcion de reprogramacion (rTF)) y el cultivo
de células somaticas que permite a las células desdiferenciarse. Después de ser desdiferenciadas, las células podrian
ser inducidas a volver a diferenciarse en el mismo o diferente tipo de célula somatica tal como neuronal, hematopoyética,
muscular, epitelial y otros tipos de células. Por lo tanto, tales células del tipo madre tienen aplicaciones médicas para el
tratamiento de enfermedades degenerativas mediante "terapia celular" y pueden utilizarse en nuevas estrategias
terapéuticas en el tratamiento de trastornos cardiacos, neurolégicos, endocrinoldgicos, vasculares, retinianos,
dermatolégicos, musculoesqueléticos y otras enfermedades.

Ademas, 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 a las células también puede inducir tanto la respuesta inmune
celular como la humoral in vivo. En particular, se han llevado a cabo dos estrategias diferentes para la inmunoterapia con
ARN transcrito in vitro (ARN IVT), que se han probado con éxito en diversos modelos animales. O el ARN se inyecta
directamente en el paciente por diferentes rutas de inmunizaciéon o las células se transfectan con IVT ARN usando
métodos de transfeccion convencionales in vitro y luego las células transfectadas se administran al paciente. El ARN
puede, por ejemplo, traducirse y la proteina expresada puede presentarse en las moléculas del MHC en la superficie de
las células para provocar una respuesta inmune.

Se ha intentado estabilizar el IVT ARN mediante diversas modificaciones con el fin de lograr una expresion mas alta y
prolongada del IVT ARN transferido. Por ejemplo, Warren et al. 2010 (Cell Stem Cell 2010, 7: 618-630) describe el uso de
ARN sintético quimicamente modificado para estabilizar el ARN en un método para inducir células madre pluripotentes.
Sin embargo, a pesar del éxito de las estrategias basadas en la transfeccion de ARN para expresar péptidos y proteinas
en las células, persisten problemas relacionados con la estabilidad del ARN, la expresion sostenida del péptido o proteina
codificada y la citotoxicidad del ARN. Por ejemplo, se sabe que el ARN de cadena sencilla exégeno activa mecanismos
de defensa en células de mamifero. Este problema se ha abordado en la técnica anterior afiadiendo, por ejemplo, B18R
al medio de cultivo celular, con el objetivo de evitar el acoplamiento extracelular del receptor de IFN por las células
transfectadas (Angel & Yanik, 2010, PLOS ONE, vol. 5, no. 7, e11756). Ademas, la reprogramacion de células somaticas
en células madre pluripotentes inducidas (iPS) requiere la expresion continua de factores de transcripcion de
reprogramacion (rTF) y, por lo tanto, la administracion debe realizarse repetitivamente para asegurar la expresion
constante de la rTF. Sin embargo, como se demuestra en este documento, la transferencia génica repetitiva basada en
ARN se acompafia con una induccién de la respuesta de IFN que dificulta la expresion continua de rTF cuando se
administra como ARNm y, por lo tanto, la reprogramacion exitosa basada en ARN.

Resumen de la invencién
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La invencion se refiere a un método in vitro para expresar ARN en una célula que comprende las etapas de (i) evitar el
acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular proporcionando virus vaccinia B18R a la célula en forma de ARN
que codifica B18R, y (ii) inhibir la sefializacién intracelular de IFN proporcionando virus vaccinia E3 a la célula en forma
de ARN que codifica E3 y proporcionando virus vaccinia K3 a la célula en forma de ARN que codifica K3. La presente
invencion esta definida por las reivindicaciones. En un aspecto, el ARN es o ha sido introducido en la célula tal como por
electroporacién o lipofeccion. En una realizacion, el ARN es o ha sido introducido en la célula repetitivamente. En una
realizacion, el ARN es ARN transcrito in vitro.

De acuerdo con la presente ensefianza, la prevencién del acoplamiento del receptor de IFN por el IFN extracelular inhibe
las funciones de IFN autocrinas y/o paracrinas. Como se describe en este documento, evitar el acoplamiento del receptor
de IFN por IFN extracelular comprende proporcionar un agente de unién para IFN extracelular tal como un agente de
union viral para IFN extracelular. De acuerdo con la presente ensefianza, el agente de unién viral para IFN extracelular
es un receptor de interferén viral. En una realizacion, el agente de unidn viral para IFN extracelular es el virus vaccinia
B18R. En una realizacion, el agente de union viral para IFN extracelular se proporciona a la célula en forma de un acido
nucleico que codifica el agente de unién, donde el acido nucleico es preferiblemente ARN que preferiblemente esta o ha
sido introducido en la célula junto con el ARN que debe expresarse en la célula.

Como se describe en el presente documento, si no es inhibida la sefializacion intracelular de IFN de acuerdo con la
invencion da como resultado la inhibicién de la traduccién y/o la degradacion del ARN. En una realizacion, la inhibicion de
la sefializacion de IFN intracelular comprende inhibir una o mas proteinas efectoras activas antivirales inducibles por IFN.
En una realizacion, la proteina efectora activa antiviralmente inducible por IFN se selecciona del grupo que consiste en
proteina quinasa dependiente de ARN (PKR), 2',5'-oligoadenilato sintetasa (OAS) y RNasaL.

En una realizacion, la inhibicion de la sefializacion de IFN intracelular comprende inhibir la ruta dependiente de PKR y/o
la ruta dependiente de OAS.

En una realizacion, inhibir la ruta dependiente de PKR comprende inhibir la fosforilacion de elF2-alfa. En una realizacion,
la inhibicion de la fosforilacion de elF2-alfa comprende inhibir PKR y/o proporcionar un pseudosubstrato que imite elF2-
alfa. En una realizacion, el pseudosubstrato que imita elF2-alfa es un pseudosubstrato virico que imita elF2-alfa. En una
realizacion, el pseudosustrato virico que imita el elF2-alfa es el virus vaccinia K3. En una realizacién, el pseudosubstrato
virico que imita elF2-alfa se proporciona a la célula en forma de un acido nucleico que codifica el pseudosubstrato virico,
donde el acido nucleico es preferiblemente ARN que preferiblemente esta o ha sido introducido en la célula junto con el
ARN que debe expresarse en la célula.

En un aspecto, la inhibicién de PKR comprende tratar la célula con al menos un inhibidor de PKR.

En una realizacion, el inhibidor de PKR inhibe la autofosforilacién de PKR inducida por ARN. En un aspecto, el inhibidor
de PKR es un inhibidor de PKR dirigido al sitio de unién a ATP. En una realizacion, el inhibidor de PKR es un compuesto
de imidazol-oxindol.

En un aspecto, el inhibidor de PKR es 6,8-dihidro-8-(1H-imidazol-5-ilmetileno)-7H-pirrolo[2,3-g]benzotiazol-7-ona y/o 2-
aminopurina. En un aspecto, el inhibidor de PKR es un inhibidor viral de PKR. En un aspecto, el inhibidor viral de PKR es
el virus vaccinia E3. En un aspecto, el inhibidor viral de PKR se proporciona a la célula en forma de un acido nucleico que
codifica el inhibidor, en donde el acido nucleico es preferiblemente ARN que preferiblemente esta o ha sido introducido
en la célula junto con el ARN que se va expresar en la célula. En una realizacion, la inhibicién de PKR comprende silenciar
la expresion del gen de PKR.

En un aspecto, inhibir la ruta dependiente de OAS comprende inhibir la activacién de RNasaL. En un aspecto, la inhibicién
de la dependiente de la ruta de la OAS comprende la inhibiciéon de la OAS.

En un aspecto, la inhibicion de OAS comprende tratar la célula con al menos un inhibidor de OAS. En un aspecto, el
inhibidor de la OAS es un inhibidor viral de la OAS. En un aspecto, el inhibidor viral de la OAS es el virus vaccinia E3. En
un aspecto, el inhibidor viral de OAS se proporciona a la célula en forma de un acido nucleico que codifica el inhibidor, en
donde el acido nucleico es preferiblemente ARN que preferiblemente esta o ha sido introducido en la célula junto con el
ARN que se va expresar en la célula.

En una realizacion, el ARN expresado en la célula no esta modificado por pseudouridina y/o 5-metilcitidina.

En un aspecto, las etapas de (i) evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular y (i) inhibir la sefializacion
de IFN intracelular dan como resultado una mejora de la estabilidad y/o un aumento de la expresion del ARN en la célula
en comparacion con la situacion en la que no se evita el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular y/o no es
inhibida la sefializacion de IFN intracelular. En un aspecto, la mejora de la expresion del ARN en la célula preferiblemente
comprende un aumento en el nivel de expresion y/o un aumento en la duracion de la expresion del ARN en la célula.
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En un aspecto, las etapas de (i) evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular y (ii) inhibir la sefializacion
de IFN intracelular dan como resultado una mejora de la viabilidad celular en comparacién con la situacion en la que el
acoplamiento del receptor de IFN extracelular no se evita y/o la sefializacion intracelular de IFN no es inhibida.

En una realizacion, las etapas de (i) evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular y (ii) inhibir la
sefializacion de IFN intracelular comprenden tratar la célula con (i) virus vaccinia B18R y (ii) virus vaccinia E3 o virus
vaccinia K3, o ambos. En una realizacién, el virus vaccinia B18R, el virus vaccinia E3 y/o el virus vaccinia K3 se
proporcionan a la célula en forma de acido nucleico que codifica el virus vaccinia B18R, el virus vaccinia E3 y/o el virus
vaccinia K3, ya sea en el mismo o en dos o mas moléculas de acido nucleico diferentes, en donde el acido nucleico es
preferiblemente ARN que preferiblemente esta o ha sido introducido en la célula junto con el ARN que se va a expresar
en la célula.

En una realizacién, la célula es una célula que tiene una funcién de barrera. En una realizacion, 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 corazén, una célula endotelial del pulmén, o una célula endotelial de la vena umbilical. Preferiblemente, la
célula es una célula humana.

La invencién también se refiere al uso de (i) medios que son adecuados para evitar el acoplamiento del receptor de IFN
por IFN extracelular y (ii) medios que son adecuados para inhibir la sefializacion intracelular de IFN, tales como los medios
descritos en este documento, para tratar una célula en la que se debe expresar el ARN. Diversas realizaciones de este
método y los medios utiles en él se describen anteriormente.

La invencién también se refiere a un método para proporcionar células que tienen caracteristicas de células madre que
comprende las etapas de (i) proporcionar una poblacion celular que comprende células somaticas, (ii) evitar el
acoplamiento del receptor de IFN de las células somaticas por IFN extracelular proporcionando virus vaccinia B18R a las
células somaticas en forma de ARN que codifica B18R, (iii) inhibicion de la sefializacion intracelular de IFN en las células
somaticas proporcionando virus vaccinia E3 a las células somaticas en forma de ARN que codifica E3 y proporcionando
virus vaccinia K3 al somatico células en forma de ARN que codifica K3, (iv) introduccion de ARN capaz de expresar uno
o mas factores que permiten la reprogramacion de las células somaticas a células que tienen caracteristicas de células
madre en las células somaticas, y (v) permitiendo el desarrollo de células que tienen caracteristicas de células madre.

En una realizacion, el método comprende ademas introducir en las células somaticas miARN que potencia la
reprogramacion de las células somaticas que tienen caracteristicas de células madre.

En una realizacion, el uno o mas factores comprenden OCT4 y SOX2. El uno o mas factores pueden comprender ademas
KLF4 y/o c-MYC y/o NANOG y/o LIN28. En una realizacioén, el uno o mas factores comprenden OCT4, SOX2, KLF4 y c-
MYC y pueden comprender adicionalmente LIN28 y opcionalmente NANOG. En una realizacion, uno o mas factores
comprenden OCT4, SOX2, NANOG y LIN28.

En una realizacion, el método comprende ademas la etapa de cultivar las células somaticas en presencia de al menos un
inhibidor de la histona desacetilasa, donde al menos un inhibidor de la histona desacetilasa comprende preferiblemente
acido valproico, butirato sddico, tricostatina A y/o Scriptaid.

En una realizacion, la etapa (v) comprende cultivar las células somaticas bajo condiciones de cultivo de células madre
embrionarias.

En una realizacion, las caracteristicas de las células madre comprenden una morfologia de células madre embrionarias.

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

En una realizacion, las células que tienen caracteristicas de células madre exhiben un estado pluripotente.

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

En una realizacion, las células somaticas son fibroblastos tales como fibroblastos de pulmén, fibroblastos de prepucio o
fibroblastos dérmicos. Preferiblemente, las células somaticas son células humanas.

En una realizacion, el ARN se introduce en las células somaticas mediante electroporacién o lipofeccién. En una
realizacioén, el ARN se introduce en las células somaticas repetitivamente.

En una realizacion, el ARN es ARN transcrito in vitro.
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En un aspecto, evitar la participacion del receptor de IFN por IFN extracelular inhibe las funciones de IFN autocrinas y/o
paracrinas. En una realizacion, evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular comprende proporcionar
un agente de unién para IFN extracelular tal como un agente de union viral para IFN extracelular. En un aspecto, el agente
de union viral para IFN extracelular es un receptor de interferon viral. En un aspecto, el agente de union viral para IFN
extracelular es el virus vaccinia B18R. En un aspecto, el agente de unién viral para IFN extracelular se proporciona a las
células somaticas en forma de un acido nucleico que codifica el agente de unidén, donde el acido nucleico es
preferiblemente ARN que preferiblemente esta o ha sido introducido en las células somaticas junto con el ARN capaz de
expresar uno o mas factores que permiten la reprogramacion de las células somaticas a células que tienen caracteristicas
de células madre.

En un aspecto, la sefializacion intracelular de IFN si no es inhibida de acuerdo con los resultados de la ensefianza en la
inhibicién de la traduccion y/o la degradacion del ARN. En un aspecto, la inhibicion de la sefializacion intracelular de IFN
comprende la inhibicion de una o mas proteinas efectoras activas antivirales inducibles por IFN. En un aspecto, la proteina
efectora activada antiviralmente inducible por IFN se selecciona del grupo que consiste en proteina quinasa dependiente
de ARN (PKR), 2',5'-oligoadenilato sintetasa (OAS) y RNasaL.

En un aspecto, la inhibicién de la sefalizacion de IFN intracelular comprende inhibir la ruta dependiente de PKR y/o la
ruta dependiente de OAS.

En un aspecto, inhibir la ruta dependiente de PKR comprende inhibir la fosforilacién de elF2-alfa. En un aspecto, la
inhibicion de la fosforilacion de elF2-alfa comprende inhibir PKR y/o proporcionar un pseudosubstrato que imite elF2-alfa.
En un aspecto, el pseudosubstrato que imita elF2-alfa es un seudosubstrato viral que imita elF2-alfa. En un aspecto, el
pseudosubstrato virico que imita elF2-alfa es el virus vaccinia K3. En un aspecto, el pseudosubstrato virico que imita elF2-
alfa se proporciona a las células somaticas en forma de un acido nucleico que codifica el pseudosubstrato virico, donde
el acido nucleico es preferiblemente ARN que preferiblemente esta o ha sido introducido en las células somaticas junto
con el ARN capaz de expresar uno o mas factores que permiten la reprogramacion de las células somaticas a células que
tienen caracteristicas de células madre.

En un aspecto, la inhibicion de PKR comprende tratar la célula con al menos un inhibidor de PKR. En un aspecto, el
inhibidor de PKR inhibe la autofosforilacion de PKR inducida por ARN. En un aspecto, el inhibidor de PKR es un inhibidor
de PKR dirigido al sitio de unidon a ATP. En un aspecto, el inhibidor de PKR es un compuesto de imidazolo-oxindol. En un
aspecto, el inhibidor de PKR es 6,8-dihidro-8-(1H-imidazol-5-ilmetileno)-7H-pirrolo[2,3-g]benzotiazol-7-ona y/o 2-
aminopurina. En un aspecto, el inhibidor de PKR es un inhibidor viral de PKR. En una realizacion, el inhibidor viral de PKR
es virus vaccinia E3. En un aspecto, el inhibidor viral de PKR se proporciona a las células somaticas en forma de un acido
nucleico que codifica el inhibidor, donde el acido nucleico es preferiblemente ARN que preferiblemente esta o ha sido
introducido en las células somaticas junto con el ARN capaz de que expresa uno o mas factores que permiten la
reprogramacion de las células somaticas a células que tienen caracteristicas de células madre. En una realizacion, la
inhibicion de PKR comprende silenciar la expresion del gen de PKR.

En un aspecto, inhibir la ruta dependiente de OAS comprende inhibir la activacién de RNasaL. En una realizacion, inhibir
la ruta dependiente de OAS comprende inhibir OAS.

En un aspecto, la inhibicion de OAS comprende tratar las células somaticas con al menos un inhibidor de OAS. En un
aspecto, el inhibidor de la OEA es un inhibidor viral de la OAS. En una realizacién, el inhibidor viral de OAS es virus
vaccinia E3. En un aspecto, el inhibidor viral de OAS se proporciona a las células somaticas en forma de un acido nucleico
que codifica el inhibidor, donde el acido nucleico es preferiblemente ARN que preferiblemente esta o ha sido introducido
en las células somaticas junto con el ARN capaz de que expresa uno o mas factores que permiten la reprogramacion de
las células somaticas a células que tienen caracteristicas de células madre.

En una realizacion, el ARN capaz de expresar uno o mas factores que permiten la reprogramacion de las células somaticas
a células que tienen caracteristicas de células madre no esta modificado por pseudouridina y/o 5-metilcitidina.

En un aspecto, las etapas de (i) evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular y (i) inhibir la sefializacion
intracelular de IFN dan como resultado una mejora de la estabilidad y/o una potenciacion de la expresion del ARN capaz
de expresar una o mas factores que permiten la reprogramacion de las células somaticas a células que tienen
caracteristicas de células madre en las células somaticas en comparaciéon con la situaciéon en la que no se evita el
acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular y/o la sefializacion intracelular de IFN no es inhibida. En un aspecto,
la mejora de la expresion del ARN en las células somaticas comprende preferiblemente un aumento en el nivel de
expresion y/o un aumento en la duracion de la expresion del ARN en las células somaticas.

En un aspecto, los pasos de (i) evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular y (ii) inhibir la sefalizacion
intracelular de IFN dan como resultado una mejora de la viabilidad celular en comparacion con la situacién en la que no
se impide el IFN extracelular y/o la sefializacion intracelular de IFN no esta inhibida.
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En una realizacion, las etapas de (i) evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular y (ii) inhibir la
sefializacion de IFN intracelular comprenden tratar las células somaticas con (i) virus vaccinia B18R vy (ii) virus vaccinia
E3 o virus vaccinia K3, o ambos. En una realizacion, el virus vaccinia B18R, el virus vaccinia E3 y/o el virus vaccinia K3
se proporcionan a las células somaticas en forma de acido nucleico que codifica el virus vaccinia B18R, el virus vaccinia
E3 y/o el virus vaccinia K3, ya sea en el mismo o en dos o mas moléculas de acido nucleico diferentes, donde el acido
nucleico es preferiblemente ARN que preferiblemente se introduce o se ha introducido en las células somaticas junto con
el ARN capaz de expresar uno o mas factores que permiten la reprogramacion de las células somaticas a células que
tengan caracteristicas de células madre. La presente ensefianza también se refiere a un método para proporcionar tipos
celulares diferenciados que comprende los pasos de (i) proporcionar células que tienen caracteristicas de células madre
usando el método para proporcionar células que tienen caracteristicas de células madre de acuerdo con las ensefianzas,
y (ii) cultivar las células que tienen raices caracteristicas de las células en condiciones que inducen o dirigen la
diferenciacién parcial o completa a un tipo de célula diferenciada.

La invenciéon también se refiere a una composicion que comprende (i) un agente util para evitar el acoplamiento del
receptor de IFN por IFN extracelular, siendo dicho agente acido nucleico que codifica el virus de vacuna B18R vy (ii) un
agente util para inhibir la sefializacion intracelular de IFN. agente que es acido nucleico que codifica E3 y acido nucleico
que codifica K3, en donde el acido nucleico es ARN. Ademas, la invencion también se refiere a un kit que comprende la
composicién de la invencion. Diversos aspectos de la composicion o el kit de la invencion se describen anteriormente para
los métodos de la invencién. En un aspecto, la composicién o kit de la invencion es util en los métodos de la invencion.

En una realizacion, la composicién o kit de la invencion comprende ARN para ser introducido en una célula para expresion,
por ejemplo ARN capaz de expresar uno o mas factores que permiten la reprogramacion de células somaticas a células
que tienen caracteristicas de células madre como se describié anteriormente.

En un aspecto, un agente Util para evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular inhibe las funciones de
IFN autocrinas y/o paracrinas. En un aspecto, un agente util para evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN
extracelular comprende un agente de unién para IFN extracelular tal como un agente de unién viral para IFN extracelular.
En un aspecto, el agente de uniodn viral para IFN extracelular es un receptor de interferén viral. En un aspecto, el agente
de union viral para IFN extracelular es el virus vaccinia B18R. En un aspecto, el agente de unién viral para IFN extracelular
esta presente en forma de un acido nucleico que codifica el agente de union, en donde el acido nucleico es preferiblemente
ARN.

En un aspecto, un agente util para inhibir la sefalizacion intracelular de IFN comprende un agente que inhibe una o mas
proteinas efectoras activas antivirales inducibles por IFN. En un aspecto, la proteina efectora activada antiviralmente
inducible por IFN se selecciona del grupo que consiste en proteina quinasa dependiente de ARN (PKR), 2',5'-
oligoadenilato sintetasa (OAS) y RNasaL.

En un aspecto, un agente util para inhibir la sefializacion de IFN intracelular comprende un agente util para inhibir la ruta
dependiente de PKR y/o la ruta dependiente de OAS.

En un aspecto, un agente util para inhibir la ruta dependiente de PKR comprende un agente util para inhibir la fosforilacion
de elF2-alfa. En un aspecto, un agente util para inhibir la fosforilacion de elF2-alfa comprende un agente util para inhibir
PKR y/o un pseudosubstrato que imita elF2-alfa. En un aspecto, el pseudosubstrato que imita elF2-alfa es un
seudosubstrato viral que imita elF2-alfa. En un aspecto, el pseudosubstrato virico que imita elF2-alfa es el virus vaccinia
K3. En un aspecto, el pseudosustrato virico que imita elF2-alfa esta presente en forma de un acido nucleico que codifica
el pseudosubstrato virico, en donde el acido nucleico es preferiblemente ARN.

En un aspecto, un agente util para inhibir PKR comprende al menos un inhibidor de PKR.

En una realizacion, el inhibidor de PKR inhibe la autofosforilacion de PKR inducida por ARN. En un aspecto, el inhibidor
de PKR es un inhibidor de PKR dirigido al sitio de unién a ATP. En un aspecto, el inhibidor de PKR es un compuesto de
imidazol-oxindol. En una realizacion, el inhibidor de PKR es 6,8-dihidro-8-(1H-imidazol-5-iimetileno)-7H-pirrolo[2,3-g]
benzotiazol-7-ona y/o 2-aminopurina. En un aspecto, el inhibidor de PKR es un inhibidor viral de PKR.

En un aspecto, el inhibidor viral de PKR es el virus vaccinia E3. En un aspecto, el inhibidor viral de PKR esta presente en
forma de un acido nucleico que codifica el inhibidor, en donde el acido nucleico es preferiblemente ARN. En un aspecto,
un agente Util para inhibir PKR comprende un agente util para silenciar la expresion del gen PKR.

En un aspecto, un agente util para inhibir la ruta dependiente de OAS comprende un agente Util para inhibir la activacion
de RNasaL. En un aspecto, un agente util para inhibir la ruta dependiente de OAS comprende un agente util para inhibir
OAS.

En un aspecto, un agente Util para inhibir OAS comprende al menos un inhibidor de OAS. En una realizacion, el inhibidor
de OEA es un inhibidor viral de OAS. En un aspecto, el viral.
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El inhibidor de OAS es virus vaccinia E3. En un aspecto, el inhibidor viral de OAS esta presente en la forma de un acido
nucleico que codifica el inhibidor, en donde el acido nucleico es preferiblemente ARN.

En una realizacion, un agente util para evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular y un agente util para
inhibir la sefalizacion intracelular de IFN comprende (i) virus vaccinia B18R y (ii) virus vaccinia E3 y virus vaccinia K3. En
una realizacion, el virus vaccinia B18R, el virus vaccinia E3 y el virus vaccinia K3 estan presentes en forma de acido
nucleico que codifica el virus vaccinia B18R, el virus vaccinia E3 y el virus vaccinia K3, en el mismo o en dos o mas
moléculas de acidos nucleicos diferentes, en donde el acido nucleico es preferiblemente ARN.

Breve descripcion de los dibujos
Fig. 1: Mecanismo de escape viral

Los virus han desarrollado muchos mecanismos de escape que estan mediados por proteinas virales o acidos nucleicos
virales. EI ARN que codifica estas proteinas de escape virales se puede cotransferir facilmente con el ARN que codifica
para la rTF. La proteina E3 antagonista (virus Vaccinia) actia sobre PKR y OAS, K3 (virus Vaccinia) actia sobre elF2a y
B18R (virus Vaccinia) actia sobre IFN. Mientras que E3 y K3 actuan intracelularmente, la proteina B18R codificada por
IVT-ARN se secreta de la célula donde se une a los IFN tipo | extracelulares y previene la participacion de los receptores
de IFN.

Fig. 2: Transferencia repetitiva de IVT-ARN (reprogramacion-TF)

(A) Fibroblastos CCD1079Sk fueron sometidos a electroporacién como se indica en el panel lateral, ya sea con 15 uyg o 5
Mg de cada (IVT)-ARN transcrito in vitro que codifica los factores de transcripcion OCT4 (O), SOX2 (S), KLF4 (K) y cMYC
(M) y se cultiva en medio de células madre embrionarias humanas (ES). Las electroporaciones se realizaron en cubetas
de separacién de 4 mm utilizando parametros optimizados para los fibroblastos CCD1079Sk. En los puntos de tiempo
indicados, se elimind el 10% de las células de los cultivos antes de la electroporacion posterior, se aisl6 el ARN total y se
cuantifico la expresion de ARNm de los genes marcadores ES humanos OCT4 (endégeno), TERT, GDF3 y DPPA4 por
gRT-PCR. (B) Los fibroblastos CCD1079Sk se sometieron a electroporacion como se indica en el panel lateral con 15 pg
de cada ARN IVT que codifica los factores de transcripcion OSKM y se cultivaron en medio de células ES humanas. Las
electroporaciones se realizaron en cubetas de separacién de 4 mm utilizando parametros optimizados para los fibroblastos
CCD1079Sk. En los puntos de tiempo indicados, se contaron las células restantes y se calculd la tasa de supervivencia
en relacion con las células de partida. (C) Los fibroblastos CCD1079Sk se sometieron a electroporacion con 1 ug de ARN
IVT que codifica la luciferasa de luciérnaga (Luc) y 5 pg de ARN IVT que codifica la proteina fluorescente verde (GFP).
Las electroporaciones se realizaron en cubetas de separacién de 2 mm usando parametros optimizados para los
fibroblastos CCD1079Sk. A 24 horas después de la electroporacion, las células se sedimentaron, se aislé el ARN total y
se cuantifico la expresion de ARNm de interferén (IFN)-a y -b mediante gRT-PCR. (D) Los fibroblastos CCD1079Sk fueron
sometidos a electroporacion con 33.4 ug IVT ARN que codifica la mezcla de reprogramacion (29.5 ug rTF (OSKM NANOG
(N) LIN28 (L) (1:1:1:1:1:1)), 1.3 yg de Antigeno SVG largeT (1gT), 1.3 uyg HTLV E6 y 1.25 yg de GFP). Las
electroporaciones se realizaron en cubetas de separacion de 4 mm utilizando parametros optimizados para los fibroblastos
CCD1079Sk. A 48 horas después de la electroporacion, las células se sedimentaron, se aislé el ARN total y la expresion
de ARNm de los genes de respuesta a IFN OAS1, OAS2, MX1, IFITM1 e IRF9 se cuantificé mediante qRT-PCR. (E) Los
fibroblastos CCD1079Sk se sometieron a electroporacion una vez con las cantidades indicadas de IVT ARN que codificaba
los genes informadores Luc, GFP o Proteina Kinasa R (PKR) de tipo salvaje. Las electroporaciones se realizaron en
cubetas de separacion de 4 mm utilizando parametros optimizados para los fibroblastos CCD1079Sk. Las células se
sometieron a lisis 24 horas después de la electroporacion y la expresion y el estado de fosforilacion del factor 2a de
iniciacion eucaridtico diana de PKR (elF2a) se control6 mediante inmunotransferencia Western usando anticuerpos
especificos.

Fig. 3: Uso de E3, K3 y B18R en la transferencia génica basada en ARN

(AB) Los fibroblastos CCD1079Sk se sembraron en 6 pozos (100000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion al dia
siguiente usando 6 yl de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT. Las mezclas de IVT-ARN se componian de 0.8 ug de
GFP con 0.2 ug de cada B18R, E3 o K3 (como se indica). La codificacion del IVT-ARN para Luc se uso para llevar las
mezclas a 1.4 ug. Las lipofecciones se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante y las células se
recolectaron 48 h después de la transfeccion. 20% de las células se usaron para el analisis de expresion de GFP por
FACS (B), mientras que el resto de las células se sedimentd, se aislé el ARN total y la expresion de ARNm de IFNb y
OAS1 se cuantifico por gqRT-PCR (A). (C) Los fibroblastos CCD1079Sk se sembraron en 6 pozos (100000 células/pozo)
y se sometieron a lipofeccion los siguientes cuatro dias consecutivos usando 6 pl de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de
IVT. La mezcla de IVT-ARN estaba compuesta por 0.8 ug de GFP con 0.2 ug de cada B18R, E3 o K3 (como se indica).
La codificacion del IVT-ARN para Luc se us6 para llevar la mezcla a 1.4 ug de ARN IVT total. Como control, se usaron
1.4 pg de IVT ARN modificado (mod.) que codificaba para Luc (0.6 pg) y GFP (0.8 pg). Estos ARN se componian de 100%
de pseudouridina (psi) y 100% de 5-metilcitidina (5mC) en lugar de uridina y citidina que muestran menos caracteristicas
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inmunoestimulantes. Las lipofecciones se realizaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante. A 24 h después de la
ultima lipofeccién, se analizé la viabilidad celular usando Cell Proliferation Kit Il (Roche) y se normalizé a las células
simuladas transfectadas.

Fig. 4: Uso de E3, K3 y B18R en la transferencia génica basada en ARN para la reprogramacion

Los fibroblastos CCD1079Sk se sembraron en 6 pozos (80000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion los siguientes
cuatro dias consecutivos usando 6 yl de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT. Las mezclas de IVT-ARN se componian
entonces de 0.8 pg de GFP no modificada o 0.8 uyg de OSKMNL (1:1:1:1:1:1) sin modificar o modificados y con 0.2 ug de
B18R, E3 y K3 no modificados o modificados. Si es necesario, se uso la codificacion del IVT-ARN para Luc para sumar
la mezcla a 1.4 ug de ARN IVT total. Los ARN modificados se componian de 100% psiy 100% 5mC en lugar de uridina y
citidina que presentan menos caracteristicas inmunoestimulantes. Las lipofecciones se realizaron de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. A 24 h después de la ultima lipofeccién, se analizé la viabilidad celular usando el Cell
Proliferation Kit Il (Roche) con normalizacion para simular células transfectadas (A) y mediante microscopia (B). Después
de eso, las células se sedimentaron, se aisld el ARN total y la expresién de ARNm de IFNb y OAS1 se cuantific6 mediante
gRT-PCR (C).

Fig. 5: Traduccioén de rTF después de lipofeccion repetitiva en presencia de E3, K3 y B18R

Los fibroblastos CCD1079Sk se sembraron en 6 pozos (100000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion los siguientes
tres dias consecutivos usando 6 ul de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT. Las mezclas de IVT-ARN se componian de
0.2 ug de GFP con 0.6 pg de OCT4 o SOX2 o NANOG sin maodificar o modificado y 0.2 ug de cada B18R, E3 y K3 (EKB)
sin modificar o modificar. Los ARN modificados se componian de 100% psi'y 100% 5mC en lugar de uridina y citidina que
presentan menos caracteristicas inmunoestimulantes. Las lipofecciones se realizaron de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. A 24 h después de la ultima lipofeccién, se controlé la expresion intracelular de OSN mediante analisis FACS
usando el kit de analisis de factores de transcripcion de células madre pluripotentes humanas (BD 560589).

Fig. 6: Reprogramacion de HFF usando rTF y microARN en presencia de EKB

Los fibroblastos HFF (System Bioscience) se sembraron en 6 pozos (100000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion
5 veces por semana (de lunes a viernes) durante dos semanas usando 6 pl de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT-
ARN (A). Las mezclas de IVT-ARN se componian de 0.8 ug de GFP no modificada o 0.8 uyg de OSKMNL (1:1:1:1:1:1) sin
modificar o modificados con 0.2 ug de cada B18R, E3 y K3 (EKB) ya sea sin modificar o modificado y 0.4 ug de una
mezcla de miARN compuesta por miARN 302a-d y 367 [0.4 uM cada uno]. Los ARN modificados se componian de 100%
psiy 100% 5mC en lugar de uridina y citidina que presentan menos caracteristicas inmunoestimulantes. Las lipofecciones
en los medios de células madre (medios Nutristem, Stemgent) se realizaron de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El dia 6 y el dia 13, se sedimentaron las células, se aisl6 el ARN total y se cuantifico la expresion de ARNm
del marcador ES humano TERT, DPPA4, GDF3, LIN28 (endogeno) y REX1 mediante gRT-PCR (B). El crecimiento de la
colonia se observd mediante microscopia (C) y para un analisis posterior, las colonias se tifieron para el marcador de
superficie ES TRA-1-60 usando el anticuerpo StainAlive TRA-1-60 (Stemgent) siguiendo las instrucciones del fabricante

(D).
Fig. 7: Reprogramacion de HFF usando rTF y microARN en presencia de EKB (division 1:8)

Los fibroblastos HFF (System Bioscience) se sembraron en 6 pozos (100000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion
5 veces por semana (de lunes a viernes) durante dos semanas usando 6 ul de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT-
ARN (A). Las mezclas de IVT-ARN se componian de 0.8 pg OSKMNL (1:1:1:1:1:1) sin modificar o modificados con 0.2 ug
de B18R, E3 y K3 (EKB) sin modificar o modificar y 0.4 ug de una mezcla de miARN compuesta por miARN 302a-d y 367
[0.4 uM cada uno]. Los ARN modificados se componian de 100% psi y 100% 5mC en lugar de uridina y citidina que
presentan menos caracteristicas inmunoestimulantes. Las lipofecciones en los medios de células madre (medios
Nutristem, Stemgent) se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El dia 5 y el dia 12, se sedimentaron
las células, se aislé el ARN total y se cuantifico la expresion de ARNm del marcador ES humano TERT, DPPA4, GDF3,
LIN28 (enddgeno) y REX1 mediante gRT-PCR (B). El crecimiento de la colonia se observé mediante microscopia y para
un analisis posterior, las colonias se tifieron para el marcador de superficie ES TRA-1-60 usando el anticuerpo StainAlive
TRA-1-60 (Stemgent) (C) o para la actividad de la fosfatasa alcalina (tincion de Vector Red kit) siguiendo las instrucciones
del fabricante (D).

Fig. 8: Titulacion de EKB

Los fibroblastos de HFF (System Bioscience) se sembraron en 6 pozos (100000 células/pozo) y se sometieron a
lipofeccion los siguientes cuatro dias consecutivos usando 6 pl de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT. Las mezclas de
IVT-ARN se componian de este modo de 0.8 ug de OSKMNL sin modificar (1:1:1:1:1:1) con cantidades variables de B18R,
E3 y K3 no modificados, como se indica. La codificacion del IVT-ARN para Luc se uso6 para llevar la mezcla a 1.4 pug de
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ARN IVT total. De acuerdo con los experimentos de reprogramacion, se afiadieron 0.4 ug de una mezcla de miARN
compuesta por miARN 302a-d y 367 [0.4 uM cada uno] a las muestras. Como control, se usaron 1.4 ug de IVT ARN
modificado (mod.) que codificaba para Luc (0.6 pg) y OSKMNL (0.8 ug; 1:1:1:1:1:1). Estos ARN se componian de 100%
psi y 5 mC en lugar de uridina y citidina que exhiben menos caracteristicas inmunoestimulantes. Las lipofecciones se
realizaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante. A 24 h después de la ultima lipofeccion, se analizé la viabilidad
celular usando Cell Proliferation Kit Il (Roche) (A). Después de eso, las células se sedimentaron, se aisl6 el ARN total y la
expresion de ARNm de IFNb y OAS1 se cuantificé mediante gqRT-PCR (B).

Fig. 9: Efecto E3 y K3 solo

Los fibroblastos CCD1079SK se sometieron a electroporacion con IVT ARN que codificaba Luc (1 pg), GFP (5 pug) y 3 pug
de E3 o K3 o ambos, como se indica. Las electroporaciones se realizaron en cubetas de separacion de 2 mm usando
parametros optimizados para los fibroblastos CCD1079Sk. (A) 10000 células/pozo se sembraron por duplicado en placas
de 96 pozos. La actividad de luciferasa se midié en los puntos de tiempo indicados después de la electroporacion usando
el sistema de ensayo Bright Glo Luciferase (Promega). Se dan los valores medios de los duplicados. (B) Se sembraron
300000 células/pozo en placas de 6 pozos y 24 horas después de la electroporacion, se sedimentaron las células, se aislo
el ARN total y se analizé la expresion de ARNm de OAS1 e IFN-b mediante RT-PCR y en caso de IFN- b cuantificado
utilizando el kit Quanti Tect SYBR Green PCR.

Fig. 10: La eficiencia de la expresion del replicon muestra una gran variabilidad en diferentes tipos de células

Células de rifion de hamster bebé (BHK21), células RT101 epidérmicas de raton y fibroblastos de prepucio humano
(CCD1079SK) se sometieron a lipofeccion con una dilucion en serie de ARN de replicén que codifica GFP como se indica
(ver ejemplo 9.2 para mas detalles). Se muestra el porcentaje de células positivas para GFP, que depende de la cantidad
de ARN del replicon.

Fig. 11: La expresion de IVT ARN que esta cotransfectada con replicon ARN se inhibe en diferentes extensiones en células
que son permisivas 0 no permisivas para replicones.

Células de rifion de hamster bebé (BHK21), células epidérmicas RT101 de raton y fibroblastos de prepucio humano
(CCD1079SK) se lipofectaron con una dilucion en serie de ARN de péptido que codificaba GFP (ver ejemplo 9.3 para mas
detalles). Para controlar la transfeccion exitosa, se cotransfectd el ARN IVT que codifica la proteina fluorescente infrarroja
(iRFP). Se muestra la intensidad fluorescente media (IFM) de iRFP en las diferentes muestras de células que ilustra la
eficacia de la traduccion en las células. En las células permisivas (BHK21 y RTI01), la inhibicién de la expresion del ARN
IVT se correlaciona con la cantidad de ARN del replicon cotransfectado. En células no permisivas (CCD1079SK), la
inhibicion es independiente de la cantidad de ARN del replicén. Incluso cantidades muy bajas de ARN del replicon
bloguean eficazmente la expresién del ARN IVT, lo que presumiblemente se relaciona con la activacién de la proteina
quinasa R (PKR) mas fuerte y la respuesta al IFN en estas células.

Fig. 12: La expresion del replicon se bloquea eficientemente en células expuestas a IFN. El B18R recombinante libera
este bloque

Los fibroblastos humanos se expusieron a sobrenadantes de fibroblastos humanos sometidos a electroporacion y luego
se sometieron a lipofeccion con un replicén que codifica luciferasa (para mas detalles, véase el ejemplo 9.4). Para generar
los sobrenadantes, las células se sometieron a electroporacion sin ARN (SN EP "sin ARN"), replicon ARN (SN EP
"replicon”) o replicon ARN mas B18R que codifica ARN IVT (EP SN "replicon ARN +B18R"). Se muestra la actividad de
la luciferasa después de la lipofeccion.

Fig. 13: La electroporacion de ARN bloquea la lipofeccion del replicén subsecuente

Se sometieron fibroblastos humanos a electroporacion (EP) sin ARN (EP1: sin ARN), luciferasa que codifica IVT ARN
(ARN de EP2: luc) o IVT ARN que codifica E3, K3 y B18R (ARN de EP3: EKB). Al dia siguiente, las células se sometieron
a lipofeccion con un replicon que codifica GFP junto con luciferasa que codifica IVT ARN o EKB que codifica IVT ARN
(ver ejemplo 9.5 para mas detalles). La electroporacion con luciferasa que codifica el ARN IVT bloquea la expresion del
replicon subsecuente. Este bloque no puede ser liberado por colipofeccion de EBK RNA. La electroporacion de ARN que
codifica EKB no inhibe la expresion del replicon.

Fig. 14: Las proteinas VacV codificadas en el IVT ARN evitan la respuesta de IFN al ARN, pero tienen una accion limitada
sobre una respuesta de IFN establecida

El mismo experimento que en la figura 13. Se muestran las cantidades de transcrito de IFN-beta y OAS1 medidas por
gPCR un dia después de la electroporacion (A, C) y un dia después de la lipofeccion (B, D). En general, OAS1 esta
regulado positivamente en las muestras que bloquearon la expresion del replicon (en comparacion con la figura 13).
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Fig. 15: La respuesta de IFN al IVT ARN se reduce por las proteinas de VacV, pero solo la combinacion de las proteinas
de VacV E3L, K3L y B18R anula la respuesta de IFN.

Los fibroblastos humanos se cotransfectaron con IVT ARN que codifica GFP mas IVT ARN que codifica las proteinas del
virus Vaccinia (A) o replicon RN que codifica GFP mas IVT ARN que codifica las proteinas del virus Vaccinia (B) en las
combinaciones indicadas (ver tabla 2 y ejemplo 9.7 para mas detalles). Se muestran las cantidades de transcrito de IFN-
beta, OAS1 y OAS2 medidas por gPCR un dia después de la electroporacion normalizada para transcribir cantidades de
células transfectadas sin proteinas VacV.

Fig. 16: La coelectroporacion de las proteinas VacV aumenta el IVT ARN y la expresion del replicon en diferentes tipos
de células humanas y de ratén

Los fibroblastos humanos (CCD1079SK), fibroblastos de ratén (3T3-L1), células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVEC) y mioblastos de ratén (C2C12) se sometieron a coelectroporacion con IVT ARN que codificaba proteinas VacV
y con GFP que codificaba IVT ARN (A) o ARN de replicon (B) (ver tabla 2 y ejemplo 9.8 para mas detalles). Se muestran
los cambios en multiplicacién de la fluorescencia media de GFP normalizada a la MFI de muestras sin proteinas VacV.
En células humanas, el impulso de la expresién del replicon fue aproximadamente 3 veces mas fuerte que en los
fibroblastos de raton. E3 tuvo mayores efectos en fibroblastos humanos que K3.

Fig. 17: La colipofeccion de las proteinas VacV aumenta el IVT ARNy la expresion del replicon en fibroblastos y mioblastos
de ratén y humanos.

Los resultados de la Fig. 16 se confirmaron por lipofeccion (ver tabla 3 y ejemplo 9.9 para detalles con respecto a las
mezclas de ARN lipofectado). Se muestran los cambios en la multiplicacion de la fluorescencia media de GFP normalizada
a la MFI de muestras sin proteinas VacV. Las proteinas VacV son mas eficaces en fibroblastos humanos y mioblastos
que en sus homologos de ratén. E3L fue el jugador mas importante en las células humanas.

Fig. 18: Las proteinas VacV aumentan la expresion en miotubos maduros de raton, con la excepcion de B18R

Experimento similar al de la fig. 17. Después de la diferenciacion de las células C2C12 a miotubos, se coliformizaron las
mismas mezclas de ARN que antes (tabla 3). Las imagenes de fluorescencia GFP se tomaron un dia después de
lipofecton. El brillo de las sefales de GFP indica la expresion de GFP en los miotubos.

Fig. 19: una relacién 1:1 (p:p) del ARN del replicén y el ARN de EBK es suficiente para lograr la maxima expresion del
replicon

Una cantidad creciente de EBK ARN o E3 ARN se sometié a coelectroporacién con una luciferasa que codifica replicén
en mioblastos de ratén (C2C12) (ver ejemplo 9.11 para mas detalles). Se muestran los cambios en la multiplicacion de la
actividad de luciferasa normalizada a muestras sin proteinas VacV. Un exceso no aumenta mas la expresion.

Fig. 20: La proteina VacV E3L y K3L inhiben la autofosforilacion de PKR inducida por replicén. B18R no tiene efecto

Los fibroblastos CCD1079SK humanos se sometieron a coelectroporacion con replicon ARN que codifica GFP, junto con
ARN IVT que codifica iRFP y la proteina VacV indicada. Las células simuladas de electroporacién (no transformadas) y el
replicon de ARN sin tapdn (sin tapon) sirvieron como controles negativos (ver ejemplo 9.12 para mas detalles). Se
muestran la autofosforilacion de PKR con un anticuerpo fosfo-PKR especifico (P-PKR) y la expresion total de PKR usando
un anticuerpo PKR (PKR).

Fig. 21: Las proteinas VacV permiten la replicacion eficiente de replicones mutantes no citotéxicos e inhiben la
citotoxicidad residual de estos vectores.

Los replicones de DP parental y no citotdxicos que codifican luciferasa se sometieron a electroporacion en fibroblastos
humanos junto con IVT NA que codifica E3, B18R y K3 (EBK) o no (ver ejemplo 9.13 para mas detalles). Sembradas son
expresion de luciferasa a lo largo del tiempo (A) y viabilidad de las células normalizadas para muestras no transfectadas

(B).

Fig. 22: Las proteinas VacV potenciaron la expresion del replicon desnudo en el musculo de los ratones. La mejor relacion
in vivo es un exceso de 6 veces de EBK que codifica ARN IVT

2 ug de ARN de replicon que codifica luciferasa se coinyectaron con IVT ARN que codifica E3, K3 y B18R (EBK) en
diferentes relaciones p/p tal como se indica (1 a 6 veces mas EKB que el replicon ARN) en el tibialis anterior de ratones
Balb/C (ver ejemplo 9.14 para mas detalles). Se muestra la sefal de luciferasa in vivo.

Fig. 23: Las proteinas VacV potenciaron la expresion del ARN IVT en el bazo de ratones con administracion i.v. liposémica
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Se empaquetaron 10 ug de ARN IVT que codificaba luciferasa con 30 ug de ARN GFP o 30 ug de ARN EBK en liposomas
que direccionados al bazo. La expresion de luciferasa se controlé durante 4 dias.

Fig. 24: NS34A e ICP34.5 mejoran la expresion del replicon

Los fibroblastos humanos se cotransfectaron con 1.5 ug de replicén ARN que codifica una fusion luciferasa-GFP y 1 ug
de ARNm que codifica inhibidores de interferén, o iRFP como control. Al dia siguiente, la expresion transgénica se midié
mediante FACS. (A) Porcentaje de células transfectadas determinadas por expresion de GFP. NS34A aumenta las tasas
de transfeccion en la misma medida que EBK, mientras que ICP34.5 aumenta mas potentemente las tasas de
transfeccion. (B) Los mismos datos que en A, expresados como veces mayores tasas de transfeccion en comparacion
con la muestra sin inhibidores. (C) Cambio de traduccion de GFP, expresado como intensidad media de fluorescencia
(MFI1). NS34A no aumenta la traduccion, mientras que ICP34.4 si lo hace.

Fig. 25: NS34A inhibe e ICP34.5 reduce la respuesta de IFN al ARNm sintético

Se transfectaron fibroblastos humanos con 5 ug de mezclas sintéticas de ARNm para inducir o prevenir la respuesta de
IFN. Todas las mezclas contenian 2 uyg de ARNm sintético que codificaba proteina fluorescente infrarroja (iRFP) y 3 pg
de inhibidores de IFN (como se indica) o luciferasa como control. Al dia siguiente, las células se recolectaron y se
sometieron a lisis para extraer ARN para gRT-PCR. La induccion de IFNB y OAS1/2 se normalizaron a la expresion de la
linea base en células no transfectadas. (A) Induccion transcripcional de IFNB. Las proteinas del virus vaccinia EKB
inhibieron IFNB y E3 redujeron la induccién de IFNB como hemos observado anteriormente. NS34A también anul6 la
induccion de IFNB similar a EBK, e ICP34.5 redujo la induccion de IFNB similar a E3. (B, C) Induccién transcripcional de
genes diana de IFN OAS 1/2. EBK bloqueé la induccion OAS 1/2, mientras que E3 solo podria evitar parcialmente la
sobrerregulacion OAS1/2. Similar a E3, ICP34.5 no puede prevenir la induccion OAS 1/2, pero NS34A redujo en gran
medida la induccidon de ambos marcadores.

Fig. 26: Lipofeccion minima necesaria para la generacion de Ribo-iPS

Se sembraron fibroblastos HFF (System Bioscience) en 6 pozos (100000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion de
1 a 6 veces como se describieron en el esquema utilizando 6 yl de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT-ARN (A). Las
mezclas de IVT-ARN se componian de 0.8 uyg de OSKMNL sin modificar (1:1:1:1:1:1) con 0.2 ug de cada B18R, E3 y K3
(EKB) y 0.4 ug de una mezcla de miARN compuesta de miARN 302a-d y 367 [0.4 uM cada uno]. Las lipofecciones en los
medios de células madre (medios Nutristem, Stemgent) se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Desde el dia 9 en adelante, se observo la formacion de colonias y se tomaron imagenes representativas en d11 mediante
microscopia (B). Para un analisis posterior, las colonias se tifieron para el marcador de superficie ES TRA-1-60 usando el
anticuerpo StainAlive TRA-1-60 (Stemgent) (C) y las células se sedimentaron después, se aisl6 el ARN total y la expresion
de ARNm de la ES humana. el marcador OCT4 (enddgeno), NANOG (enddgeno), LIN28 (enddgeno), TERT y REX1 se
cuantifico mediante gqRT-PCR (D). (B) Se hizo obvio que se requerian 3 transfecciones diarias para obtener algunas
colonias, pero 4 transfecciones diarias fueron suficientes para la induccién robusta de la formacion de colonias. Las
colonias se hicieron visibles desde d9 en adelante y crecieron completamente en d11, donde se pudieron tefir positivas
para TRA-1-60 (C). El analisis de los niveles de expresion de varios marcadores de pluripotencia reveld que, en
consonancia con la formaciéon de colonias, la induccion de genes marcadores ES se puede lograr con 3 o mas
lipofecciones. No obstante, se logré una induccién robusta de la expresion del marcador ES con 4 o mas lipofecciones.
Debe mencionarse que la expresion de los genes del marcador ES no fue potenciada por mas de cuatro lipofecciones

(D).
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se describe en detalle a continuacion: sin embargo, las metodologias, protocolos y reactivos
particulares descritos en este documento pueden variar. La terminologia utilizada en el presente documento tiene el
propdsito de describir realizaciones particulares. El alcance de la presente invencién esta limitado solamente por las
reivindicaciones anexas. A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos tienen los mismos
significados entendidos comunmente por una persona de habilidad normal en la técnica.

A continuacién, se describiran los elementos de la presente invencién. Estos elementos se enumeran con realizaciones
especificas, sin embargo, se debe entender que se pueden combinar de cualquier manera y en cualquier nimero para
crear realizaciones adicionales. Puede entenderse que esta descripcion admite y abarca realizaciones que combinan las
realizaciones explicitamente descritas con cualquier cantidad de elementos divulgados y/o preferidos. Ademas,
cualesquiera permutaciones y combinaciones de todos los elementos descritos en esta solicitud se pueden considerar
reveladas por la descripcion de la presente solicitud a menos que el contexto indique lo contrario. Por ejemplo, si en un
aspecto el ARN comprende una cola de poli(A) que consiste en 120 nucleétidos y en otro aspecto la molécula de ARN
comprende un analogo de proteccion 5', entonces en una realizacion preferida, el ARN comprende la poli(A)-cola que
consta de 120 nucleétidos y el analogo de proteccion 5'.
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Preferiblemente, los términos usados en este documento se definen como se describe en "A multilingual glossary of
biotechnological terms: (IUPAC Recommendations)", H.G.W. Leuenberger, B. Nagel, and H. Kolbl, Eds., Helvetica
Chimica Acta, CH-4010 Basilea, Suiza, (1995).

La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indique lo contrario, métodos convencionales de quimica,
bioquimica y técnicas de ADN recombinante que se explican en la bibliografia en este campo (véase, por ejemplo,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Edicién, J. Sambrook et al. Eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor 1989).

A lo largo de esta especificacion y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera lo contrario, se
entendera que la palabra "comprender" y las variaciones tales como "comprende" y "que comprende" implican la inclusion
de un miembro, entero o paso o grupo establecido de miembros, enteros o pasos pero no la exclusiéon de ningun otro
miembro, entero o paso o grupo de miembros, enteros o pasos, aunque en algunas realizaciones dicho otro miembro,
entero o paso o grupo de miembros, enteros o pasos pueden ser excluidos, es decir el tema consiste en la inclusion de
un miembro, entero o paso o grupo de miembros, enteros o pasos establecidos. Los términos "un" y "una" y "el/la" y
referencias similares utilizados en el contexto de la descripcion de la invencion (especialmente en el contexto de las
reivindicaciones) deben interpretarse para abarcar tanto el singular como el plural, a menos que se indique lo contrario en
este documento o claramente contradicho por el contexto. La recitacion de los rangos de valores de el presente documento
esta simplemente destinada a servir como un método de taquigrafia para referirse individualmente a cada valor separado
que se encuentre dentro del rango. A menos que se indique lo contrario en este documento, cada valor individual se debe
considerar como si se recitara individualmente en este documento. Todos los métodos descritos en el presente documento
se pueden realizar en cualquier orden adecuado a menos que se indique lo contrario en la presente o se contradiga
claramente por el contexto. El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o un ejemplo de lenguaje (por ejemplo, "tal como"),
proporcionado en el presente documento tiene la intencion meramente de ilustrar mejor la invencién y no representa una
limitacion en el alcance de la invencion reivindicada de otro modo. Ninguin lenguaje en la especificacion debe interpretarse
como indicador de cualquier elemento no reivindicado esencial para la practica de la invencion.

Términos tales como "evitar", "reducir" o "inhibir" se refieren a la capacidad de causar una disminucién global,
preferiblemente de 5% o mas, 10% o mas, 20% o mas, mas preferiblemente de 50% o mayor, y mas preferiblemente de
75% o mas, en el nivel. Esto también incluye una disminucién completa o esencialmente completa, es decir, una
disminucion a cero o esencialmente a cero.

Términos tales como "aumentar”, "potenciar" o "prolongar" se refieren preferiblemente a un aumento, potenciacion o
prolongacion en al menos un 10%, preferiblemente al menos un 20%, preferiblemente al menos un 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 relacionarse con un
aumento, mejora o prolongacion desde cero o un nivel no medible o no detectable hasta un nivel de mas de cero o un
nivel que es mensurable o detectable.

El término "recombinante” en el contexto de la presente invencion significa "hecho a través de ingenieria genética".
Preferiblemente, una "entidad recombinante" tal como una proteina recombinante en el contexto de la presente invencion
no se produce de forma natural, y preferiblemente es el resultado de una combinacion de entidades tales como secuencias
de aminoacidos o de acidos nucleicos que no estan combinadas en la naturaleza. Por ejemplo, una proteina recombinante
en el contexto de la presente invencidon puede contener varias secuencias de aminoacidos derivadas de diferentes
proteinas fusionadas juntas, por ejemplo, mediante enlaces peptidicos.

El término "natural” tal como se usa en el presente documento se refiere al hecho de que un objeto se puede encontrar
en la naturaleza. Por ejemplo, una proteina o acido nucleico que esta presente en un organismo (incluidos los virus) y
puede aislarse de una fuente en la naturaleza y que no ha sido modificada intencionalmente por el hombre en el laboratorio
es natural.

Un acido nucleico de acuerdo con la ensefianza es preferiblemente acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico
(ARN), mas preferiblemente ARN, lo mas preferiblemente ARN transcrito in vitro (IVT ARN). Los acidos nucleicos incluyen
segun el ADN gendémico, ADNc, ARNm, moléculas producidas recombinantemente y quimicamente sintetizadas. De
acuerdo con las ensefianzas, un acido nucleico puede estar presente como una molécula de cadena sencilla o de cadena
doble y lineal o covalentemente circularmente cerrada. Un acido nucleico puede, segun la ensefianza, ser aislado. El
término "acido nucleico aislado" significa, de acuerdo con las ensefianzas, que el acido nucleico (i) se amplificé in vitro,
por ejemplo, mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), (ii) se produjo recombinantemente por clonacion, (iii)
se purifico, por ejemplo, mediante escisidon y separacion mediante electroforesis en gel, o (iv) se sintetizd, por ejemplo,
mediante sintesis quimica. Se puede emplear un nucleico para la introduccién en, es decir, transfeccion de, células, en
particular, en forma de ARN que se puede preparar mediante transcripcion in vitro a partir de una plantilla de ADN. El ARN
puede ademas modificarse antes de la aplicacion mediante secuencias estabilizadoras, proteccion y poliadenilacion.
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Como un acido nucleico, en particular se puede usar ARN, para la expresién de mas de un péptido o proteina, ya sea de
un tipo de acido nucleico en donde los diferentes péptidos o proteinas estan presentes en diferentes moléculas de acido
nucleico o un tipo de acido nucleico en donde péptidos o proteinas estan presentes en la misma molécula de acido
nucleico.

En el contexto de la presente ensefianza, el término "ARN" se refiere a una molécula que comprende restos de
ribonucledtidos y que preferiblemente esta total o sustancialmente compuesta de residuos de ribonucleédtidos.
"Ribonucledtido” se refiere a un nucledtido con un grupo hidroxilo en la posicion 2' de un grupo 3-D-ribofuranosilo. El
término "ARN" comprende ARN de cadena doble, ARN de cadena sencilla, ARN aislado tal como ARN parcial o
completamente purificado, ARN esencialmente puro, ARN sintético y ARN generado recombinantemente tal como ARN
modificado que difiere del ARN natural por adicion. eliminacion, sustitucion y/o alteracion de uno o mas nucleétidos. Dichas
alteraciones pueden incluir la adiciéon de material no nucleotidico, tal como al(los) extremo(s) de un ARN o internamente,
por ejemplo a uno o mas nucleotidos del ARN. Los nucledtidos en moléculas de ARN también pueden comprender
nucledtidos no estandar, tales como nucledtidos no naturales o nucledtidos o desoxinucleédtidos sintetizados
quimicamente. Estos ARN alterados se pueden denominar analogos o analogos del ARN natural. En una realizacion de
la ensefanza, el ARN no se modifica quimicamente. En una realizacién de la ensefianza, el ARN solo comprende
nucleétidos estandar, tales como nucleétidos naturales.

De acuerdo con la presente ensefianza, 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 codifica un
péptido o proteina. Tipicamente, un ARNm comprende un 5-UTR, una region de codificacion de proteina y un 3-UTR. El
ARNmM solo posee una semivida limitada en las células e in vitro. En el contexto de la presente ensefianza, el ARNm
puede generarse por transcripcion in vitro a partir de una plantilla de ADN. La metodologia de transcripcion in vitro es
conocida por la persona experta. Por ejemplo, existe una variedad de kits de transcripcion in vitro disponibles
comercialmente.

En una realizacion de la presente ensefianza, el ARN, en particular el ARN que se va a expresar en una célula, es ARN
autorreplicante, tal como ARN autorreplicante de cadena sencilla. En una realizacién, el ARN autorreplicante es ARN de
cadena sencilla de sentido positivo. En una realizacion, el ARN autorreplicante es ARN virico o ARN derivado de ARN
viral. En una realizacion, el ARN autorreplicante es ARN gendmico alfaviral o se deriva de ARN genémico alfaviral. En
una realizacion, el ARN autorreplicante es un vector de expresion génica viral. En una realizacion, el virus es virus Semliki
forest. En una realizacion, el ARN autorreplicante contiene uno o mas transgenes que en una realizacion, si el ARN es
ARN viral, pueden reemplazar parcial o completamente secuencias virales tales como secuencias virales que codifican
proteinas estructurales. En una realizacion, el ARN autorreplicante se introduce en una célula en forma de ARN transcrito
in vitro.

De acuerdo con las ensefianzas, la estabilidad y la eficacia de traducciéon del ARN pueden modificarse segun se requiera.
Por ejemplo, el ARN puede estabilizarse y su traduccion aumentarse mediante una o mas modificaciones que tengan un
efecto estabilizador y/o aumenten la eficacia de traduccion del ARN. Tales modificaciones se describen, por ejemplo, en
PCT/EP2006/009448. Para aumentar la expresion del ARN utilizado de acuerdo con la presente ensefianza, puede
modificarse dentro de la regidon codificante, es decir, la secuencia que codifica el péptido o proteina expresado,
preferiblemente sin alterar la secuencia del péptido o proteina expresado, para aumentar el contenido de GC para
aumentar la estabilidad del ARNm y para realizar una optimizacion del codén vy, por lo tanto, mejorar la traduccioén en las
células.

El término "modificacion” en el contexto del ARN utilizado en la presente ensefianza incluye cualquier modificacion de un
ARN que no esta presente de forma natural en dicho ARN.

En una realizacion de la ensefianza, el ARN utilizado de acuerdo con las ensefianzas no tiene 5'-trifosfatos desprotegidos.
La eliminacion de tales 5'-trifosfatos desprotegidos se puede lograr tratando el ARN con una fosfatasa.

El ARN de acuerdo con las ensefianzas puede tener ribonucleétidos modificados con el fin de aumentar su estabilidad y/o
disminuir la citotoxicidad. Por ejemplo, en una realizacién, en el ARN utilizado de acuerdo con las ensefianzas, 5-
metilcitidina se sustituye parcial o completamente, preferiblemente completamente, por citidina. Alternativa o
adicionalmente, en una realizacion, en el ARN utilizado de acuerdo con la ensefianza, la pseudouridina se sustituye parcial
o completamente, preferiblemente por completo, por uridina.

En una realizacion, el término "modificacion” se refiere a proporcionar un ARN con un analogo de 5' o proteccién en 5. El
término "proteccién en 5™ se refiere a una estructura de proteccién que se encuentra en el extremo 5' de una molécula de
ARNm y generalmente consiste en un nucleétido de guanosina conectado al ARNm a través de un inusual enlace 5' a 5'
trifosfato. En una realizacion, esta guanosina esta metilada en la posicion 7. El término "proteccion en 5’ convencional” se
refiere a una proteccion en 5’ de ARN natural, preferiblemente a la proteccion en 5’ 7-metilguanosina (m’G). En el contexto
de la presente ensefianza, el término "proteccion en 5" incluye un analogo de proteccién en 5’ que se asemeja a la
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estructura de proteccion de ARN y se modifica para que tenga la capacidad de estabilizar ARN y/o mejorar la traduccion
de ARN si esta unido a él, preferiblemente in vivo y/o en una célula.

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

O /CH3 0
N’ N

HN NH
)\\ S o o 0 ¢ |

SNTTN 0—P—0—P—0—P—0 NN

HNT N o | >—0—P- o N~ NH,
WX Y
Ry R, OH OH

en donde R1 y Rz son independientemente hidroxi o metoxi y W-, X"y Y- son independientemente oxigeno, azufre, selenio
o BHs. En una realizacion preferida, R1 y Rz son hidroxi y W-, X~ e Y- son oxigeno. En una realizacion preferida adicional,
uno de R1 y Ry, preferiblemente R1 es hidroxi y el otro es metoxi y W+, X" e Y- son oxigeno. En una realizacion preferida
adicional, R1 y Rz son hidroxi y uno de W-, X" e Y-, preferiblemente X" es azufre, selenio o BHs, preferiblemente azufre,
mientras que el otro es oxigeno. En una realizacion preferida adicional, uno de R1 y Ry, preferiblemente Rz es hidroxi y el
otro es metoxi y uno de W-, X" e Y-, preferiblemente X" es azufre, selenio o BHs3, preferiblemente azufre, mientras que el
otro es oxigeno.

En la férmula anterior, el nucleétido en el lado derecho esta conectado a la cadena de ARN a través de su grupo 3'.

Esas estructuras de proteccion en las que al menos uno de W-, X e Y- es azufre, es decir que tienen un resto fosforotioato,
existen en diferentes formas diastereoisoméricas, todas las cuales estan abarcadas en este documento. Ademas, la
presente ensefianza abarca todos los tautdmeros y estereoisémeros de la formula anterior.

Por ejemplo, la estructura de proteccion que tiene la estructura anterior en la que Ry es metoxi, Rz es hidroxi, X- es azufre
y W~ e Y~ son oxigeno en dos formas diastereoisoméricas (Rp y Sp). Estos pueden resolverse mediante HPLC de fase
inversa y se denominan D1 y D2 de acuerdo con su orden de elucion de la columna HPLC de fase inversa. De acuerdo
con las ensefianzas, el isémero D1 de m,”2-°GppspG es particularmente preferido.

Proporcionar un ARN con un analogo de 5' o proteccion en 5’ puede lograrse mediante la transcripcion in vitro de un molde
de ADN en presencia de dicho analogo de 5' o proteccion en 5’, en donde dicha proteccion en 5’ es coincorporada
transcripcionalmente en la cadena de ARN generada, o el ARN puede generarse, por ejemplo, mediante transcripcion in
vitro, y la proteccion en 5 puede unirse al ARN postranscripcionalmente usando enzimas de terminacion, por ejemplo,
capsulando enzimas del virus vaccinia.

El ARN puede comprender modificaciones adicionales. Por ejemplo, una modificacion adicional del ARN utilizado en la
presente ensefianza puede ser una extension o truncamiento de la cola de poli(A) natural o una alteracion de las regiones
5' 0 3' no traducidas (UTR) tales como la introduccion de una UTR que no esta relacionada con la region codificante de
dicho ARN, por ejemplo, el intercambio de la 3'-UTR existente con o la insercidon de una o mas, preferiblemente dos copias
de una 3'-UTR derivada de un gen de globina, tal como alfa2-globina, alfa1-globina, beta-globina, preferiblemente beta-
globina, mas preferiblemente beta-globina humana.

El ARN que tiene una secuencia de poli-A desenmascarada se traduce de manera mas eficaz que el ARN que tiene una
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 tipicamente se encuentra en el extremo 3' de una molécula de ARN y "secuencia de poli-A
desenmascarada" significa que la secuencia poli-A en el extremo 3' de una molécula de ARN termina con una A de la
secuencia de poli-A y no esta seguida por nucledtidos distintos de A situados en el extremo 3', es decir, cadena abajo, de
la secuencia poli-A. Ademas, una secuencia larga de poli-A de aproximadamente 120 pares de bases da como resultado
una estabilidad 6ptima del transcrito y una eficacia de traduccion del ARN.

Por lo tanto, para aumentar la estabilidad y/o expresion del ARN utilizado de acuerdo con la presente ensefianza, puede
modificarse para estar presente junto con una secuencia de poli-A, preferiblemente con una longitud de 10 a 500, mas
preferiblemente de 30 a 300, incluso mas preferiblemente de 65 a 200 y especialmente de 100 a 150 residuos de
adenosina. En una realizacion especialmente preferida, la secuencia poli-A tiene una longitud de aproximadamente 120
residuos de adenosina. Para aumentar ain mas la estabilidad y/o expresion del ARN utilizado de acuerdo con las
ensefanzas, la secuencia poli-A puede desenmascararse.

Ademas, la incorporacién de una region 3' no traducida (UTR) en la regién 3' no traducida de una molécula de ARN puede
dar como resultado una mejora en la eficacia de la traduccion. Se puede lograr un efecto sinérgico incorporando dos o
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mas de tales regiones 3' no traducidas. Las regiones 3' no traducidas pueden ser autélogas o heterélogas al ARN en
donde se introducen. En una realizacion particular, la regiéon 3' no traducida se deriva del gen de la B-globina humana.

Una combinacion de las modificaciones descritas anteriormente, es decir, la incorporacién de una secuencia poli-A, el
desenmascaramiento de una secuencia poli-A y la incorporacién de una o mas regiones 3'-no traducidas, tiene una
influencia sinérgica sobre la estabilidad del ARN y aumenta la traduccion eficiencia.

El término "estabilidad" de ARN se refiere a la "vida media" de ARN. La "vida media" se refiere al periodo de tiempo que
se necesita para eliminar la mitad de la actividad, la cantidad o el nUmero de moléculas. En el contexto de la presente
ensefianza, la semivida de un ARN es indicativa de la estabilidad de dicho ARN. La vida media del ARN puede influir en
la "duracion de la expresion” del ARN. Se puede esperar que el ARN que tiene una semivida larga se exprese durante un
periodo de tiempo prolongado.

Por supuesto, si de acuerdo con la presente ensefianza se desea disminuir la estabilidad y/o la eficacia de traduccion del
ARN, es posible modificar el ARN para interferir con la funcién de los elementos tal como se describié anteriormente,
aumentando la estabilidad y/o eficiencia de traduccién del ARN.

El término "expresion" se usa de acuerdo con las ensefianzas en su significado mas general y comprende la produccion
de ARN y/o péptidos o proteinas, por ejemplo por transcripcion y/o traduccion. Con respecto al ARN, el término "expresion”
o "traduccién” se refiere en particular a la produccion de péptidos o proteinas. También comprende la expresion parcial
de acidos nucleicos. Ademas, la expresion puede ser transitoria o estable.

De acuerdo con la ensefanza, los términos tales como "expresion de ARN", "ARN que expresa" o "expresién de ARN" se
refieren a la produccién de péptido o proteina codificada por el ARN. Preferiblemente, dichos términos se refieren a la
traduccion de ARN para expresar, es decir, producir péptido o proteina codificada por el ARN.

En el contexto de la presente ensefianza, el término "transcripcion” se refiere a un proceso, en donde el cddigo genético
en una secuencia de ADN se transcribe en ARN. Posteriormente, el ARN puede traducirse en proteina. Segun la presente
ensefianza, el término "transcripcion" comprende "transcripcion in vitro", en donde el término "transcripcion in vitro" se
refiere a un proceso en donde ARN, en particular ARNm, se sintetiza in vitro en un sistema libre de células, preferiblemente
usando extractos de células apropiados. Preferiblemente, los vectores de clonacién se aplican para la generacion de
transcripciones. Estos vectores de clonacion se designan generalmente como vectores de transcripcion y estan de
acuerdo con la presente ensefianza abarcada por el término "vector". De acuerdo con la presente ensefianza, el ARN
utilizado en la presente ensefianza preferiblemente es ARN transcrito in vitro (IVT ARN) y se puede obtener mediante
transcripcion in vitro de un molde de ADN apropiado. El promotor para controlar la transcripcién puede ser cualquier
promotor para cualquier ARN polimerasa. Ejemplos particulares de ARN polimerasas son las ARN polimerasas T7, T3y
SP6. Preferiblemente, la transcripcion in vitro de acuerdo con las ensefianzas esta controlada por un promotor T7 o SP6.
Se puede obtener una plantilla de ADN para la transcripcion in vitro clonando un acido nucleico, en particular ADNc, e
introduciéndolo en un vector apropiado para la transcripcioén in vitro. EIl ADNc puede obtenerse por transcripcion inversa
de ARN.

La plantilla de vector que contiene ADNc puede comprender vectores que llevan diferentes insertos de ADNc que después
de la transcripcién dan como resultado una poblacién de diferentes moléculas de ARN opcionalmente capaces de expresar
diferentes péptidos o proteinas o pueden comprender vectores que portan solo una especie de inserto de ADNc que
después de la transcripcion solo resulta en una poblacién de una especie de ARN capaz de expresar solo un péptido o
proteina. Por lo tanto, es posible producir ARN capaz de expresar un Unico péptido o proteina solo o para producir
composiciones de diferentes ARN tales como bibliotecas de ARN y ARN de células enteras capaces de expresar mas de
un péptido o proteina, por ejemplo, una composicion de péptidos o proteinas. La presente ensefianza preveé la introduccion
de todos los ARN en las células.

El término "traduccién” de acuerdo con las ensefianzas se refiere al proceso en los ribosomas de una célula mediante el
cual una cadena de ARN mensajero dirige el ensamblaje de una secuencia de aminoacidos para formar un péptido o
proteina.

Las secuencias de control de expresion o las secuencias reguladoras, que segun las ensefianzas pueden estar unidas
funcionalmente a un acido nucleico, pueden ser homélogas o heterdlogas con respecto al acido nucleico. Una secuencia
codificante y una secuencia reguladora se unen juntas "funcionalmente" si estan unidas covalentemente, de modo que la
transcripcion o traduccion de la secuencia codificante esta bajo el control o bajo la influencia de la secuencia reguladora.
Si la secuencia codificante debe traducirse en una proteina funcional, con un enlace funcional de una secuencia
reguladora con la secuencia codificante, la induccidon de la secuencia reguladora conduce a una transcripcion de la
secuencia codificante, sin causar un cambio en el marco de lectura en la secuencia codificante o incapacidad de la
secuencia codificante para traducirse en la proteina o péptido deseado.
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El término "secuencia de control de expresion" o "secuencia reguladora" comprende, de acuerdo con la ensefianza,
promotores, secuencias de unién a ribosoma y otros elementos de control, que controlan la transcripcién de un acido
nucleico o la traduccion del ARN derivado. En ciertas realizaciones de la ensefianza, las secuencias reguladoras pueden
controlarse. 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 5' y 3'- no traducidas, que estan
involucradas en el inicio de la transcripcién o traduccion, tales como TATA-box, secuencia de proteccion , secuencia CAAT
y similares. En particular, las secuencias reguladoras 5 'no transcritas comprenden una regidon promotora que incluye una
secuencia promotora para el control transcripcional del gen unido funcionalmente. Las secuencias reguladoras también
pueden comprender secuencias potenciadoras o secuencias activadoras aguas arriba.

Términos como "mejora de expresion”, "expresion mejorada” o "expresion aumentada” significan en el contexto de la
presente ensefianza que la cantidad de péptido o proteina expresada por un niumero dado de moléculas de ARN es mayor
que la cantidad de péptido o proteina expresado por el mismo numero de moléculas de ARN, donde la expresion de las
moléculas de ARN se realiza en las mismas condiciones excepto la condicién que da como resultado la expresion
mejorada o aumentada del ARN, como evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular e inhibir el IFN
intracelular sefalizacién en una célula frente a la no prevencién del acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular
y no inhibicion de la sefalizacion intracelular de IFN en una célula. En este contexto, “las mismas condiciones” se refieren
a una situacion en la que las mismas secuencias de ARN que codifican el mismo péptido o proteina se introducen por los
mismos medios en las mismas células, las células se cultivan en las mismas condiciones (excepto la condicion que da
como resultado expresion aumentada o mejorada) y la cantidad de péptido o proteina se mide por el mismo medio. La
cantidad de péptido o proteina se puede dar en moles, o en peso, por ejemplo, en gramos, o en masa o por actividad
polipeptidica, por ejemplo si el péptido o la proteina es una enzima, puede administrarse como actividad catalitica o si el
péptido o proteina es un anticuerpo o antigeno o un receptor, se puede dar como afinidad de unién. En una realizacion,
términos tales como "mejora de la expresion”, "expresion mejorada" o "expresion aumentada” significan en el contexto de
la presente ensefianza que la cantidad de péptido o proteina expresada por un nimero dado de moléculas de ARN y
dentro de un periodo determinado de tiempo es mayor que la cantidad de péptido o proteina expresada por el mismo
numero de moléculas de ARN y dentro del mismo periodo de tiempo. Por ejemplo, el valor maximo de péptido o proteina
expresado por un numero dado de moléculas de ARN en un punto de tiempo particular puede ser mayor que el valor
maximo de péptido o proteina expresado por el mismo numero de moléculas de ARN. En otras realizaciones, el valor
maximo de péptido o proteina expresado por un numero dado de moléculas de ARN no necesita ser mayor que el valor
maximo de péptido o proteina expresado por el mismo nimero de moléculas de ARN, sin embargo, la cantidad promedio
de péptido o proteina expresada por el nUmero dado de moléculas de ARN dentro de un periodo de tiempo dado puede
ser mayor que la cantidad promedio de péptido o proteina expresada por el mismo nimero de moléculas de ARN. Los
ultimos casos se denominan en el presente documento "nivel de expresion mas alto" o "nivel de expresion aumentado” y
se refieren a valores maximos mas altos de expresion y/o valores promedio de expresion mas altos. Alternativa o
adicionalmente, términos tales como "potenciacion de la expresion”, "expresion mejorada" o "expresion aumentada”
significan en el contexto de la presente ensefianza también que el tiempo en donde las moléculas de ARN expresan
péptido o proteina puede ser mas largo que el tiempo en donde el péptido o la proteina se expresa mediante las mismas
moléculas de ARN. Por lo tanto, en una realizacién, términos tales como "mejora de expresion”, "expresion mejorada" o
"expresion aumentada" significan en el contexto de la presente ensefianza también que la cantidad de péptido o proteina
expresada por un numero dado de moléculas de ARN es mayor que la cantidad de péptido o proteina expresada por el
mismo numero de moléculas de ARN ya que el periodo de tiempo en donde el ARN esta presente y se expresa
establemente es mas largo que el periodo de tiempo en donde esta presente y se expresa el mismo numero de moléculas
de ARN. Estos casos se denominan aqui también como "duracién aumentada de la expresion”. Preferiblemente, tales
periodos de tiempo mas largos se refieren a expresion durante al menos 48 h, preferiblemente durante al menos 72 h,
mas preferiblemente durante al menos 96 h, en particular durante al menos 120 h o incluso mas después de la introduccion
de ARN o después de la primera introduccioén (por ejemplo, en caso de transfecciones repetidas) de ARN en una célula.

El nivel de expresion y/o duracion de la expresion de ARN puede determinarse midiendo la cantidad, tal como la cantidad
total expresada y/o la cantidad expresada en un periodo de tiempo dado, y/o el tiempo de expresion del péptido o proteina
codificado por el ARN, por ejemplo, usando un procedimiento de ELISA, un procedimiento de inmunohistoquimica, un
procedimiento de analisis de imagen cuantitativo, una inmunoprecipitacion Western, espectrometria de masas, un
procedimiento de inmunohistoquimica cuantitativa o un ensayo enzimatico.

En realizaciones particulares, el ARN de acuerdo con la ensefianza comprende una poblacién de diferentes moléculas de
ARN, por ejemplo una mezcla de diferentes moléculas de ARN que codifica opcionalmente péptidos y/o proteinas
diferentes, ARN de células enteras, una biblioteca de ARN, o una porcién de los mismos, por ejemplo una biblioteca de
moléculas de ARN expresadas en un tipo celular particular, como células indiferenciadas, en particular células madre tales
como células madre embrionarias, o una fraccion de la biblioteca de moléculas de ARN tales como ARN con expresion
enriquecida en células indiferenciadas, en particular células madre como las células madre embrionarias en relaciéon con
las células diferenciadas. Por lo tanto, de acuerdo con las ensefianzas, el término "ARN" puede incluir una mezcla de
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moléculas de ARN, ARN de células enteras o una fraccion de las mismas, que se puede obtener mediante un proceso
que comprende el aislamiento de ARN de células y/o medios recombinantes, en particular por transcripcion in vitro.

Preferiblemente, de acuerdo con las ensefianzas, el ARN a expresar en una célula se introduce en dicha célula, ya sea
in vitro o in vivo, preferiblemente in vitro. El ARN se puede introducir en una célula antes, después y/o simultdneamente
con la prevencioén del acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular y/o la inhibicion de la sefializacion intracelular
de IFN en la célula. Preferiblemente, se evita el acoplamiento del receptor de IFN por el IFN extracelular y se inhibe la
sefalizacion intracelular de IFN siempre que se desee la expresion del ARN en la célula. En una realizacion de los métodos
segun las ensefianzas, el ARN que se va a introducir en una célula se obtiene por transcripcion in vitro de un molde de
ADN apropiado.

El ARN utilizado de acuerdo con la presente ensefianza puede tener una composicion conocida (en esta realizacion se
conoce preferiblemente qué péptidos o proteinas estan siendo expresados por el ARN) o la composicion del ARN puede
ser parcial o totalmente desconocida. Alternativamente, el ARN utilizado de acuerdo con la presente ensefianza puede
tener una funcién conocida o la funcién del ARN puede ser parcial o totalmente desconocida.

De acuerdo con la ensefianza, los términos "ARN capaz de expresar" y "ARN que codifica" se usan indistintamente en
este documento y con respecto a un péptido o proteina particular significa que el ARN, si esta presente en el entorno
apropiado, preferiblemente dentro de una célula, puede ser expresado para producir dicho péptido o proteina.
Preferiblemente, el ARN de acuerdo con la ensefianza es capaz de interactuar con la maquinaria de traduccion celular
para proporcionar el péptido o proteina que es capaz de expresar.

De acuerdo con las ensefianzas, el ARN se puede introducir en las células in vitro o in vivo, preferiblemente in vitro. Las
células en las que se ha introducido el ARN in vitro pueden, preferiblemente después de la expresion del ARN in vitro por
los métodos de la ensefianza, administrarse a un paciente.

Los términos tales como "transferir", "introducir" o "transfectar" se usan indistintamente en el presente documento y se
refieren a la introduccion de acidos nucleicos, en particular acidos nucleicos exégenos o heterdlogos, en particular ARN,
en una célula. Dichos términos también incluyen la introduccion repetitiva de acidos nucleicos, en particular ARN, en una
célula, donde la media repetitiva es mas de una vez, por ejemplo dos veces o mas, tres veces o mas, cuatro veces o mas,
cinco veces 0 mas, seis veces 0 mas, siete veces o mas, ocho veces o mas. El intervalo de tiempo entre dichas
introducciones repetitivas de acidos nucleicos puede ser de 3 dias o menos, 2 dias 0 menos, 24 horas 0 menos o incluso
menos. Aquellos aspectos de la presente ensefianza relacionados con la provision de células que tienen caracteristicas
de células madre pueden implicar la introduccion repetitiva en células de acidos nucleicos, en particular ARN, durante al
menos 3 dias consecutivos, al menos 4 dias consecutivos, al menos 5 dias consecutivos, o al menos 6 dias consecutivos.
Los acidos nucleicos pueden comprender ARN capaz de expresar uno o mas factores que permiten la reprogramacion de
células somaticas a células que tienen caracteristicas de células madre. Sin embargo, los acidos nucleicos también
pueden comprender acidos nucleicos, en particular ARN, que codifica una o mas proteinas o péptidos que previenen el
acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular, tales como proteinas o péptidos descritos aqui, y/o acidos
nucleicos, en particular ARN, que codifica una o mas proteinas o péptidos que inhiben la sefializacion de IFN intracelular,
tales como proteinas o péptidos descritos en este documento. Por lo tanto, los acidos nucleicos también pueden
comprender, por ejemplo, acidos nucleicos, en particular ARN, que codifica B18R y uno o ambos de E3 y K3. Ademas,
los acidos nucleicos pueden comprender miARN que potencia la reprogramacion de células somaticas a células que
tienen caracteristicas de células madre. Preferiblemente, la introduccion repetitiva en células de acidos nucleicos, en
particular ARN, no se realiza durante mas de 10 dias consecutivos, 8 dias consecutivos o 6 dias consecutivos.
Preferiblemente, la introduccion repetitiva en células de acidos nucleicos, en particular ARN, se realiza durante 3, 4,50
6 dias consecutivos. Preferiblemente, los acidos nucleicos, en particular el ARN, se introducen en las células una, dos o
tres veces al dia, preferiblemente una vez al dia.

De acuerdo con la presente ensefianza, una célula puede ser una célula aislada o puede formar parte de un 6rgano, un
tejido y/o un organismo. De acuerdo con la presente ensefianza, puede usarse cualquier técnica que sea adecuada para
introducir ARN en las células. Preferiblemente, el ARN se introduce en las células mediante técnicas estandar. Dichas
técnicas comprenden la transfecciéon de precipitados de fosfato de calcio de acido nucleico, la transfeccion de acidos
nucleicos que estan asociados con DEAE, la transfeccién o infeccién con virus que portan los acidos nucleicos de interés,
electroporacion, lipofeccion y microinyeccion. De acuerdo con la presente ensefianza, la administracion de un acido
nucleico se logra como acido nucleico desnudo o en combinacién con un reactivo de administracion. Preferiblemente, la
administracion de acidos nucleicos esta en forma de acidos nucleicos desnudos. Preferiblemente, el ARN se administra
en combinacién con sustancias estabilizantes tales como inhibidores de RNasa. La presente ensefianza también prevé la
introduccion repetida de acidos nucleicos en las células para permitir la expresion sostenida durante periodos de tiempo
prolongados.

Las células se pueden transfectar, por ejemplo, usando kits de transfeccion basados en liposomas comercialmente
disponibles tales como Lipofectamine™ (Invitrogen) y se pueden transfectar con cualquier vehiculo con el que se pueda
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asociar ARN, por ejemplo, formando complejos con el ARN o formando vesiculas en las que el ARN esta encerrado o
encapsulado, dando como resultado una mayor estabilidad del ARN en comparacién con el ARN desnudo. Los vehiculos
utiles de acuerdo con las ensefianzas incluyen, por ejemplo, vehiculos que contienen lipidos tales como lipidos catiénicos,
liposomas, en particular liposomas cationicos, y micelas. Los lipidos catiénicos pueden formar complejos con acidos
nucleicos cargados negativamente. Cualquier lipido catiénico puede usarse de acuerdo con la ensefianza.

Preferiblemente, la introduccién de ARN que codifica un péptido o proteina en una célula da como resultado la expresion
de dicho péptido o proteina en la célula. En realizaciones particulares, se prefiere el direccionamiento de los acidos
nucleicos a células particulares. En tales realizaciones, un vehiculo que se aplica para la administracion del acido 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 especifico para una proteina de membrana de superficie en la célula diana o un
ligando para un receptor en la célula diana se puede incorporar en el vehiculo de acido nucleico o se puede unir a la
misma. En el caso de que el acido nucleico sea administrado por liposomas, las proteinas que se unen a una proteina de
membrana superficial que esta asociada con endocitosis pueden incorporarse en la formulacién de liposomas para permitir
la direccion y/o captacion. Dichas proteinas abarcan proteinas de la capside de fragmentos de las mismas que son
especificas para un tipo de célula particular, anticuerpos contra proteinas que se internalizan, proteinas que se dirigen a
una ubicacion intracelular, etc.

La electroporacion o electropermeabilizacion se refiere a un aumento significativo en la conductividad eléctrica y la
permeabilidad de la membrana de plasma celular causada por un campo eléctrico aplicado externamente. Generalmente
se usa en biologia molecular como una forma de introducir alguna sustancia en una célula. La electroporacion
generalmente se realiza con sometido a electroporaciones, dispositivos que crean un campo electromagnético en la
solucion de células. La suspension celular se pipetea en una cubeta de vidrio o plastico que tiene dos electrodos de
aluminio en sus lados. Para la electroporacion, tipicamente se usa una suspensién celular de alrededor de 50 microlitros.
Antes de la electroporacion, se mezcla con el acido nucleico a transfectar. La mezcla se pipetea en la cubeta, el voltaje y
la capacitancia se ajustan y la cubeta se inserta en el sometido a electroporacién. Preferiblemente, el medio liquido se
agrega inmediatamente después de la electroporacion (en la cubeta o en un tubo Eppendorf), y el tubo se incuba a la
temperatura 6ptima de las células durante una hora o mas para permitir la recuperacion de las células y opcionalmente la
expresion de resistencia a antibioticos.

De acuerdo con las ensefianzas, se prefiere que un acido nucleico tal como ARN que codifica un péptido o proteina una
vez absorbido o introducido en una célula cuya célula puede estar presente in vitro o en un sujeto, dé como resultado la
expresion de dicho péptido o proteina. La célula puede expresar el péptido o la proteina codificada intracelularmente (por
ejemplo, en el citoplasma y/o en el nucleo), puede secretar el péptido o proteina codificada, o puede expresarlo en la
superficie. Si un péptido o proteina (por ejemplo, B18R) es para evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN
extracelular, se prefiere la secrecion del péptido o proteina. Si un péptido o proteina (por ejemplo, E3, K3) inhibe la
sefalizacion intracelular de IFN, se prefiere la expresion intracelular del péptido o proteina.

Si de acuerdo con la ensefianza, el ARN capaz de expresar ciertos factores para la reprogramacion de células somaticas
se introduce en células somaticas, se prefiere que esta introduccién de ARN dé como resultado la expresion de dichos
factores durante un periodo de tiempo para completar el proceso de reprogramacion y en el desarrollo de células que
tienen caracteristicas de células madre. Preferiblemente, la introduccion de ARN capaz de expresar ciertos factores como
se describe aqui en células somaticas da como resultado la expresion de dichos factores durante un periodo de tiempo
prolongado, preferiblemente durante al menos 10 dias, preferiblemente durante al menos 11 dias y mas preferiblemente
durante al menos 12 dias. Para lograr dicha expresion a largo plazo, el ARN se introduce preferiblemente de forma
periddica (es decir, repetitivamente) en las células mas de una vez, preferiblemente usando electroporacion.
Preferiblemente, el ARN se introduce en las células al menos dos veces, mas preferiblemente al menos 3 veces, mas
preferiblemente al menos 4 veces, incluso mas preferiblemente al menos 5 veces hasta preferiblemente 6 veces, mas
preferiblemente hasta 7 veces o incluso hasta 8 , 9 o 10 veces, preferiblemente durante un periodo de tiempo de al menos
10 dias, preferiblemente durante al menos 11 dias y mas preferiblemente durante al menos 12 dias para asegurar la
expresion de uno o mas factores durante un periodo prolongado de tiempo. Preferiblemente, los periodos 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 realizacion, los periodos de tiempo que transcurren entre las introducciones repetidas del ARN no son
mayores de 72 horas, preferiblemente no mas de 48 horas o 36 horas. En una realizacidon, antes de la siguiente
electroporacion, las células pueden recuperarse de la electroporacion anterior. En esta realizacion, los periodos de tiempo
que transcurren entre las introducciones repetidas del ARN son al menos 72 horas, preferiblemente al menos 96 horas,
mas preferiblemente al menos 120 horas. En cualquier caso, las condiciones deben seleccionarse de modo que los
factores se expresen en las células en cantidades y durante periodos de tiempo que respalden el proceso de
reprogramacion.

Preferiblemente, se usa al menos 1 ug, preferiblemente al menos 1.25 ug, mas preferiblemente al menos 1.5 pug y
preferiblemente de hasta 20 pug, mas preferiblemente hasta 15 pg, mas preferiblemente hasta 10 ug, mas preferiblemente
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de hasta 5 pg, preferiblemente 1 a 10 ug, incluso mas preferiblemente de 1 a 5 ug, o de 1 a 2.5 pyg de ARN para cada
péptido, proteina o factor por electroporacion.

Preferiblemente, si se produce una pérdida de viabilidad de las células mediante electroporaciones repetidas, se afiaden
células no sometidas a electroporacién previamente como células portadoras. Preferiblemente, las células previamente
no sometidas a electroporacion se agregan antes, durante o después de una o mas de la 42 y siguientes, preferiblemente,
la 52 y siguientes electroporaciones tales como antes, durante o después de la 42 y 62 electroporacion. Preferiblemente,
se afiaden células previamente no sometidas a electroporacion antes, durante o después de la 4% o 5% y cada
electroporacion posterior. Preferiblemente, las células previamente no sometidas a electroporacién son las mismas células
que aquellas en las que se introduce ARN.

Términos tales como "mejora de la viabilidad celular", "viabilidad celular mejorada” o "viabilidad aumentada de las células"
significan en el contexto de la presente ensefianza que la cantidad de células vivas o viables bajo ciertas condiciones es
mayor que la cantidad de células viables o células bajo otras condiciones, en donde el cultivo se realiza bajo las mismas
condiciones excepto la condicién que resulta en la viabilidad celular mejorada o aumentada, tales como impedir el
acoplamiento del receptor de IFN por extracelular IFN y la inhibicién de la sefalizacion de IFN intracelular en una célula
frente a no impedir el acoplamiento de estar del receptor de IFN por IFN extracelular y no inhibe la sefalizacion intracelular
de IFN en una célula. En este contexto, "las mismas condiciones" se refieren a una situacion en la que se usan las mismas
células, las células se cultivan en las mismas condiciones (excepto la condicion que da como resultado una mayor
viabilidad celular) y la viabilidad celular se mide por el mismo medio. Las "mismas condiciones" también abarcan la
introduccion o la introduccion repetitiva de ARN en las células.

El ARN de cadena doble (ARNds) producido durante la infeccion viral activa varias respuestas antivirales celulares. El
ARN de cadena doble (ARNds) no solo constituye el material genético de los virus ARNds, sino que también se produce
en las células infectadas por virus de ARN de cadena positiva y algunos virus de ADN. Entre las respuestas antivirales
celulares mejor caracterizadas esta el cierre de la sintesis de proteinas mediada por la proteina quinasa dependiente de
ARN (PKR) y los sistemas de oligoadenilato sintetasa (OAS)/RNasa L. El receptor 3 tipo Toll (TLR3) y las ARN helicasas
RIG-I y MDAS5 sirven como sensores para ARNdSs; cf. Fig. 1. Tras la activacion, inducen cascadas de sefializacién que
culminan en la expresion de los interferones tipo | (IFN). La induccion de los IFN de tipo | se controla predominantemente
al nivel de transcripcion por una familia de factores de transcripcion denominados factores reguladores del interferén (IRF).

Los interferones son citoquinas importantes que se caracterizan por actividades antivirales, antiproliferativas e
inmunomoduladoras. Los interferones son proteinas que alteran y regulan la transcripcion de genes dentro de una célula
mediante la union a receptores de interferon en la superficie de la célula regulada, evitando asi la replicacion viral dentro
de las células. De acuerdo con las ensefianzas, la expresion "acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular" se
refiere a la unién de IFN, en particular IFN tipo |, a receptores de interferén en la superficie celular.

Los interferones se pueden agrupar en dos tipos. IFN-gamma es el unico interferén tipo Il; todos los demas son
interferones tipo |. Los interferones tipo | y tipo Il difieren en la estructura de los genes (los genes del interferon tipo 1l
tienen tres exones; los tipo |, uno), la ubicacién cromosémica (en los humanos, el tipo Il esta ubicado en el cromosoma
12; los genes del interferdn tipo | estan conectados y en el cromosoma -9), y los tipos de tejidos donde se producen (los
interferones de tipo | se sintetizan de forma ubicua, tipo Il mediante linfocitos). Los interferones de tipo | inhiben
competitivamente a los demas que se unen a los receptores celulares, mientras que el interferén de tipo Il tiene un receptor
distinto. Segun las ensefianzas, el término "interferén" o "IFN" se refiere preferentemente a interferones de tipo |, en
particular IFN-alfa e IFN-beta.

Los IFN-alfa humanos estan codificados por una familia de multiples genes que consiste en aproximadamente 20 genes;
cada gen caodifica un Unico subtipo del IFN-alfa humano. Los polipéptidos IFN-alfa humanos se producen mediante varias
lineas celulares humanas y células de leucocitos humanos después de la exposicion a virus o ARN de cadena doble, o
en lineas celulares de leucocitos transformadas (por ejemplo, lineas linfoblastoides). Los IFN-alfa interactuan con los
receptores de la superficie celular e inducen la expresion, principalmente a nivel transcripcional, de un conjunto amplio
pero especifico de genes celulares.

El IFN-beta humano es un polipéptido regulador con un peso molecular de 22 kDa que consiste en 166 residuos de
aminoacidos. Puede ser producido por la mayoria de las células del cuerpo, en particular fibroblastos, en respuesta a una
infeccion viral o exposicion a otros productos bioldgicos. Se une a un receptor de superficie celular multimérico, y la unién
productiva del receptor da como resultado una cascada de eventos intracelulares que conducen a la expresion de genes
inducibles por IFN-beta que, a su vez, producen efectos que pueden clasificarse como antivirales, antiproliferativos o
inmunomoduladores.

Los IFN inducen la expresion de una plétora de genes antivirales, que pueden interferir con el ciclo de replicacion viral.
De acuerdo con las ensefianzas, el término "proteina efectora antiviralmente activa" se refiere a un grupo de proteinas
codificadas por genes estimulados con IFN (ISG) cuya transcripcion esta sefalizada por IFN de tipo |. Estas proteinas se
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dirigen a distintos componentes virales y distintas etapas del ciclo de vida viral, con el objetivo de eliminar los virus
invasores. Las "proteinas efectoras activas antivirales" estan implicadas en diferentes vias efectoras que bloquean
individualmente la transcripcion viral, degradan el ARN viral, inhiben la traducciéon y modifican la funcion de la proteina
para controlar todas las etapas de la replicacion viral. Dichas proteinas incluyen 2',5'-oligoadenilato sintetasa (OAS), en
particular 2',5'-oligoadenilato sintetasa 1 (OAS1), ARN dependiente de la proteina quinasa R (PKR) y RNasaL. Tanto PKR
como OAS se activan directamente por ARNds. Por lo tanto, ARNds induce la expresion de estas proteinas efectoras
antivirales activas y también es necesario para su activacion.

La PKR se expresa constitutivamente, y es inducida por IFN de tipo I. Tras la union a ARNdSs, la PKR se dimeriza y se
somete a autofosforilacién para obtener una actividad catalitica completa. Una vez activado, la PKR fosforila el factor de
iniciacion de la traduccion eucariota elF2-alfa. En su estado fosforilado, elF2-alfa forma un complejo estable con el factor
de intercambio de nucledtidos elF2-beta, que luego ya no se recicla para el inicio de la traduccion de proteinas mediante
el intercambio GDP/GTP. En consecuencia, la activacion de PKR conduce a un bloqueo global de la sintesis de proteinas
en la célula infectada, lo que puede obstaculizar la produccion de progenie de virus. De esta forma, la PKR en combinacion
con elF2-alfa constituye una via antiviral (dependiente de la ruta de PKR).

El término "proteina-quinasa dependiente de ARN" (proteina-quinasa activada por ARN; PKR) se refiere a una proteina
de union a ARN que es una proteina-quinasa de serina/treonina inducida por interferén identificada inicialmente en
respuesta viral en virtud de su unién a y activacion por la extensa estructura secundaria formada por secuencias de ARN
viral. La PKR humana es de 68 kDa con un dominio de uniéon a ARNds N-terminal de aproximadamente 20 kDa y un
dominio de proteina quinasa C-terminal. La PKR in vitro se activa al unirse a moléculas de ARN con una extensa estructura
secundaria duplex. In vivo, se cree que la enzima se activa mediante ARN virales de doble cadena (ARNds) o intermedios
replicativos virales que comprenden ARNds. La unién a ARN de cadena doble para PKR provoca un cambio
conformacional en la enzima que altera el sitio de uniéon a ATP en el dominio quinasa y conduce a la autofosforilacion en
multiples residuos de serina y treonina en toda la secuencia de PKR. La autofosforilacion estimulada por ARN aumenta
la sensibilidad celular a los estimulos apoptéticos y proinflamatorios a través de varias rutas putativas, incluida la
fosforilacion de su sustrato 2 conocido como factor de iniciacion eucariético (elF2-alfa).

El término "PKR" se refiere preferiblemente a PKR humana, y, en particular, a una proteina que comprende la secuencia
de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 14 del listado de secuencias o una variante de dicha secuencia de
aminoacidos. En una realizacién, el término "PKR" se refiere a una proteina que comprende una secuencia de
aminoacidos codificada por la secuencia de acido nucleico segun la SEQ ID NO: 13. El término "PKR" incluye cualquier
variante, en particular mutantes, variantes de empalme, conformaciones, isoformas, variantes alélicas, variantes de
especies y homologos de especies, en particular los que estan presentes de manera natural. Una variante alélica se
relaciona con una alteracién en la secuencia normal de un gen, cuya importancia a menudo no esta clara. La
secuenciacion completa de genes a menudo identifica numerosas variantes alélicas para un gen determinado. Un
homologo de especie es una secuencia de acido nucleico o aminoacido con una especie de origen diferente de la de un
acido nucleico o secuencia de aminoacidos dada. Un experto en la técnica entendera que la secuencia de ADNc de PKR
como se describié anteriormente seria equivalente al ARNm de PKR, y puede usarse para la generacion de acidos
nucleicos inhibidores contra PKR.

La actividad de proteina quinasa que incluye la autofosforilacion de proteina quinasa se puede medir mediante una
variedad de técnicas conocidas por la persona experta. Un método implica la separacién de ATP sin reaccionar del
sustrato de quinasa fosforilada por ejemplo precipitacion de fosfoproteina sobre tiras de celulosa mediante acido
tricloroacético seguido de lavado o adsorcién de fosfoproteina sobre tiras de fosfocelulosa. Por ejemplo, la desfosfo-PKR
puede activarse mediante incubacion con poli[l:C] y puede permitirse que la autofosforilacién se desarrolle en presencia
de [y-32P] ATP. Se puede probar la capacidad de los compuestos para bloguear esta autofosforilaciéon de PKR inducida
por ARN. Otro método implica la deteccion y cuantificacion de fosfo-PKR en relacion con la cantidad total de PKR en el
mismo lisado de células mediante inmunotransferencia Western con anticuerpos especificos para PKR de fosfo o PKR de
longitud completa. Otro método implica la deteccion y cuantificacion del sustrato fosforilado de PKR, por ejemplo fosfo-
elF2-alfa en relacién con la cantidad total de elF2-alfa en el mismo lisado de células mediante inmunotransferencia
Western con anticuerpos especificos para fosfo-elF2-alfa o elF2-alfa de longitud completa.

El término "elF2-alfa" se refiere preferiblemente a elF2-alfa humana y, en particular, a una proteina que comprende la
secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 16 del listado de secuencias o una variante de dicha secuencia
de aminoacidos. En una realizacion, el término "elF2-alfa" se refiere a una proteina que comprende una secuencia de
aminoacidos codificada por la secuencia de acido nucleico segun SEQ ID NO: 15. El término "elF2-alfa" incluye cualquier
variante, en particular mutantes, empalmes variantes, conformaciones, isoformas, variantes alélicas, variantes de
especies y homologos de especies, en particular los que estan presentes de manera natural.

La OAS se expresa en bajos niveles constitutivos y es inducido por IFN de tipo I. La proteina se acumula en el citoplasma
de la célula como monémeros inactivos. Tras la activacion por ARNds virico, la enzima oligomeriza (en el caso de OAS
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1) forma un tetramero que puede condensar moléculas de ATP mediante enlaces inusuales 2',5'-fosfodiéster y sintetiza
2', 5'-oligoadenilatos que, a su vez, active la RNasalL inactiva constitutivamente expresada. La union de 2',5-
oligoadenilatos a RNasalL desencadena la dimerizacion de los monémeros enzimaticos, a través de sus dominios de tipo
quinasa, que a continuacion escinden los ARN celulares (y virales). Como resultado, se inhibe la sintesis de proteinas
virales, y los genomas de ARN virico se destruyen directamente. De esta forma, la OAS en combinacion con RNasaL
constituye una via de desintegracion de ARN antiviral (ruta antiviral OAS-RNasaL o dependiente de la ruta de la OAS).

Los cuatro genes de la OAS identificados en humanos, denominados OAS1, OAS2, OAS3 y OASL (similar a la OEA), se
han mapeado en el cromosoma 12 (cromosoma 5 en ratones). OAS1 tiene dos formas empalmadas en humanos (ocho
en ratones) que producen dos, 40 y 46 kDa, proteinas que difieren en sus extremos C por 18 y 54 aminoacidos,
respectivamente. OAS2 produce cuatro transcritos alternativamente empalmados que codifican dos proteinas de 69y 71
kDa. OAS3 codifica una sola transcripcion que produce una proteina de 100 kDa. Estas proteinas tienen una considerable
homologia entre si, con OAS1, OAS2 y OAS3 que codifican uno, dos y tres, respectivamente, dominios "OAS". La proteina
mas distintiva de la OAS es OASL. Dos transcripciones de OASL se expresan produciendo dos proteinas de 30 y 59 kDa.
El OASL de mayor peso molecular contiene una sefal putativa de localizacion nucleolar en su extremo C que,
probablemente, explica su distribucion unica (de las otras isoformas OAS) en la célula. La proteina OASL también tiene
un dominio de la OEA, sin embargo, las mutaciones en los residuos clave desactivan la funcién catalitica de esta proteina
humana. Curiosamente, uno de los dos homdlogos de raton conserva su actividad 2',5'-polimerasa. Ademas del dominio
de la OAS, OASL tiene un unico C-terminal de 160 aminoacidos que codifica un dominio de tipo ubiquitina que es
homologo a ISG15. Por consiguiente, OASL se conjuga (ISGilacion) a proteinas celulares después del tratamiento de
células con IFN de tipo I. Parece haber expresién diferencial e induccién de cada forma de las proteinas OAS humanas.
Ademas, cada una de las tres proteinas OAS funcionales tiene funciones bioldgicas Unicas. Un motivo tripéptido (CFK)
dentro de los dominios de la OAS de OAS1 y OAS2 media la oligomerizacion, por lo que la forma cataliticamente activa
de estas enzimas es un tetramero y un dimero, para OAS1 y OAS2, respectivamente. Este motivo tripéptido no se
conserva en los dominios OAS3 y OASL de la OEA vy, por lo tanto, estas proteinas funcionan como mondémeros. La
polimerizacion de los monémeros de la OEA influye en su factibilidad de procesamiento, con OAS3 sintetizando moléculas
diméricas de oligbmeros ligados en 2',5', mientras que OAS1 y OAS2 son capaces de sintetizar oligémeros triméricos y
tetrameros. Los oligémeros diméricos 2',5' ligados no son activadores eficaces de RNasaL y, en consecuencia, se cree
que regulan procesos alternativos, con un informe que sugiere un papel en la expresion génica mediante la regulacion de
la topoisomerasa | de ADN. Segun la ensefianza, el término "2',5'-oligoadenilato sintetasa" u "OAS" preferiblemente se
refiere a moléculas que son activadores de RNasal y preferiblemente a OAS1 y OAS2.

El término "OAS" se refiere preferiblemente a OAS humana, y, en particular, a una proteina que comprende la secuencia
de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 18 o 20 del listado de secuencias o una variante de dicha secuencia de aminoacidos.
En una realizacion, el término "OAS" se refiere a una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos codificada
por la secuencia de acido nucleico de acuerdo con la SEQ ID NO: 17 o 19. El término "OAS" incluye cualquier variante,
en particular mutantes, variantes de empalme, conformaciones, isoformas, variantes alélicas, variantes de especies y
homologos de especies, en particular los que estan presentes de manera natural.

La RNasalL dependiente de 2',5' se expresa como una proteina de 80 kDa con dos dominios de tipo quinasa (PUG vy
STYKc) y ocho repeticiones de anquirina. La enzima se expresa constitutivamente como un monémero inactivo. La
autoinhibicién de la enzima se alivia con la unién de 2',5'-oligémeros (generados por las proteinas de OAS) a las
repeticiones de anquirina y posterior homodimerizacion. La enzima dimérica activa luego degrada ARNss.

El término "RNasal" se refiere preferiblemente a RNasaL humana, y, en particular, a una proteina que comprende la
secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 22 del listado de secuencias o una variante de dicha secuencia de
aminoacidos. En una realizacién, el término "RNasal" se refiere a una proteina que comprende una secuencia de
aminoacidos codificada por la secuencia de acido nucleico segun la SEQ ID NO: 21. El término "ARNasaL" incluye
cualquier variante, en particular mutantes, variantes de empalme, conformaciones, isoformas, variantes alélicas, variantes
de especies y homdlogos de especies, en particular los que estan presentes de manera natural.

Segun las ensefianzas, el término "evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular" se refiere a una
inhibicién, es decir, bloqueo o reduccién de la interaccion de IFN, en particular IFN de tipo |, con sus receptores especificos
inhibiendo o reduciendo la funcién de IFN. El acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular se puede evitar, por
ejemplo, mediante la provision de un agente de unién para IFN extracelular. Aquellos aspectos de la presente invencion
que implican una o mas proteinas o péptidos para evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular, tales
como proteinas o péptidos descritos en el presente documento, por ejemplo, uno o mas agentes de union para IFN
extracelular, pueden implicar la provisién de acidos nucleicos, en particular ARN, que codifica estas una o mas proteinas
o péptidos para las células, por ejemplo, introduciendo los acidos nucleicos en las células.

Por ejemplo, la proteina B18R es un receptor de interferdn tipo | codificado por virus vaccinia con especificidad para
interferones de tipo | de ratén, ser humano, conejo, rata y vaca que tiene una potente actividad neutralizante. La proteina
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B18R codificada por el gen B18R de la cepa de virus vaccinia Western Reserve. La glucoproteina de 60-65 kD esta
relacionada con los receptores de interleuquina-1 y es un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas, a diferencia
de otros receptores de IFN de tipo |, que pertenecen a la familia de receptores de citoquinas de clase |l. La proteina B18R
tiene una alta afinidad (KD, 174 pM) para IFN alfa humano. Entre los modificadores de la respuesta del huésped viral, la
proteina B18R es Unica porque existe como una proteina extracelular soluble, asi como una proteina de la superficie
celular, lo que permite el bloqueo de las funciones de IFN tanto autocrinas como paracrinas. Se ha demostrado que la
proteina B18R inhibe la potencia antiviral de IFN-alfa1, IFN-alfa2, IFN-alfa-8/1/8 e IFN-omega en células humanas. La
proteina B18R soluble es altamente potente para neutralizar los interferones de tipo I, que incluyen IFN-alfa, beta, delta,
kappa.

El término "B18R" se refiere preferiblemente a una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de acuerdo con
la SEQ ID NO: 24 del listado de secuencias o una variante de dicha secuencia de aminoacidos. En una realizacion, el
término "B18R" se refiere a una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de
acido nucleico segun la SEQ ID NO: 23. El término "B18R" incluye cualquier variante, en particular mutantes, variantes
de empalme, conformaciones, isoformas, variantes alélicas, variantes de especies y homologos de especies, en particular
los que estan presentes de manera natural.

El acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular puede evitarse adicionalmente, por ejemplo, reduciendo el nivel
de IFN, en particular IFN extracelular. En una realizacion, se impide el acoplamiento del receptor de IFN por IFN
extracelular al interferir con la expresion del gen de IFN. Por ejemplo, el complejo de proteina de serina proteasa de virus
de la hepatitis C NS3/4A es capaz de interferir y reducir la actividad del promotor de IFN y es un inhibidor especifico de la
expresion del gen de IFN. El término "NS3/4A" se refiere preferiblemente a una proteina que comprende la secuencia de
aminodacidos segun la SEQ ID NO: 29 del listado de secuencias o una variante de dicha secuencia de aminoacidos. El
término "NS3/4A" incluye cualquier variante, en particular mutantes, variantes de empalme, conformaciones, isoformas,
variantes alélicas, variantes de especies y homdlogos de especies, en particular los que estan presentes de manera
natural.

Segun la ensefianza, el término "sefalizacion intracelular de IFN" se refiere a los eventos de sefalizacion intracelular y
funciones efectoras, en particular funciones antivirales, activadas por IFN que interactian con sus receptores especificos
e incluye las funciones de proteinas que son inducidas por IFN, en particular proteinas efectoras antivirales activas. En
particular, el término "sefalizacion intracelular de IFN" incluye la propagacion de sefial y las funciones efectoras, en
particular funciones antivirales, ejercidas por proteinas que son parte de la dependiente de la ruta de PKR, en particular
PKR y elF2-alfa, y/o la OAS dependiente de la ruta, en particular OAS y RNasaL.

El término "inhibir la sefalizacién intracelular de IFN" se refiere a una inhibiciéon o reduccién de la sefializacion de IFN
intracelular y puede lograrse inhibiendo la expresion, actividad o activacion de proteinas que estan implicadas en la
sefializacion intracelular de IFN, en particular proteinas que son parte de la via PKR-dependiente y/o la dependiente de
la ruta de la OAS. Por ejemplo, muchos virus han desarrollado mecanismos para contrarrestar las rutas PKR y OAS/RNasa
L. Estos mecanismos pueden usarse de acuerdo con la invencién para inhibir la sefializacién intracelular de IFN. Aquellos
aspectos de la presente invencion que implican una o mas proteinas o péptidos en la inhibicién de la sefializacion
intracelular de IFN, tales como proteinas o péptidos descritos en este documento, por ejemplo una o mas proteinas o
péptidos que inhiben la ruta dependiente de PKR y/o la ruta dependiente de OAS, pueden implicar la provision de acidos
nucleicos, en particular ARN, que codifica estas una o mas proteinas o péptidos para las células, por ejemplo introduciendo
los acidos nucleicos en las células.

Segun la ensefanza, la ruta dependiente de PKR puede inhibirse por un agente que inhibe o reduce la actividad o
activacion de PKR o por un agente que desfosforila elF2-alfa o impide su fosforilacién, terminando asi la sefal inducida
por PKR. Por ejemplo, la sefalizacién de IFN intracelular puede inhibirse de acuerdo con la invencién utilizando cualquiera
de los mecanismos de defensa virales contra la cascada de sefializacion de PKR. A este respecto, la invenciéon puede
implicar el uso de sefiuelo ARNds (por ejemplo, adenovirus VAI RNA, Epstein-Barr virus EBER, HIV TAR), compuestos
que efectuan la degradacion de PKR (por ejemplo, poliovirus 2AP™), compuestos que inhiben la activacién de PKR, por
ejemplo mediante la ocultacién de ARNdSs virico (por ejemplo, virus vaccinia E3/E3L, reovirus sigma3, virus de la gripe
NS1, virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1) US11), compuestos que bloquean la dimerizacion (por ejemplo, virus de la
gripe p58PK; virus de la hepatitis C NS5A), pseudosubstratos (por ejemplo virus vaccinia K3/K3L; Tat VIH) o
desfosforilacion del sustrato (por ejemplo virus del herpes simple ICP34.5). El virus Vaccinia E3 es una proteina de union
a ARNds de 25 kDa (codificada por el gen E3L) que se une y secuestra el ARNds para evitar la activacion de PKR y OAS.
E3 se puede unir directamente a PKR e inhibe su actividad, dando como resultado una fosforilacion reducida de elF2-alfa.
El gen K3L del virus vaccinia codifica un homodlogo de 10.5 kDa de la subunidad alfa-elF2 que actia como un
seudosubstrato no fosforilable de PKR e inhibe competitivamente la fosforilacion de elF2-alfa. El virus Vaccinia C7/C7L
inhibe la fosforilaciéon de elF2-alfa. La proteina ICP34.5 de HSV-1 funciona como una subunidad reguladora de la fosfatasa
PP1 celular, que la dirige a desfosforilar elF2-alfa, terminando asi la sefial inducida por PKR. Las proteinas m142 y m143
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de citomegalovirus murino (MCMV) se han caracterizado como proteinas de unién a ARNds que inhiben la activacion de
PKR, la fosforilacion del factor de iniciacion de traduccion elF2 y un cierre de sintesis de proteina posterior.

Un sefiuelo de ARN es pseudosubstrato de ARN que tiene una estructura similar al sustrato de ARN de una enzima, con
el fin de hacer que la enzima se una al pseudosubstrato en lugar de al sustrato real, bloqueando asi la actividad de la
enzima.

El término "E3" se refiere preferiblemente a una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID
NO: 26 del listado de secuencias o una variante de dicha secuencia de aminoacidos. En una realizacion, el término "E3"
se refiere a una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de acido nucleico
segun la SEQ ID NO: 25. El término "E3" incluye cualquier variante, en particular mutantes, variantes de empalme,
conformaciones, isoformas, variantes alélicas, variantes de especies y homologos de especies, en particular los que estan
presentes de manera natural.

El término "K3" preferiblemente se refiere a una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID
NO: 28 del listado de secuencias o una variante de dicha secuencia de aminoacidos. En una realizacion, el término "K3"
se refiere a una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de acido nucleico
segun la SEQ ID NO: 27. El término "K3" incluye cualquier variante, en particular mutantes, variantes de empalme,
conformaciones, isoformas, variantes alélicas, variantes de especies y homdlogos de especies, en particular los que estan
presentes de manera natural.

El término "ICP34.5" se refiere preferiblemente a una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de acuerdo
con la SEQ ID NO: 30 del listado de secuencias o una variante de dicha secuencia de aminoacidos. El término "ICP34.5"
incluye cualquier variante, en particular mutantes, variantes de empalme, conformaciones, isoformas, variantes alélicas,
variantes de especies y homologos de especies, en particular los que estan presentes de manera natural.

Segun la presente ensefianza, el término "reducir la actividad de la proteina quinasa dependiente de ARN (PKR)" se
refiere a medidas que dan como resultado un menor grado de homodimerizacion de PKR, en un grado menor de
autofosforilacion de PKR y/o en un grado menor de fosforilacion de dianas que son sustratos de quinasa de PKR tales
como elF2-alfa en comparacion con la situacion normal, en particular la situacion normal en una célula, en donde la
actividad de PKR no se reduce/no ha sido reducida por el hombre. Preferiblemente, dicho término incluye todas las
medidas que dan como resultado un grado inferior de autofosforilacién de PKR y/o en un grado inferior de fosforilacion de
dianas que son sustratos de quinasa de PKR.

En un aspecto, la reduccion de la actividad de la proteina quinasa dependiente de ARN (PKR) en una célula comprende
tratar la célula con un inhibidor de expresion y/o actividad de PKR. De acuerdo con la invencion, la expresion "inhibir la
expresion y/o actividad" incluye una inhibicion completa o esencialmente completa de la expresion y/o actividad y una
reduccion en la expresion y/o actividad.

En un aspecto, dicho inhibidor de PKR se dirige a la proteina PKR y preferiblemente es especifico para PKR. PKR puede
inhibirse de varias maneras, por ejemplo mediante la inhibicion de la autofosforilacién y/o dimerizacion de PKR,
proporcionando un pseudoactivador de PKR, o proporcionando un pseudo-sustrato de PKR. El inhibidor de PKR puede
ser un agente que esta implicado en un mecanismo de defensa viral como se discutié anteriormente. Por ejemplo, el virus
vaccinia E3L codifica una proteina de unién a ARNds que inhibe PKR en células infectadas por virus, presumiblemente
secuestrando activadores de ARNds. K3, también codificado por virus vaccinia, funciona como un inhibidor de
pseudosustrato al unirse a PKR. Por lo tanto, proporcionar virus vaccinia E3L puede dar como resultado la inhibicion de
la PKR. Al proporcionar ARN VAI de adenovirus, virus Tat de VIH o virus EMBER1 de Epstein-Barr, puede dar lugar a la
pseudoactivacion de PKR. De este modo, por ejemplo, todos los factores virales, es decir, inhibidores derivados de virus,
que bloguean la actividad de PKR tales como los descritos en este documento, pueden usarse para reducir la actividad
de PKR.

En un aspecto, el inhibidor de PKR es un inhibidor quimico. Preferiblemente, el inhibidor de PKR es un inhibidor de la
autofosforilacion de PKR inducida por ARN. Preferiblemente, el inhibidor de PKR es un inhibidor de PKR dirigido al sitio
de unién a ATP.

En una realizacion, el inhibidor de PKR es 6,8-dihidro-8-(1H-imidazol-5-ilmetileno)-7H-pirrolo[2,3-g]benzotiazol-7-ona. En
una realizacion, el inhibidor de PKR tiene la siguiente formula:
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En un aspecto, el inhibidor de PKR es 2-aminopurina. En una realizacion, el inhibidor de PKR tiene la siguiente férmula:

4 N
N ~
<\N\ N//\\NHQ

Preferiblemente, se usa un inhibidor como se describié anteriormente en una concentracion de al menos 0.5 uM o superior,
al menos 1 uM o superior o al menos 2 uM o superior y preferiblemente en una concentracion de hasta 5 uM, hasta 4 pM,
hasta 3 uM o hasta 2 pM.

En un aspecto adicional, el inhibidor de la actividad de PKR es un anticuerpo que se une especificamente a PKR. La unién
del anticuerpo a PKR puede interferir con la funciéon de PKR, por ejemplo, inhibiendo la actividad de unién o la actividad
catalitica.

En un aspecto, se prevé reducir la actividad de PKR en una célula tratando la célula con uno o mas inhibidores derivados
de virus tales como el virus vaccinia E3 y/o K3, asi como tratar la célula con uno o mas compuestos quimicos. Inhibidores
de PKR tales como 6,8-dihidro-8-(1H-imidazol-5-ilmetileno)-7H-pirrolo[2,3-g]benzotiazol-7-ona y/o 2-aminopurina.

De acuerdo con las ensefanzas, la ruta dependiente de OEA puede ser inhibida por un agente que inhibe o reduce la
actividad o activacion de OAS y/o RNasal. Por ejemplo, el virus vaccinia E3 es una proteina de union a ARNds de 25 kDa
(codificada por el gen E3L) que se une y secuestra el ARNds para evitar la activacion de OAS.

De acuerdo con la presente ensefanza, los términos "reducir la actividad de OAS" se refieren preferiblemente a medidas
que dan como resultado un menor grado de produccion de 2',5'-oligoadenilatos y, por tanto, la activacién de RNasalL.

En un aspecto, la reduccién de la actividad de OAS y/o RNasaL en una célula comprende tratar la célula con un inhibidor
de expresion y/o actividad de OAS y/o RNasalL. De acuerdo con la invencion, la expresion "inhibir la expresion y/o
actividad" incluye una inhibicién completa o esencialmente completa de la expresion y/o actividad y una reduccion en la
expresion y/o actividad.

En un aspecto, la inhibicién de la expresion de PKR, OAS o RNasaL, en lo sucesivo denominada "proteina diana", puede
tener lugar inhibiendo la produccion o la reduccion del nivel de transcripcion, es decir, ARNm, que codifica el objetivo
proteina, por ejemplo, inhibiendo la transcripcion o induciendo la degradacién del transcrito, y/o inhibiendo la produccion
de la proteina diana, por ejemplo inhibiendo la traducciéon de la transcripcién que codifica la proteina diana. En un aspecto,
dicho inhibidor es especifico para un acido nucleico que codifica la proteina diana. En un aspecto particular, el inhibidor
de la expresion de la proteina diana es un acido nucleico inhibidor (por ejemplo, molécula antisentido, ribozima, ARNi,
ARNSsi o un ADN que codifica el mismo) que se hibrida selectivamente y es especifico para el acido nucleico que codifica
la proteina diana, inhibiendo de ese modo (por ejemplo, reduciendo) la transcripcion y/o traduccién de los mismos.

Los acidos nucleicos inhibidores de esta ensefianza incluyen oligonucleétidos que tienen secuencias en la orientacion
antisentido con respecto a los acidos nucleicos diana. Los oligonucleétidos inhibidores adecuados tipicamente varian en
longitud de cinco a varios cientos de nucleétidos, mas tipicamente de aproximadamente 20-70 nucledtidos de longitud o
mas cortos, incluso mas tipicamente de aproximadamente 10-30 nucledtidos de longitud. Estos oligonucleétidos
inhibidores pueden aplicarse, in vitro o in vivo, como acidos nucleicos libres (desnudos) o en formas protegidas, por
ejemplo, encapsulados en liposomas. El uso de formas protegidas liposémicas u otras puede ser ventajoso ya que puede
potenciar la estabilidad in vivo y de este modo facilitar la administracion a sitios diana.

Ademas, el acido nucleico diana puede usarse para disefar ribozimas que se direccionen a la escisiéon de los ARNm
correspondientes en las células. De forma similar, estas ribozimas pueden administrarse en forma libre (desnuda) o
mediante el uso de sistemas de suministro que potencian la estabilidad y/o la direccion, por ejemplo, liposomas.
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Ademas, el acido nucleico diana se puede usar para disefiar ARNsi que pueden inhibir (por ejemplo, reducir) la expresion
del acido nucleico. Los ARNsi pueden administrarse en forma libre (desnuda) o mediante el uso de sistemas de
administracion que mejoran la estabilidad y/o el direccionamiento, por ejemplo, liposomas. También pueden administrarse
en forma de sus precursores o ADN de codificacion.

ARNsi comprende preferiblemente una cadena de ARN sentido y una cadena de ARN complementario, donde las cadenas
de ARN sentido y antisentido forman un duplex de ARN, y en donde la cadena de ARN sentido comprende una secuencia
de nucledtidos sustancialmente idéntica a una secuencia objetivo de aproximadamente 19 a aproximadamente 25
nucledtidos contiguos en un acido nucleico diana, preferiblemente ARNm que codifica PKR.

Debe entenderse que, segun la ensefianza, en lugar de los péptidos o proteinas mencionados anteriormente para (i) evitar
el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular y (ii) inhibir la sefializacion intracelular de IFN, pueden
proporcionarse acidos nucleicos que codifican los péptidos o proteinas. La expresién "proporcionada en forma de un acido
nucleico” como se usa en el presente documento descriptiva es para dar cuenta de esta posibilidad. Por ejemplo, las
células pueden transfectarse con acido nucleico, en particular ARN, que codifica los péptidos o proteinas y el acido
nucleico puede expresarse en las células para producir los péptidos o proteinas.

En un aspecto, las células se tratan para (i) evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular y/o (ii) inhibir
la sefializacion de IFN intracelular antes, simultaneamente y/o después de la introduccion del ARN que codifica el péptido
o proteina para ser expresado, por ejemplo uno o mas factores que permiten la reprogramacion de las células somaticas
a células que tienen caracteristicas de células madre, o la primera introduccién (por ejemplo, en el caso de transfecciones
repetidas) de ARN. En un aspecto, las células se tratan para (i) evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN
extracelular y/o (ii) inhibir la sefalizacion intracelular de IFN siguiente, preferiblemente inmediatamente después de la
introduccion de ARN o la primera introduccion (por ejemplo, en caso de transfecciones repetidas) de ARN.

En un aspecto, las células se tratan para (i) evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular y/o (ii) inhibir
la sefalizacién intracelular de IFN durante al menos 24 h, al menos 48 h, al menos 72 h, al menos 96 h, al menos 120 h
o incluso mas. Lo mas preferiblemente, las células se tratan para (i) evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN
extracelular y/o (ii) inhibir la sefalizacion de IFN intracelular durante todo el periodo de tiempo en donde se desea la
expresion de RNA, como permanentemente, opcionalmente con transfeccion repetida de ARN.

De acuerdo con las ensefianzas, se prevé que (i) evite la participacion del receptor de IFN por IFN extracelular y (ii) inhiba
la sefalizacion intracelular de IFN en una célula in vitro o in vivo, preferiblemente in vitro. Por lo tanto, segun la presente
ensefianza, la célula puede ser una célula aislada o puede formar parte de un 6rgano, un tejido y/o un organismo.

Las "moléculas antisentido" o "acidos nucleicos antisentido" pueden usarse para regular, en particular reducir, la expresion
de un acido nucleico. El término "molécula antisentido" o "acido nucleico antisentido" se refiere de acuerdo con la invencion
a un oligonucledtido que es un oligorribonucledtido, oligodesoxirribonucledtido, oligorribonucledtido modificado u
oligodesoxirribonucleétido modificado y que se hibrida en condiciones fisiolégicas con ADN que comprende un gen
particular o con ARNm de dicho gen, inhibiendo de ese modo la transcripcion de dicho gen y/o la traduccion de dicho
ARNm. De acuerdo con la invencién, una "molécula antisentido" también comprende una construccién que contiene un
acido nucleico o una parte del mismo en orientacién inversa con respecto a su promotor natural. Una transcripcion
antisentido de un acido nucleico o de una parte de la misma puede formar un ddplex con ARNm de origen natural y asi
evitar la acumulacion o la traduccion del ARNm. Otra posibilidad es el uso de ribozimas para inactivar un acido nucleico.

En un aspecto preferido, el oligonucledtido antisentido se hibrida con un sitio N-terminal o 5' cadena arriba tal como un
sitio de iniciacién de la traduccion, un sitio de iniciacién de la transcripcidon o un sitio promotor. En aspectos adicionales,
el oligonucledtido antisentido se hibrida con una regién 3' no traducida o un sitio de corte y empalme de ARNm.

Por "ARN interferente pequeio” o "ARNsi" como se usa en el presente documento se entiende una molécula de ARN,
preferiblemente mayor que 10 nucledtidos de longitud, mas preferiblemente mayor que 15 nucleétidos de longitud, y lo
mas preferiblemente 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucledtidos de longitud que se usa para identificar
un gen diana o ARNm que se va a degradar. Un rango de 19-25 nucleétidos es el tamafio mas preferido para los ARNSsi.

Una o ambas cadenas del ARNsi también pueden comprender un saliente 3'. Como se usa en el presente documento, un
"saliente 3" se refiere a al menos un nucledtido no apareado que se extiende desde el extremo 3' de una cadena de ARN.
Por tanto, en un aspecto, el ARNsi comprende al menos un saliente en 3' de 1 a aproximadamente 6 nucleétidos (que
incluye ribonucleétidos o desoxinucledtidos) de longitud, preferiblemente de 1 a aproximadamente 5 nucledtidos de
longitud, mas preferiblemente de 1 a aproximadamente 4 nucledtidos de longitud, y particularmente preferible de
aproximadamente 2 a aproximadamente 4 nucleétidos de longitud. En la realizacién en la que ambas cadenas de la
molécula de ARNsi comprenden un saliente 3', la longitud de los salientes puede ser la misma o diferente para cada
cadena. En una realizacién mas preferida, el saliente 3' esta presente en ambas cadenas del ARNsi, y tiene una longitud
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de 2 nucledtidos. Por ejemplo, cada cadena del ARNsi de la invencion puede comprender 3' salientes de acido
didesoxitimidilico ("TT") o acido diuridilico ("uu").

Con el fin de mejorar la estabilidad del ARNsi, los salientes 3' también se pueden estabilizar contra la degradacién. En
una realizacion, los salientes se estabilizan incluyendo nucleétidos de purina, tales como adenosina o nucleétidos de
guanosina. Alternativamente, se tolera la sustitucion de nucleétidos de pirimidina por analogos modificados, por ejemplo,
sustitucion de nucledétidos de uridina en los salientes 3' con 2'- desoxitimidina, y no afecta la eficacia de la degradacion de
ARNi. En particular, la ausencia de un 2'-hidroxilo en la 2'-desoxitimidina mejora significativamente la resistencia a la
nucleasa del saliente 3' en el medio de cultivo tisular.

Las cadenas en sentido y antisentido del ARNsi pueden comprender dos moléculas de ARN de cadena sencillas
complementarias o pueden comprender una Unica molécula en la que dos porciones complementarias estan emparejadas
por bases y estan unidas covalentemente por un area de "horquilla" de cadena sencilla. Es decir, la region de sentido y la
region antisentido pueden estar conectadas covalentemente mediante una molécula de enlace. La molécula enlazadora
puede ser un polinucledtido o un enlazador no nucleotidico. Sin desear estar ligado a ninguna teoria, se cree que el area
de horquilla del ultimo tipo de molécula de ARNsi se escinde intracelularmente por la proteina "recortadora" (o su
equivalente) para formar un ARNsi de dos moléculas de ARN emparejadas por bases individuales.

Como se usa en el presente documento, "ARNm diana" se refiere a una molécula de ARN que es un objetivo para la
subregulacion. EI ARNsi puede expresarse a partir de vectores de expresion pol Il sin un cambio en el sitio de seleccion,
ya que la expresion de ARN de promotores pol lll solo se cree que es eficaz cuando el primer nucledtido transcrito es una
purina.

El ARNsi de acuerdo con las ensefianzas puede dirigirse a cualquier extension de aproximadamente 19-25 nucleétidos
contiguos en cualquiera de las secuencias de ARNm diana (la "secuencia diana"). Técnicas para seleccionar secuencias
diana para ARNSsi se dan, por ejemplo, en Tuschl T. et al., "The ARNsi User Guide", revisado el 11 de octubre de 2002.
La "The ARNsi User Guide" esta disponible en la red mundial en una sitio web mantenido por el Dr. Thomas Tuschl,
Laboratory of ARN Molecular Biology, Rockefeller University, Nueva York, Estados Unidos, y se puede encontrar
accediendo al sitio web de la Universidad Rockefeller y buscando con la palabra clave "ARNSsi". De este modo, la cadena
de sentido del presente ARNsi comprende una secuencia de nucleétidos sustancialmente idéntica a cualquier extension
contigua de aproximadamente 19 a aproximadamente 25 nucleétidos en el ARNm diana.

Generalmente, una secuencia diana en el ARNm diana se puede seleccionar a partir de una secuencia de ADNc dada
correspondiente al ARNm diana, preferiblemente comenzando de 50 a 100 nt corriente abajo (es decir, en la direccion 3')
desde el coddn de inicio. Sin embargo, la secuencia diana puede estar localizada en las regiones 5' 0 3' no traducidas, o
en la regién cercana al codon de inicio.

Se puede obtener ARNSsi utilizando varias técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el ARNsi puede
sintetizarse quimicamente o producirse de forma recombinante usando métodos conocidos en la técnica, tales como el
sistema in vitro de Drosophila descrito en la solicitud publicada de Estados Unidos. 2002/0086356 de Tuschl et al.

Preferiblemente, el ARNsi se sintetiza quimicamente usando ribonucledsidos fosforamiditas apropiadamente protegidos
y un sintetizador de ADN/ARN convencional. EI ARNsi se puede sintetizar como dos moléculas de ARN complementarias
separadas o como una molécula de ARN unica con dos regiones complementarias.

Alternativamente, el ARNsi también puede expresarse a partir de plasmidos de ADN circulares o lineales recombinantes
usando cualquier promotor adecuado. Los promotores adecuados para expresar ARNsi de la invencion a partir de un
plasmido incluyen, por ejemplo, las secuencias promotoras de ARN pol Ill de U6 o H1 y el promotor de citomegalovirus.

La seleccién de otros promotores adecuados esta dentro de la experiencia en la técnica. Los plasmidos recombinantes
de la invencién también pueden comprender promotores inducibles o regulables para la expresion del ARNsi en un tejido
particular o en un entorno intracelular particular.

El ARNsi expresado a partir de plasmidos recombinantes puede aislarse a partir de sistemas de expresion de células
cultivadas mediante técnicas estandar, o puede expresarse intracelularmente. El uso de plasmidos recombinantes para
administrar ARNsi a células in vivo esta dentro de la experiencia en la técnica. El ARNsi puede expresarse a partir de un
plasmido recombinante como dos moléculas de ARN separadas, complementarias, o como una Unica molécula de ARN
con dos regiones complementarias.

La seleccion de plasmidos adecuados para expresar ARNSsi, los métodos para insertar secuencias de acido nucleico para
expresar el ARNsi en el plasmido, y los métodos para administrar el plasmido recombinante a las células de interés estan
dentro de la experiencia en la técnica.
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El término "célula" o "célula huésped" preferiblemente se refiere a una célula intacta, es decir, una célula con una
membrana intacta que no ha liberado sus componentes intracelulares normales tales como enzimas, organulos o material
genético. Una célula intacta preferiblemente es una célula viable, es decir, una célula viva capaz de llevar a cabo sus
funciones metabdlicas normales. Preferiblemente, dicho término se refiere de acuerdo con la invencién a cualquier célula
que puede transformarse o transfectarse con un acido nucleico exégeno. El término "célula" incluye, de acuerdo con la
invencion, células procariotas (por ejemplo, E. coli) o células eucariotas. Las células de mamifero son particularmente
preferidas, tales como las células de humanos, ratones, hamsters, cerdos, cabras y primates. En un aspecto, la célula es
una célula somatica como se describe en este documento. En una realizacion, la célula es una célula que tiene una funcion
de barrera. Preferiblemente, la célula es un fibroblasto tal como un fibroblasto descrito en el presente documento, un
queratinocito, una célula epitelial o una célula endotelial tal como una célula endotelial del corazén, una célula endotelial
del pulmén 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 colageno y desempefia un papel critico en la
cicatrizacion de heridas. La funcién principal de los fibroblastos es mantener la integridad estructural de los tejidos
conectivos mediante la secrecion continua de precursores de la matriz extracelular. Los fibroblastos son las células mas
comunes del tejido conectivo en los animales. Los fibroblastos son morfolégicamente heterogéneos con diversas
apariencias dependiendo de su ubicacién y actividad.

Los queratinocitos son el tipo de célula predominante en la epidermis, la capa mas externa de la piel humana. La funcién
principal de los queratinocitos es la formacion de la capa de queratina que protege la piel y el tejido subyacente del dafio
ambiental como el calor, la radiacion UV y la pérdida de agua.

El epitelio es un tejido compuesto de células que recubren las cavidades y las superficies de las estructuras en todo el
cuerpo. Muchas glandulas también se forman a partir del tejido epitelial. Se encuentra sobre el tejido conectivo y las dos
capas estan separadas por una membrana basal. En los humanos, el epitelio se clasifica como un tejido corporal primario,
siendo los otros el tejido conectivo, el tejido muscular y el tejido nervioso. Las funciones de las células epiteliales incluyen
secrecion, absorcion selectiva, proteccion, transporte transcelular y deteccion de sensacion.

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

De acuerdo con la presente ensefianza, el término "péptido" comprende oligo- y polipéptidos y se refiere a sustancias que
comprenden dos o mas, preferiblemente 3 o mas, preferiblemente 4 o mas, preferiblemente 6 o mas, preferiblemente 8 o
mas, preferiblemente 10 o mas, preferiblemente 13 o mas, preferiblemente 16 mas, preferiblemente 21 o mas y hasta
preferiblemente 8, 10, 20, 30, 40 o 50, en particular 100 aminoacidos unidos covalentemente por enlaces peptidicos. El
término "proteina" se refiere a péptidos grandes, preferiblemente a péptidos con mas de 100 residuos de aminoacidos,
pero en general los términos "péptidos" y "proteinas" son sinénimos y se usan indistintamente en este documento.

La presente ensefianza también incluye "variantes" de los péptidos, proteinas o secuencias de aminoacidos descritas en
este documento.

Para los fines de la presente ensefianza, las "variantes" de una secuencia de aminoacidos comprenden variantes de
insercion de aminoacidos, variantes de adicion de aminoacidos, variantes de eliminacion de aminoacidos y/o variantes de
sustitucion de aminoacidos.

Las variantes de insercién de aminoacidos comprenden inserciones de uno o dos 0 mas aminoacidos en una secuencia
de aminoacidos particular. En el caso de las variantes de secuencia de aminoacidos que tienen una insercién, se insertan
uno o mas residuos de aminoacidos en un sitio particular en una secuencia de aminoacidos, aunque también es posible
la insercion aleatoria con seleccion apropiada del producto resultante.

Las variantes de adicion de aminoacidos comprenden fusiones amino y/o carboxi-terminales de uno o mas aminoacidos,
tales como 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 o mas aminoacidos.

Las variantes de eliminacién de aminoacidos se caracterizan por la eliminacion de uno o mas aminoacidos de la secuencia,
como por eliminaciénde 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 o mas aminoacidos. Las eliminaciones pueden estar en cualquier posicion
de la proteina. Las variantes de eliminacion de aminoacidos que comprenden la eliminacién en el extremo N-terminal y/o
C-terminal de la proteina también se denominan variantes de truncamiento N-terminal y/o C-terminal.

Las variantes de sustitucion de aminoacidos se caracterizan porque se elimina al menos un residuo en la secuencia y se
inserta otro residuo en su lugar. Se da preferencia a las modificaciones que estan en posiciones en la secuencia de
aminoacidos que no estan conservadas entre proteinas o péptidos homologos y/o a la sustitucion de aminoacidos por
otros que tienen propiedades similares. Preferiblemente, los cambios de aminoacidos en las variantes de proteina son
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cambios de aminoacidos conservativos, es decir, sustituciones de aminoacidos cargados o no cargados de forma similar.
Un cambio conservador de aminoacidos implica la sustitucion de uno de una familia de aminoacidos que estan
relacionados en sus cadenas laterales. Los aminoacidos naturales generalmente se dividen en cuatro familias: acida
(aspartato, glutamato), basica (lisina, arginina, histidina), no polar (alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
metionina, triptéfano) y aminoacidos polares sin carga (glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina).
La fenilalanina, el triptéfano y la tirosina a veces se clasifican conjuntamente como aminoacidos aromaticos.

Preferiblemente, el grado de similitud, preferiblemente identidad entre una secuencia de aminoacidos dada y una
secuencia de aminoacidos que es una variante de dicha secuencia de aminoacidos dada sera al menos aproximadamente
60%, 65%, 70%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99%. El grado de similitud o identidad se da preferiblemente para una regién de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 10%, al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 30%, al menos aproximadamente
40%, al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 90% o aproximadamente 100% de la longitud completa de la
secuencia de aminoacidos de referencia. Por ejemplo, si la secuencia de aminoacidos de referencia consiste en 200
aminoacidos, el grado de similitud o identidad se da preferiblemente por al menos aproximadamente 20, al menos
aproximadamente 40, al menos aproximadamente 60, al menos aproximadamente 80, al menos aproximadamente 100,
al menos aproximadamente 120, al menos aproximadamente 140, al menos aproximadamente 160, al menos
aproximadamente 180, o aproximadamente 200 aminoacidos, preferiblemente aminoacidos continuos. En realizaciones
preferidas, el grado de similitud o identidad se da para toda la longitud de la secuencia de aminoacidos de referencia. El
alineamiento para determinar la similitud de secuencia, preferiblemente la identidad de secuencia, puede realizarse con
herramientas conocidas, preferiblemente usando la mejor alineacion de secuencia, por ejemplo, usando Align, usando
configuraciones estandar, preferiblemente EMBOSS::needle, Matrix: Blosum62, Gap Open 10.0, Gap Extender 0.5.

La "similitud de secuencia" indica el porcentaje de aminoacidos que son idénticos o representan sustituciones
conservadoras de aminoacidos. La "identidad de secuencia" entre dos secuencias de aminoacidos indica el porcentaje de
aminoacidos o nucleétidos que son idénticos entre las secuencias.

El término "porcentaje de identidad" pretende indicar un porcentaje de residuos de aminoacidos que son idénticos entre
las dos secuencias que se van a comparar, obtenidas después de la mejor alineacion, siendo este porcentaje puramente
estadistico y distribuyéndose las diferencias entre las dos secuencias. al azar y en toda su longitud. Las comparaciones
de secuencias entre dos secuencias de aminoacidos se llevan a cabo convencionalmente comparando estas secuencias
después de haberlas alineado de manera éptima, dicha comparacion se lleva a cabo por segmento o por "ventana de
comparacion" para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. La alineacién optima de las
secuencias para comparacion puede producirse, ademas de manualmente, por medio del algoritmo de homologia local
de Smith and Waterman, 1981, Ads App. Math. 2, 482, por medio del algoritmo de homologia local de Neddleman and
Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48, 443, por medio del método de busqueda de similitud de Pearson and Lipman, 1988, Proc.
Natl Acad. Sci. USA 85, 2444, o por medio de programas de computadora que usan estos algoritmos (GAP, BESTFIT,
FASTA, BLAST P, BLAST Ny TFASTA en Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science
Drive, Madison, Wis.).

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

Las secuencias de aminoacidos homdélogas muestran segun la invencion al menos 40%, en particular al menos 50%, al
menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90% y preferiblemente al menos 95%, al menos 98 o al menos 99%
de identidad de los residuos de aminoacidos.

Las variantes de secuencia de aminoacidos descritas en este documento pueden prepararse facilmente por la persona
experta, por ejemplo, mediante manipulacion de ADN recombinante. La manipulacion de secuencias de ADN para
preparar péptidos o proteinas que tienen sustituciones, adiciones, inserciones o eliminaciones, se describe en detalle en
Sambrook et al. (1989), por ejemplo. Ademas, las variantes de péptidos y aminoacidos descritas en este documento se
pueden preparar facilmente con la ayuda de técnicas de sintesis de péptidos conocidas tales como, por ejemplo, mediante
sintesis en fase soélida y métodos similares. La ensefianza también se refiere a derivados de los péptidos o proteinas
descritos en este documento que estan comprendidos por los términos "péptido" y "proteina”. "Derivados" de proteinas y
péptidos son formas modificadas de proteinas y péptidos. Tales modificaciones incluyen cualquier modificacion quimica
y comprenden sustituciones, eliminaciones y/o adiciones Unicas o multiples de cualquier molécula asociada con la proteina
o péptido, tales como carbohidratos, lipidos y/o proteinas o péptidos. En una realizacion, los "derivados" de proteinas o
péptidos incluyen aquellos analogos modificados que resultan de la glicosilacion, acetilacion, fosforilacion, amidacion,
palmitoilacién, miristoilacion, isoprenilacion, lipidaciéon, alquilacién, derivacion, introduccion de grupos
protectores/bloqueantes, escision proteolitica o unién a un anticuerpo o a otro ligando celular. El término "derivado"
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también se extiende a todos los equivalentes quimicos funcionales de dichas proteinas y péptidos. Preferiblemente, un
péptido modificado tiene estabilidad aumentada y/o inmunogenicidad aumentada.

De acuerdo con las ensefianzas, una variante de un péptido o proteina preferiblemente tiene una propiedad funcional del
péptido o proteina del que se ha derivado. Dichas propiedades funcionales se describen en el presente documento para
OCT4, SOX2, NANOG, LIN28, KLF4 y c-MYC, respectivamente. Preferiblemente, una variante de un péptido o proteina
tiene la misma propiedad en la reprogramacion de una célula animal diferenciada que el péptido o proteina del que se ha
derivado. Preferiblemente, la variante induce o mejora la reprogramacion de una célula diferenciada animal.

En un aspecto, el péptido o proteina codificada por el ARN es un factor que permite la reprogramacion de células
somaticas a células que tienen caracteristicas de células madre. En un aspecto, el péptido o proteina comprende uno o
mas antigenos y/o uno o mas péptidos antigénicos. Preferiblemente, dicho ARN es capaz de expresar dicho péptido o
proteina, en particular si se introduce en una célula.

Una "célula madre" es una célula con la capacidad de autorrenovarse, permanecer indiferenciada y diferenciarse. Una
célula madre puede dividirse sin limite, por lo menos durante la vida del animal en donde reside naturalmente. Una célula
madre no esta diferenciada terminalmente; no esta en la etapa final de una via de diferenciacién. Cuando una célula
madre se divide, cada célula hija puede seguir siendo una célula madre o emprender un curso que conduce a la
diferenciacion terminal.

Las células madre totipotentes son células que tienen propiedades de diferenciacion totipotenciales y que son capaces
de convertirse en un organismo completo. Esta propiedad es poseida por las células hasta la etapa de 8 células después
de la fertilizacion del ovocito por los espermatozoides. Cuando estas células se aislan y se trasplantan al Utero, pueden
convertirse en un organismo completo.

Las células madre pluripotentes son células capaces de desarrollarse en diversas células y tejidos derivados de las capas
ectodérmica, mesodérmica y endodérmica. Las células madre pluripotentes que se derivan de la masa celular interna
localizada dentro de los blastocistos, que se generan entre 4 y 5 dias después de la fecundacion, se denominan "células
madre embrionarias" y pueden diferenciarse en otras células tisulares pero no pueden formar nuevos organismos vivos.

Las células madre multipotentes son células madre que se diferencian normalmente en tipos celulares especificos de su
tejido y organo de origen. Las células madre multipotentes estan involucradas no solo en el crecimiento y desarrollo de
varios tejidos y 6rganos durante los periodos fetal, neonatal y adulto, sino también en el mantenimiento de la homeostasis
del tejido adulto y la funcion de inducir la regeneracion tras el dafio tisular. Las células multipotentes especificas de tejido
se denominan colectivamente "células madre adultas".

Una "célula madre embrionaria" o "ESC" es una célula madre que esta presente o aislada de un embrién. Puede ser
pluripotente, tener la capacidad de diferenciarse en cada célula presente en el organismo, o multipotente, con la capacidad
de diferenciarse en mas de un tipo de célula.

Como se usa en este documento, "embrién" se refiere a un animal en las primeras etapas de su desarrollo. Estas etapas
se caracterizan por la implantacion y la gastrulacion, donde se definen y establecen las tres capas germinales y por la
diferenciacion de las capas de gérmenes en los respectivos 6rganos y sistemas organicos. Las tres capas germinales son
endodermo, ectodermo y mesodermo.

Un "blastocisto" es un embrion en una etapa temprana de desarrollo en la que el 6vulo fertilizado ha sufrido escision, y se
esta 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 el ICM es el precursor del embrion.

Una célula madre adulta, también llamada célula madre somatica, es una célula madre que se encuentra en un adulto.
Una célula madre adulta se encuentra en un tejido diferenciado, puede renovarse y puede diferenciar, con algunas
limitaciones, los tipos celulares especializados de su tejido de origen. Ejemplos incluyen células madre mesenquimales,
células madre hematopoyeéticas y células madre neurales.

Una "célula diferenciada" es una célula madura que ha experimentado cambios evolutivos progresivos a una forma o
funcién mas especializada. La diferenciacion celular es el proceso al que se somete una célula a medida que madura a
un tipo de célula abiertamente especializado. Las células diferenciadas tienen caracteristicas distintas, realizan funciones
especificas y tienen menos probabilidades de dividirse que sus contrapartes menos diferenciadas.

Una célula "indiferenciada", por ejemplo, una célula inmadura, embrionaria o primitiva, tipicamente tiene una apariencia
inespecifica, puede realizar actividades multiples, no especificas, y puede funcionar mal, si es que lo hace, en funciones
tipicamente realizadas por células diferenciadas.
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"Célula somatica" se refiere a cualquier y todas las células diferenciadas y no incluye células madre, células germinales
o gametos. Preferiblemente, "célula somatica" como se usa en el presente documento se refiere a una célula diferenciada
terminalmente.

Tal como se usa en el presente documento, "comprometido" se refiere a células que se consideran comprometidas
permanentemente con una funcioén especifica. Las células comprometidas también se denominan "células diferenciadas
terminalmente”.

Como se usa en el presente documento, "diferenciacién” se refiere a la adaptacion de células para una forma o funcién
particular. En las células, la diferenciacién conduce a una célula mas comprometida.

Como se usa en el presente documento, "desdiferenciacion” se refiere a la pérdida de especializacién en forma o funcion.
En las células, la desdiferenciacion conduce a una célula menos comprometida.

Tal como se usa en el presente documento, la "reprogramacion” se refiere al reinicio del programa genético de una célula.
Una célula reprogramada exhibe preferiblemente pluripotencia.

Los términos "desdiferenciado" y "reprogramado” o términos similares se usan indistintamente en el presente documento
para denotar células derivadas de células somaticas que tienen caracteristicas de células madre. Sin embargo, dichos
términos no pretenden limitar la materia aqui descrita por consideraciones mecanicas o funcionales.

El término "ARN que induce el desarrollo de caracteristicas de células madre" o "ARN capaz de expresar uno o mas
factores que permiten la reprogramacion de células somaticas a células que tienen caracteristicas de células madre" se
refiere a ARN que cuando se introduce en una célula somatica induce la célula a desdiferenciarse.

Como se usa en este documento, "célula germinal" se refiere a una célula reproductiva tal como un espermatocito o un
ovocito, o una célula que se desarrollara en una célula reproductora.

Como se usa en el presente documento, "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 utero.

Los términos tales como "célula que tiene caracteristicas de células madre”, "célula que tiene propiedades de células
madre" o "célula similar a madre" se usan en el presente documento para designar células que, aunque se derivan de
células no madre somaticas diferenciadas, exhiben una o mas caracteristicas tipicas de las células madre, en particular
las células madre embrionarias. Dichas caracteristicas incluyen una morfologia embrionaria de células madre como
colonias compactas, alto cociente de nucleo a citoplasma y nucléolos prominentes, cariotipos normales, expresion de la
actividad de la telomerasa, expresion de marcadores de superficie celular que son caracteristicos de las células madre
embrionarias y/o expresién de genes que son caracteristicos de las células madre embrionarias. Los marcadores de
superficie celular que son caracteristicos de las células madre embrionarias se seleccionan, por ejemplo, del grupo que
consiste en antigeno-3 embrionario especifico de estadio (SSEA-3), SSEA-4, antigeno-1-60 relacionado con tumor (TRA-
1-60), TRA-1-81, y TRA-2-49/6E. Los genes que son caracteristicos de las células madre embrionarias se seleccionan,
por ejemplo, del grupo que consiste en OCT4 enddgeno, NANOG enddgeno, crecimiento y factor de diferenciacion 3
(GDF3), expresion reducida 1 (REX1), factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF4), el gen embrionario especifico de
células 1 (ESGH1), el desarrollo de pluripotencia asociada a 2 (DPPA2), DPPA4 vy la transcriptasa inversa de telomerasa
(TERT). En una realizacion, la una o mas caracteristicas tipicas de las células madre incluyen pluripotencia.

En una realizacion del método de la ensefianza, las caracteristicas de células madre comprenden una morfologia de
células madre embrionarias, donde dicha morfologia de células madre embrionarias comprende preferiblemente criterios
morfolégicos seleccionados del grupo que consiste en colonias compactas, relacion de alto ndcleo a citoplasma y
nucleolos prominentes. En ciertas realizaciones, las células que tienen caracteristicas de células madre tienen cariotipos
normales, expresan actividad de telomerasa, expresan marcadores de superficie celular que son caracteristicos de células
madre embrionarias y/o expresan genes que son caracteristicos de células madre embrionarias. Los marcadores de
superficie celular que son caracteristicos de las células madre embrionarias se pueden seleccionar del grupo que consiste
en antigeno embrionario-3 especifico de etapa (SSEA-3), SSEA-4, antigeno-1-60 relacionado con tumor (TRA-1-60), TRA-
1-81, y TRA-2-49/6E y los genes que son caracteristicos de las células madre embrionarias se pueden seleccionar del
grupo que consiste en OCT4 endégeno, NANOG enddgeno, crecimiento y factor de diferenciacion 3 (GDF3), reducido
expresion 1 (REX1), factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF4), gen embrionario especifico de células 1 (ESG1),
desarrollo de pluripotencia asociada a 2 (DPPA2), DPPA4 y transcriptasa inversa de telomerasa (TERT).

Preferiblemente, las células que tienen caracteristicas de células madre son células somaticas desdiferenciadas y/o
reprogramadas. Preferiblemente, las células que tienen caracteristicas de células madre exhiben las caracteristicas
esenciales de las células madre embrionarias tales como un estado pluripotente. Preferiblemente, las células que tienen
caracteristicas de células madre tienen el potencial de desarrollo para diferenciarse en derivados avanzados de las tres
capas germinales primarias. En una realizacion, la capa germinal primaria es endodermo y la derivada avanzada es tejido
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epitelial similar a intestino. En una realizacién adicional, la capa germinal primaria es mesodermo y la derivada avanzada
es musculo y/o cartilago estriado. En una realizaciéon adicional, la capa germinal primaria es ectodermo y la derivada
avanzada es tejido neural y/o tejido epidérmico. En una realizacion preferida, las células que tienen caracteristicas de
células madre tienen el potencial de desarrollo para diferenciarse en células neuronales y/o células cardiacas.

En un aspecto, las células somaticas son células somaticas derivadas de células madre embrionarias con un fenotipo
mesenquimal. En un aspecto preferido, las células somaticas son fibroblastos tales como fibroblastos fetales o fibroblastos
o queratinocitos postnatales, preferiblemente queratinocitos derivados de foliculos pilosos. En realizaciones adicionales,
los fibroblastos son fibroblastos de pulmén, fibroblastos de prepucio o fibroblastos dérmicos. En un aspecto particular, los
fibroblastos son fibroblastos depositados en la American Type Culture Collection (ATCC) con el numero de catalogo CCL-
186, depositados en la American Type Culture Collection (ATCC) con el numero de catalogo CRL-2097 o depositados en
la American Type Culture Collection (ATCC) bajo el nimero de catalogo CRL-2522, o distribuido por System Biosciences
bajo el catalogo no. PC501A-HFF. En un aspecto, los fibroblastos son fibroblastos dérmicos humanos adultos.
Preferiblemente, las células somaticas son células humanas. Las células somaticas pueden estar genéticamente
modificadas.

El término "factor" de acuerdo con las ensefianzas cuando se usa junto con la expresion del mismo por ARN incluye
proteinas y péptidos, asi 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, mamiferos y
roedores. Ejemplos de mamiferos incluyen, pero no se limitan a, primates humanos y no humanos. Los primates incluyen,
pero no se limitan a, humanos, chimpancés, mandriles, monos cynomolgus y cualquier otro mono del Nuevo o del Viejo
Mundo. Los roedores incluyen, pero no se limitan a, ratén, rata, conejillo de indias, hamster y jerbo.

De acuerdo con la presente ensefianza, uno o mas factores capaces de permitir la reprogramacion de células somaticas
a células que tienen caracteristicas de células madre comprenden un conjunto de factores seleccionados del grupo que
consiste en (i) OCT4 y SOX2, (i) OCT4, SOX2, y uno o ambos de NANOG y LIN28, (iii) OCT4, SOX2 y uno o ambos de
KLF4 y c-MYC. En una realizacion, dichos uno o mas factores que pueden expresarse mediante el ARN comprenden
OCT4, SOX2, NANOG y LIN28 o OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC. Preferiblemente, el ARN se introduce en dicha célula
somatica diferenciada animal mediante electroporacion o microinyeccion. Preferiblemente, el método de la ensefianza
comprende ademas permitir el desarrollo de células que tienen caracteristicas de células madre, por ejemplo cultivando
la célula somatica bajo condiciones de cultivo de células madre embrionarias, preferiblemente condiciones adecuadas
para mantener células madre pluripotentes en un estado indiferenciado.

La OCT4 es un factor de transcripcion de los factores de transcripcion POU eucariéticos y un indicador de pluripotencia
de células madre embrionarias. Es una proteina de unién octomérica expresada por la madre. Se ha observado que esta
presente en los ovocitos, la masa celular interna de los blastocitos y también en la célula germinal primordial. El gen
POU5F1 codifica la proteina OCT4. Sinénimos del nombre del gen incluyen OCT3, OCT4, OTF3 y MGC22487. La
presencia de OCT4 en concentraciones especificas es necesaria para que las células madre embrionarias permanezcan
indiferenciadas.

Preferiblemente, "proteina OCT4" o simplemente "OCT4" se refiere a OCT4 humana y preferiblemente comprende una
secuencia de aminoacidos codificada por el acido nucleico segun la SEQ ID NO: 1, preferiblemente la secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 2 Un experto en la técnica entenderia que la secuencia de ADNc de OCT4
como se describio anteriormente seria equivalente al ARNm de OCT4, y puede usarse para la generacion de ARN capaz
de expresar OCT4.

Sox2 es un miembro de la familia de genes Sox (caja de HMG relacionada con SRY) que codifica factores de transcripcion
con un unico dominio de unién a ADN de HMG. Se ha descubierto que SOX2 controla las células progenitoras neuronales
al inhibir su capacidad de diferenciacién. La represion del factor da como resultado la deslaminacién de la zona ventricular,
que es seguida por una salida del ciclo celular. Estas células también comienzan a perder su caracter progenitor a través
de la pérdida del progenitor y los marcadores de diferenciacion neuronal temprana.

Preferiblemente, "proteina SOX2" o simplemente "SOX2" se refiere a SOX2 humana y preferiblemente comprende una
secuencia de aminoacidos codificada por el acido nucleico segun la SEQ ID NO: 3, preferiblemente la secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 4 Un experto en la técnica entenderia que la secuencia de ADNc de SOX2
como se describio anteriormente seria equivalente al ARNm de SOX2, y puede usarse para la generacion de ARN capaz
de expresar SOX2.

El NANOG es un gen de homeodominio de tipo NK-2, y se ha propuesto que desempefia un papel clave en el
mantenimiento de la pluripotencia de células madre presumiblemente al regular la expresién de genes criticos para la
renovacion y diferenciacion de células madre embrionarias. El NANOG se comporta como un activador de la transcripcion
con dos dominios de activacion inusualmente fuertes incrustados en su extremo C. La reduccion de la expresion de
NANOG induce la diferenciacion de las células madre embrionarias.
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Preferiblemente, "proteina NANOG" o simplemente "NANOG" se refiere a NANOG humano y preferiblemente comprende
una secuencia de aminoacidos codificada por el acido nucleico de acuerdo con SEQ ID NO: 5, preferiblemente la
secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID NO: 6. Un experto en la técnica comprendera que la secuencia de
ADNc de NANOG como se describié anteriormente seria equivalente al ARNm de NANOG, y se puede usar para la
generacion de ARN capaz de expresar NANOG.

LIN28 es una proteina citoplasmica conservada con un emparejamiento inusual de motivos de unién a ARN: un dominio
de choque frio y un par de dedos de zinc CCHC de tipo retroviral. En los mamiferos, es abundante en diversos tipos de
células indiferenciadas. En células de mamifero pluripotentes, se observa LIN28 en complejos sensibles a RNasa con
proteina de union poli(A) y en fracciones polisomales de gradientes de sacarosa, lo que sugiere que esta asociado con la
traduccion de ARNm.

Preferiblemente, "proteina LIN28" o simplemente "LIN28" se refiere a LIN28 humana y preferiblemente comprende una
secuencia de aminoacidos codificada por el acido nucleico segun la SEQ ID NO: 7, preferiblemente la secuencia de
aminoacidos segun la SEQ ID NO: 8. Un experto en la técnica entenderia que la secuencia de ADNc de LIN28 como se
describié anteriormente seria equivalente al ARNm de LIN28, y puede usarse para la generaciéon de ARN capaz de
expresar LIN28.

El factor similar a Krueppel (KLF4) es un factor de transcripcion con dedos de zinc, que se expresa fuertemente en células
epiteliales postmitéticas de diferentes tejidos, por ejemplo el colon, el estbmago y la piel. KLF4 es esencial para la
diferenciacion terminal de estas células y participa en la regulacion del ciclo celular.

Preferiblemente, "proteina KLF4" o simplemente "KLF4" se refiere a KLF4 humano y preferiblemente comprende una
secuencia de aminoacidos codificada por el acido nucleico segun la SEQ ID NO: 9, preferiblemente la secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 10. Un experto en la técnica entendera que la secuencia de ADNc de KLF4
como se describid anteriormente seria equivalente a ARNm de KLF4, y puede usarse para la generacion de ARN capaz
de expresar KLF4.

MYC (cMYC) es un protooncogen, que se sobreexpresa en una amplia gama de canceres humanos. Cuando se muta
especificamente, o se sobreexpresa, aumenta la proliferacién celular y funciona como un oncogen. El gen MYC codifica
un factor de transcripcion que regula la expresion del 15% de todos los genes a través de la unién a las secuencias
Enhancer Box (cajas E) y al reclutamiento de histonas acetiliransferasas (HAT). MYC pertenece a la familia de factores
de transcripcion MYC, que también incluye genes N-MYC y L-MYC. Los factores de transcripcion de la familia MYC
contienen el dominio bHLH/LZ (cremallera hélice-bucle-hélice leucina basica).

Preferiblemente, "proteina cMYC" o simplemente "cMYC" se refiere a cMYC humano y comprende preferiblemente una
secuencia de aminoacidos codificada por el acido nucleico segun la SEQ ID NO: 11, preferiblemente la secuencia de
aminoacidos segun la SEQ ID NO: 12. Un experto en la técnica entenderia que la secuencia de ADNc de cMYC como se
describié anteriormente seria equivalente a cMYC ARNm, y puede usarse para la generacion de ARN capaz de expresar
cMYC.

Una referencia en el presente documento a factores especificos tales como OCT4, SOX2, NANOG, LIN28, KLF4 o c-MYC
0 a secuencias especificas de los mismos debe entenderse para incluir también todas las variantes de estos factores
especificos o las secuencias especificas de los mismos como se describe aqui. En particular, debe entenderse para incluir
también todas las variantes de empalme, variantes postraduccion, conformaciones, isoformas y homologos de especies
postraduccién modificados de estos factores/secuencias especificos que son expresados naturalmente por las células.

El término "miARN" (microARN) se refiere a ARNs no codificantes de 21-23 nucleétidos que se encuentran en células
eucariotas que, al inducir la degradacion y/o evitar la traduccion de ARNm diana, modulan una plétora de funciones
celulares, incluidas las relacionadas con la ESC -renovacién/diferenciacion y progresion del ciclo celular. Los miARN son
reguladores postranscripcionales que se unen a secuencias complementarias en transcritos de ARN mensajero objetivo
(ARNm), lo que generalmente da como resultado la represion de traduccidon o la degradacion del objetivo y el
silenciamiento génico. Se ha encontrado que los miIARN en la combinacién correcta son capaces de inducir la
reprogramacion celular directa de células somaticas a células que tienen caracteristicas de células madre in vitro. Por
ejemplo, se ha observado que el conjunto miARN 302-367 potencia la reprogramacion de células somaticas.

Preferiblemente, la etapa de permitir el desarrollo de células que tienen caracteristicas de células madre usadas en los
métodos para proporcionar células que tienen caracteristicas de células madre descritas aqui comprende cultivar las
células somaticas bajo condiciones de cultivo de células madre embrionarias, preferiblemente condiciones adecuadas
para mantener células madre pluripotentes en un estado indiferenciado.

Preferiblemente, para permitir el desarrollo de células que tienen caracteristicas de células madre, las células se cultivan
en presencia de uno o mas inhibidores de ADN metiltransferasa y/o uno o mas inhibidores de histona desacetilasa. Los
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compuestos preferidos se seleccionan del grupo que consiste en 5'-azacitidina (5'-azaC), acido suberoilanilida
hidroxamico (SAHA), dexametasona, tricostatina A (TSA), butirato sédico (NaBu), Scriptaid y acido valproico (VPA).
Preferiblemente, las células se cultivan en presencia de acido valproico (VPA), preferiblemente en una concentracion de
entre 0.5 y 10 mM, mas preferiblemente entre 1 y 5 mM, lo mas preferiblemente en una concentraciéon de
aproximadamente 2 mM.

Los métodos de la presente ensefianza pueden usarse para efectuar la desdiferenciacién de cualquier tipo de célula
somatica. Las células que pueden usarse incluyen células que pueden desdiferenciarse o reprogramarse mediante los
métodos de la presente invencion, en particular células que estan total o parcialmente diferenciadas, mas preferiblemente
diferenciadas terminalmente. Preferiblemente, la célula somatica es una célula diploide derivada de organismos
multicelulares preembrionarios, embrionarios, fetales y postnatales. Ejemplos de células que se pueden usar incluyen,
pero no se limitan a, fibroblastos, tales como fibroblastos fetales y neonatales o fibroblastos adultos, queratinocitos, en
particular queratinocitos primarios, mas preferiblemente queratinocitos derivados de cabello, células adiposas, células
epiteliales, células epidérmicas, condrocitos, células del cumulo, células neuronales, células gliales, astrocitos, células
cardiacas, células esofagicas, células musculares, melanocitos, células hematopoyéticas, osteocitos, macréfagos,
monocitos y células mononucleares.

Las células con las que pueden usarse los métodos de ensefianza pueden ser de cualquier especie animal; por ejemplo,
mamiferos y roedores. Ejemplos de células de mamifero que pueden desdiferenciarse y rediferenciarse mediante la
presente ensefianza incluyen, pero no se limitan a, células de primate humano y no humano. Las células de primates con
las que se puede realizar la ensefianza incluyen, pero no se limitan a, células de humanos, chimpancés, mandriles, monos
cynomolgus y cualquier otro mono del Nuevo o del Viejo Mundo. Las células de roedor con las que se puede realizar la
invencion incluyen, pero no se limitan a, células de ratén, rata, cobaya, hamster y jerbo.

Se espera que las células desdiferenciadas preparadas segun la presente ensefianza muestren muchos de los mismos
requisitos que las células madre pluripotentes y puedan expandirse y mantenerse en las condiciones usadas para las
células madre embrionarias, por ejemplo, medio de células ES o cualquier medio que soporte el crecimiento de las células
embrionarias. Las células madre embrionarias retienen su pluripotencia in vitro cuando se mantienen en fibroblastos
fetales inactivados tales como fibroblastos embrionarios de raton irradiados o fibroblastos humanos (por ejemplo,
fibroblastos de prepucio humano, fibroblastos de piel humana, fibroblastos endometriales humanos, fibroblastos
oviductales humanos) en cultivo. En un aspecto, las células alimentadoras humanas pueden ser células alimentadoras
autdlogas derivadas del mismo cultivo de células reprogramadas por diferenciacion directa.

Ademas, las células madre embrionarias humanas pueden propagarse con éxito en Matrigel en un medio acondicionado
por fibroblastos fetales de ratén. Las células madre humanas pueden hacerse crecer en cultivo durante un periodo de
tiempo prolongado y permanecer indiferenciadas en condiciones de cultivo especificas.

En ciertas realizaciones, las condiciones de cultivo celular pueden incluir poner en contacto las células con factores que
pueden inhibir la diferenciacion o potenciar de otra manera la desdiferenciacion de células, por ejemplo, prevenir la
diferenciacién de células en células no ES, trofectodermo u otros tipos de células.

Las células desdiferenciadas preparadas de acuerdo con la presente invencion se pueden evaluar mediante métodos que
incluyen monitorizar cambios en el fenotipo de las células y caracterizar su expresion de genes y proteinas. La expresion
génica se puede determinar mediante RT-PCR, y los productos de traduccién se pueden determinar mediante
inmunocitoquimica e inmunotransferencia Western. En particular, las células desdiferenciadas pueden caracterizarse para
determinar el patron de expresion génica vy si las células reprogramadas muestran un patrén de expresion génica similar
al patrén de expresion esperado de células de control pluripotentes e indiferenciadas tales como células madre
embrionarias usando técnicas bien conocidas en el arte incluye transcriptémica.

La expresion de los siguientes genes de células desdiferenciadas puede evaluarse a este respecto: OCT4, NANOG, factor
de crecimiento y diferenciacion 3 (GDF3), expresion reducida 1 (REX1), factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF4 gen
1 embrionarios especifico de células (ESG1), 2 asociado al desarrollo de pluripotencia (DPPA2), DPPA4, transcriptasa
inversa de telomerasa (TERT), antigeno-3 embrionario (SSEA-3), SSEA-4, antigeno-1-60 relacionado con tumores (TRA-
1-60), TRA-1-81 y TRA-2-49/6E.

Las células madre indiferenciadas o embrionarias a las que pueden compararse las células reprogramadas pueden ser
de la misma especie que las células somaticas diferenciadas. Alternativamente, las células madre indiferenciadas o
embrionarias a las que se pueden comparar las células reprogramadas pueden ser de una especie diferente a las células
somaticas diferenciadas.

En algunos aspectos, existe una similitud en el patrén de expresion génica entre una célula reprogramada y una célula
indiferenciada, por ejemplo, células madre embrionarias, si ciertos genes expresados especificamente en una célula
indiferenciada también se expresan en la célula reprogramada. Por ejemplo, ciertos genes, por ejemplo, telomerasa, que
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son tipicamente indetectables en células somaticas diferenciadas pueden usarse para controlar el grado de
reprogramacion. Del mismo modo, para ciertos genes, la ausencia de expresion se puede usar para evaluar el grado de
reprogramacion.

La capacidad de autorrenovacion, marcada por la induccién de la actividad de la telomerasa, es otra caracteristica de las
células madre que se puede controlar en células desdiferenciadas.

El analisis cariotipico se puede realizar por medio de extensiones cromosémicas de células mitéticas, cariotipo espectral,
ensayos de la longitud de los teldmeros, hibridacion genémica total u otras técnicas bien conocidas en la técnica.

Usando la presente ensefianza, el ARN que codifica factores apropiados se incorpora en una o mas células somaticas,
por ejemplo, por electroporacion. Después de la incorporacion, las células se cultivan preferiblemente usando condiciones
que soportan el mantenimiento de células desdiferenciadas (es decir, condiciones de cultivo de células madre). Las células
desdiferenciadas se pueden expandir e inducir a volver a diferenciar en diferentes tipos de células somaticas que se
necesitan para la terapia celular. Las células desdiferenciadas obtenidas segun la presente invencién pueden inducirse
para diferenciarse en uno o mas tipos de células somaticas deseadas in vitro o in vivo.

Preferiblemente, las células desdiferenciadas obtenidas de acuerdo con la presente ensefianza 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 musculo esquelético, esqueleto, dermis de piel, tejido conectivo, sistema
urogenital, corazén, sangre (células linfaticas) y bazo (mesodermo); estémago, colon, higado, pancreas, vejiga urinaria;
revestimiento de la uretra, partes epiteliales de la traquea, pulmones, faringe, tiroides, 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, glandulas mamarias (ectodermo). Las células desdiferenciadas obtenidas de acuerdo
con la presente invencién se pueden volver a diferenciar in vitro o in vivo usando técnicas conocidas en la técnica.

En una realizacion de la presente ensefianza, las células reprogramadas que resultan de los métodos de esta invencion
se usan para producir una progenie diferenciada. Por lo tanto, en un aspecto, la presente ensefianza proporciona un
método para producir células diferenciadas, que comprende: (i) obtener células reprogramadas usando los métodos de
esta invencion; y (ii) inducir la diferenciacion de las células reprogramadas para producir células diferenciadas. El paso (ii)
puede realizarse in vivo o in vitro. Ademas, la diferenciacion puede inducirse mediante la presencia de factores de
diferenciacion apropiados que pueden afiadirse o estan presentes in situ, por ejemplo, en un cuerpo, 6rgano o tejido en
donde se han introducido las células reprogramadas. Las células diferenciadas pueden usarse para derivar células, tejidos
y/u érganos que se utilizan ventajosamente en el area de trasplante de células, tejidos y/u 6rganos. Si se desea, pueden
introducirse modificaciones genéticas, por ejemplo, en células somaticas antes de la reprogramacion. Las células
diferenciadas de la presente descripcién preferiblemente no poseen la pluripotencia de una célula madre embrionaria, o
una célula germinal embrionaria, y son, en esencia, células especificas o parcial o totalmente diferenciadas de tejido.

Una ventaja de los métodos de la presente ensefianza es que las células reprogramadas obtenidas mediante la presente
ensefianza pueden diferenciarse sin seleccién previa o purificacion o establecimiento de una linea celular. Por
consiguiente, en ciertas realizaciones, una poblacion heterogénea de células que comprenden células reprogramadas se
diferencian en un tipo de célula deseado. En una realizacién, una mezcla de células obtenidas a partir de los métodos de
la presente ensefianza se expone a uno o mas factores de diferenciacion y se cultivan in vitro.

Los métodos para diferenciar las células reprogramadas obtenidas por los métodos descritos en el presente documento
pueden comprender una etapa de permeabilizacion de la célula reprogramada. Por ejemplo, las células generadas
mediante las técnicas de reprogramacion descritas aqui, o alternativamente una mezcla heterogénea de células que
comprenden células reprogramadas, pueden permeabilizarse antes de la exposicion a uno o mas factores de
diferenciacion o extracto celular u otra preparacién que comprenda factores de diferenciacion.

Por ejemplo, las células diferenciadas pueden obtenerse cultivando células reprogramadas indiferenciadas en presencia
de al menos un factor de diferenciacion y seleccionando células diferenciadas del cultivo. La seleccién de células
diferenciadas puede basarse en el fenotipo, tal como la expresién de ciertos marcadores celulares presentes en células
diferenciadas, o mediante ensayos funcionales (por ejemplo, la capacidad de realizar una o mas funciones de un tipo
celular particular diferenciado).

En otro aspecto, las células reprogramadas segun la presente ensefianza se modifican genéticamente a través de la
adicion, eliminacién o modificacion de su(s) secuencia(s) de ADN.

Las células reprogramadas o desdiferenciadas preparadas segun la presente ensefianza o las células derivadas de las
células reprogramadas o desdiferenciadas son utiles en investigacion y en terapia. Las células pluripotentes
reprogramadas pueden diferenciarse en cualquiera de las células del cuerpo que incluyen, sin limitaciéon, piel, cartilago,
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musculo esquelético 6seo, musculo cardiaco, renal, hepatico, sanguineo y hematopoyético, precursor vascular y
endotelial vascular, beta pancreatico, neuronas, glia, retina, células neuronales, intestinales, pulmonares y hepaticas.

Las células reprogramadas son Utiles para la terapia regenerativa/reparadora y pueden trasplantarse a un paciente que
lo necesite. En una realizacion, las células son autélogas con el paciente.

Las células reprogramadas proporcionadas de acuerdo con la presente ensefianza se pueden usar, por ejemplo, en
estrategias terapéuticas en el tratamiento de trastornos cardiacos, neuroldgicos, endocrinolégicos, vasculares, retinianos,
dermatolégicos, musculoesqueléticos y otras enfermedades.

Por ejemplo, las células reprogramadas de la presente ensefianza se pueden usar para reponer las células en animales
cuyas células naturales se han agotado debido a la edad o la terapia de ablacién, como la radioterapia y la quimioterapia
contra el cancer. En otro ejemplo no limitante, las células reprogramadas de la presente ensefianza son Utiles en la
regeneracion de érganos y la reparacion de tejidos. En una realizacién de la presente ensefianza, las células
reprogramadas se pueden usar para revitalizar el tejido muscular dafiado, incluidos los musculos distréficos y los musculos
dafados por eventos isquémicos, tales como infartos de miocardio. En otra realizacién de la presente ensefanza, las
células reprogramadas descritas en este documento pueden usarse para mejorar la cicatrizacion en animales, incluyendo
humanos, después de una lesion traumatica o cirugia. En este aspecto, las células reprogramadas de la presente
ensefianza se administran sistémicamente, tal como intravenosamente, y migran al sitio del tejido recién traumatizado
reclutado por las citoquinas circulantes secretadas por las células dafiadas. En otra realizacion de la presente ensefianza,
las células reprogramadas pueden administrarse localmente a un sitio de tratamiento en necesidad de reparacion o
regeneracion.

En aspectos adicionales, el ARN utilizado en la presente ensefianza codifica un péptido o proteina que tiene un valor
terapéutico. Las células que contienen el ARN pueden, por ejemplo, manipularse in vitro para expresar el ARN vy, por lo
tanto, el péptido o la proteina, usando los métodos de la ensefianza. Las células que expresan el péptido o la proteina se
pueden introducir posteriormente en un paciente.

En un aspecto particularmente preferido, el ARN utilizado en la presente ensefianza codifica un péptido o proteina que
comprende un inmundgeno, antigeno o péptido antigeno. En un aspecto, el péptido o proteina se procesa después de la
expresion para proporcionar dicho inmundégeno, antigeno o péptido antigeno. En otro aspecto, el péptido o proteina en si
es el inmundgeno, antigeno o péptido antigeno. Pueden usarse células que expresan dicho péptido o proteina que
comprende un inmundgeno, antigeno o péptido antigénico, por ejemplo, en inmunoterapia para provocar una respuesta
inmune contra el inmundgeno, antigeno o péptido antigeno en un paciente.

Un "antigeno" segun la ensefianza cubre cualquier sustancia que provoque una respuesta inmune. En particular, un
"antigeno" se refiere a cualquier sustancia que reacciona especificamente con anticuerpos o linfocitos T (células T). De
acuerdo con la presente ensefianza, el término "antigeno" comprende cualquier molécula que comprende al menos un
epitopo. Preferiblemente, un antigeno en el contexto de la presente ensefianza es una molécula que, opcionalmente
después del procesamiento, induce una reaccién inmune, que es preferiblemente especifica para el antigeno. De acuerdo
con la presente ensefianza, puede usarse cualquier antigeno adecuado, que sea un candidato para una reaccion inmune,
en donde la reaccién inmune puede ser tanto una reacciéon inmune humoral como celular. En el contexto de las
realizaciones de la presente ensefianza, el antigeno se presenta preferiblemente mediante una célula, preferiblemente
mediante una célula presentadora de antigeno, en el contexto de moléculas de MHC, lo que da como resultado una
reaccion inmune contra el antigeno. Un antigeno es preferiblemente un producto que corresponde o se deriva de un
antigeno de origen natural. Tales antigenos naturales pueden incluir o pueden derivar de alérgenos, virus, bacterias,
hongos, parasitos y otros agentes infecciosos y patdgenos o un antigeno también puede ser un antigeno tumoral. De
acuerdo con la presente ensefianza, un antigeno puede corresponder a un producto natural, por ejemplo, una proteina
viral, o una parte de la misma.

En un aspecto preferido, el antigeno es un antigeno tumoral, es decir, una parte de una célula tumoral que puede derivarse
del citoplasma, la superficie celular o el ntcleo celular, en particular los que se presentan principalmente intracelularmente
o como antigenos de superficie de células tumorales Por ejemplo, los antigenos tumorales incluyen el antigeno
carcinoembrionario, la a1-fetoproteina, la isoferritina y la sulfofilcoproteina fetal, la a2-H-ferroproteina y la y-fetoproteina,
asi como diversos antigenos tumorales del virus. De acuerdo con la presente ensefianza, un antigeno tumoral
preferiblemente comprende cualquier antigeno que sea caracteristico de tumores o canceres, asi como para células
tumorales o cancerosas con respecto al tipo y/o nivel de expresion. En otra realizacion, el antigeno es un antigeno de
virus tal como ribonucleoproteina viral o proteina de cubierta. En particular, el antigeno deberia presentarse por moléculas
MHC que da como resultado la modulacién, en particular la activacion de células del sistema inmune, preferiblemente
linfocitos CD4* y CD8*, en particular a través de la modulacién de la actividad de un receptor de células T.
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En aspectos preferidos, el antigeno es un antigeno tumoral y la presente ensefianza implica la estimulacion de una
respuesta CTL antitumoral contra células tumorales que expresan dicho antigeno tumoral y que presenta preferentemente
dicho antigeno tumoral con MHC de clase I.

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

El término "patdégeno" se refiere a microorganismos patdgenos y comprende virus, bacterias, hongos, organismos
unicelulares y parasitos. Ejemplos de virus patdgenos son virus de inmunodeficiencia humana (VIH), citomegalovirus
(CMV), virus de herpes (HSV), virus de hepatitis A (VHA), VHB, VHC, virus de papiloma y virus linfotrépico T humano
(HTLV). Los organismos unicelulares comprenden plasmodios tripanosomas, amebas, etc.

Ejemplos de antigenos que pueden usarse en la presente ensefianza son p53, ART-4, BAGE, ss-catenina/m, Bcr-abL
CAMEL, CAP-1, CASP-8, CDC27/m, CDK4/m, CEA, CLAUDIN-12, c-MYC, CT, Cyp-B, DAM, ELF2M, ETV6-AML1, G250,
GAGE, GnT-V, Gap100, HAGE, HER-2/neu, HPV-E7, HPV-E6, HAST-2, hTERT (o hTRT), LAGE, LDLR/FUT, MAGE-A,
preferiblemente MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-A5, MAGE-A6, MAGE-A7, MAGE -A8, MAGE-A9,
MAGE-A10, MAGE-A11 o MAGE-A12, MAGE-B, MAGE-C, MART-1/Melan-A, MC1R, miosina/m, MUC1, MUM-1, -2, -3,
NA88-A, NF1, NY-ESO-1, NY-BR-1, p190 BCR-abL menor, 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, preferentemente WT-1.

"Una porcion o fragmento de un antigeno” o "un péptido antigénico" de acuerdo con la ensefianza preferiblemente es una
representacion incompleta de un antigeno y es capaz de provocar una respuesta inmune contra el antigeno.

En este contexto, la ensefianza también hace uso de péptidos que comprenden secuencias de aminoacidos derivadas de
antigenos, también denominados "péptidos antigénicos" en este documento. Por "péptido antigénico”, o "péptido
antigénico derivado de un antigeno" se entiende un oligopéptido o polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que se corresponde sustancialmente con la secuencia de aminoacidos de un fragmento o péptido de un
antigeno. 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 antigeno o células caracterizadas por la expresion del antigeno y preferiblemente por presentacion del
antigeno. Preferiblemente, un péptido antigeno es capaz de estimular una respuesta celular contra una célula
caracterizada por la presentacion de un antigeno con MHC de clase | y preferiblemente es capaz de estimular un CTL
que responde a antigeno. Preferiblemente, los péptidos antigénicos de acuerdo con la ensefianza son péptidos
presentados de MHC clase | y/o clase Il o pueden procesarse para producir péptidos presentados de MHC de clase | y/o
clase Il. Preferiblemente, los péptidos antigénicos comprenden una secuencia de aminoacidos que se corresponde
sustancialmente con la secuencia de aminoacidos de un fragmento de un antigeno. Preferiblemente, dicho fragmento de
un antigeno es un péptido presentado de MHC clase | y/o clase Il. Preferiblemente, un péptido antigénico segun las
ensefianzas comprende una secuencia de aminoacidos que corresponde sustancialmente a la secuencia de aminoacidos
de tal fragmento y se procesa para producir dicho fragmento, es decir, un péptido presentado MHC clase | y/o clase |
derivado de un antigeno.

Si un péptido antigeno debe presentarse directamente, es decir, sin procesamiento, en particular sin escision, tiene una
longitud que es adecuada para unirse a una molécula de MHC, en particular una molécula de MHC de clase |, y
preferiblemente es de 7-20 aminoacidos de longitud, mas preferiblemente 7-12 aminoacidos de longitud, mas
preferiblemente 8-11 aminoacidos de longitud, en particular 9 o 10 aminoacidos de longitud. Preferiblemente, la secuencia
de un péptido antigeno que se va a presentar directamente se deriva de la secuencia de aminoacidos de un antigeno, es
decir, su secuencia corresponde sustancialmente y es preferiblemente completamente idéntica a un fragmento de un
antigeno.

Si se presenta un péptido antigénico después del procesamiento, en particular después de la escision, el péptido producido
por procesamiento tiene una longitud que es adecuada para unirse a una molécula de MHC, en particular una molécula
de MHC de clase |, y preferiblemente es 7- 20 aminoacidos de longitud, mas preferiblemente 7-12 aminoacidos de longitud,
mas preferiblemente 8-11 aminoacidos de longitud, en particular 9 o 10 aminoacidos de longitud. Preferiblemente, la
secuencia del péptido que se presentara después del procesamiento se deriva de la secuencia de aminoacidos de un
antigeno, es decir, su secuencia corresponde sustancialmente y es preferiblemente completamente idéntica a un
fragmento de un antigeno. Por lo tanto, un péptido antigénico de acuerdo con las ensefianzas de una realizacion
comprende una secuencia de 7-20 aminoacidos de longitud, mas preferiblemente 7-12 aminoacidos de longitud, mas
preferiblemente 8-11 aminoacidos de longitud, en particular 9 o 10 aminoacidos. acidos de longitud que corresponde
sustancialmente y es preferiblemente completamente idéntico a un fragmento de un antigeno y el siguiente procesamiento
del péptido antigénico constituye el péptido presentado. Sin embargo, el péptido antigénico también puede comprender
una secuencia que corresponde sustancialmente y preferiblemente es completamente idéntica a un fragmento de un
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antigeno que es incluso mas largo que la secuencia indicada anteriormente. En una realizacién, un péptido antigénico
puede comprender la secuencia completa de un antigeno.

Los péptidos que tienen secuencias de aminoacidos que corresponden sustancialmente a una secuencia de un péptido
que presenta MHC de clase | pueden diferir en uno o mas residuos que no son esenciales para el reconocimiento de TCR
del péptido presentado por el MHC de clase | o para unién de péptido a MHC. Dichos péptidos sustancialmente
correspondientes también son capaces de estimular un CTL que responde a antigeno. Los péptidos que tienen secuencias
de aminoacidos que difieren de un péptido presentado en residuos que no afectan el reconocimiento de TCR, pero mejoran
la estabilidad de unién a MHC pueden mejorar la inmunogenicidad del péptido antigénico, y pueden denominarse aqui
"péptido optimizado". Usando el conocimiento existente sobre cual de estos residuos puede ser mas probable que afecte
la unién al MHC o al TCR, se puede emplear un enfoque racional para el disefio de péptidos sustancialmente
correspondientes. Los péptidos resultantes que son funcionales se contemplan como péptidos antigénicos.

El "procesamiento de antigeno" se refiere a la degradacion de un antigeno en fragmentos (por ejemplo, la degradacion
de una proteina en péptidos) y la asociacion de uno o mas de estos fragmentos (por ejemplo, mediante unién) con
moléculas de MHC para su presentacion por " células presentadoras de antigeno "a células T especificas.

"Células presentadoras de antigeno" (APC) son células que presentan fragmentos peptidicos de antigenos proteicos en
asociacion con moléculas MHC en su superficie celular. Algunas APC pueden activar células T especificas de antigeno.

El término "inmunoterapia" se refiere a un tratamiento que implica la activaciéon de una reaccién inmune especifica.
El término "in vivo" se refiere a la situacién en un sujeto.

Los términos "sujeto" e "individuo" se usan indistintamente y se relacionan con mamiferos. Por ejemplo, los mamiferos en
el contexto de la presente ensefianza son humanos, primates no humanos, animales domesticados tales como perros,
gatos, ovejas, ganado, cabras, cerdos, caballos, etc., animales de laboratorio tales como ratones, ratas, conejos, conejillos
de indias, etc., asi como animales en cautiverio, como animales de zooldgicos. El término "animal" como se usa en el
presente documento también incluye a 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 de la ensefianza se desea la administracion a un sujeto, la composicion para administracion se
administra generalmente en cantidades farmacéuticamente compatibles y en preparaciones farmacéuticamente
compatibles. El término "farmacéuticamente compatible" se refiere a un material no téxico que no interacciona con la
accion del componente activo de la composicién farmacéutica. Las preparaciones de este tipo pueden contener
usualmente sales, sustancias reguladoras, conservantes, excipientes y vehiculos y se administran de una manera
conocida por la persona experta.

La presente ensefianza se describe en detalle mediante las figuras y ejemplos a continuacion, que se usan con fines
ilustrativos. Obedeciendo a la descripcion y los ejemplos, las realizaciones adicionales que también estan incluidas en la
ensefanza son accesibles para el experto en la materia.

Ejemplos
Ejemplo 1: Transferencia repetitiva de IVT-ARN (reprogramacion-TF)

La reprogramacion de células somaticas en células madre pluripotentes inducidas (iPS) requiere la expresion continua de
factores de transcripcion de reprogramacion (rTF). Para evitar el riesgo de integracion genémica que surge cuando el rTF
se administra viralmente a la célula, el rTF puede administrarse eficazmente como ARNm por electroporacion o lipofeccion
sin modificaciones acompafadas del genoma del huésped. Sin embargo, la administracién debe realizarse
repetitivamente para asegurar la expresion constante del rTF.

Los fibroblastos CCD1079Sk se sometieron a electroporacién como se indica en el panel lateral de la Fig. 2A con 15 ug
o 5 ug de cada ARN transcrito in vitro (IVT) que codifica los factores de transcripcion OCT4 (O), SOX2 (S), KLF4 (K) y
cMYC (M) y cultivadas en medio de células madre embrionarias humanas (ES). Las electroporaciones se realizaron en
cubetas de separacion de 4 mm utilizando parametros optimizados para los fibroblastos CCD1079Sk. En los puntos de
tiempo indicados, se eliminé el 10% de las células de los cultivos antes de la electroporacion posterior, se aislé el ARN
total y se cuantificd la expresion de ARNm de los genes marcadores ES humanos OCT4 (endégeno), TERT, GDF3 y
DPPA4 por qRT8-PCR. La electroporacion repetitiva de IVT-ARN que codifica 4 rTF (OCT4, SOX2, KLF4 y cMYC) da
como resultado la induccion rapida de algunos marcadores de pluripotencia tales como GFD3, DPPA4 y TERT. Otros
marcadores tales como OCT4 enddgeno no fueron inducidos o fueron ligeramente inducidos.

Los fibroblastos CCD1079Sk se sometieron a electroporacién como se indica en el panel lateral de la Fig. 2B con 15 ug
de cada IVT ARN que codifica los factores de transcripcion OSKM y se cultivaron en medio de células ES humanas. Las
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electroporaciones se realizaron en cubetas de separacion de 4 mm utilizando parametros optimizados para los fibroblastos
CCD1079Sk. En los puntos de tiempo indicados, se contaron las células restantes y se calculd la tasa de supervivencia
en relacion con las células de partida. La transferencia repetitiva de IVT-ARN se acompafa de una muerte celular masiva
y, por lo tanto, no es posible realizar una reprogramacion exitosa.

Los fibroblastos CCD1079Sk se sometieron a electroporacion con 1 ug de ARN IVT que codifica la luciferasa de luciérnaga
(Luc) y 5 ug de ARN IVT que codifica la proteina fluorescente verde (GFP). Las electroporaciones se realizaron en cubetas
de separacién de 2 mm usando parametros optimizados para los fibroblastos CCD1079Sk. A 24 horas después de la
electroporacion, las células se sedimentaron, se aislé el ARN total y se cuantifico la expresion de ARNm de interferén
(IFN)-a y -b mediante qRT-PCR. Se observo que la electroporacion de IVT-ARN es seguida por una induccion de IFNa y
b 24h después de eso; cf. Fig. 2C.

Los fibroblastos CCD1079Sk se sometieron a electroporacion con 33.4 ug de mezcla de reprogramacion de ARN IVT
ARN (29.5 pg rTF (OSKM NANOG (N) LIN28 (L) (1:1:1:1:1:1)), 1.3 pg Antigeno SV40 largeT (1gT), 1.3 uyg HTLV E6 y
1.25 yg de GFP). Las electroporaciones se realizaron en cubetas de separacion de 4 mm utilizando parametros
optimizados para los fibroblastos CCD1079Sk. 48 horas después de la electroporacion, las células se sedimentaron, se
aisl6 el ARN total y la expresion de ARNm de los genes de respuesta a IFN OAS1, OAS2, MX1, IFITM1 e IRF9 se cuantificd
mediante gRT-PCR. Los 5 genes investigados de IFN-respuesta son inducidos 48 h después de la electroporacion de
IVT-ARN; cf. Fig. 2D. La respuesta al IFN ha evolucionado originalmente como parte de la respuesta inmune innata del
huésped a las infecciones virales. Los acidos nucleicos viricos son reconocidos de manera eficiente por las moléculas de
los sensores, lo que conduce a actividades antivirales que incluyen la apoptosis, la remodelacién del citoesqueleto, la
degradacion del ARN vy la interrupcion de la traduccion de proteinas. Obviamente, estos mecanismos dificultan la
transferencia génica basada en ARN.

Los fibroblastos CCD1079Sk se sometieron a electroporacion una vez con las cantidades de IVT ARN que codifica los
genes informadores Luc, GFP o el tipo salvaje de Proteina Quinasa R (PKR) indicado en la Fig. 2E. Las electroporaciones
se realizaron en cubetas de separacién de 4 mm utilizando parametros optimizados para los fibroblastos CCD1079Sk.
Las células se sometieron a lisis 24 horas después de la electroporacion y la expresion y el estado de fosforilacion del
factor 2a de iniciaciéon eucaridtico diana de PKR (elF2a) se control6 mediante inmunotransferencia Western usando
anticuerpos especificos. Uno de los principales actores en la respuesta de IFN es la PKR que, tras la activacion, fosforila
su objetivo elF2a, lo que conduce a una inhibicion de la traduccién. Podriamos demostrar que elF2a se fosforila 24 horas
después de la electroporacion de IVT-ARN, lo que identifica la activaciéon de PKR como uno de los obstaculos mas
importantes en la reprogramacion basada en ARN.

La transferencia génica basada en ARN repetitiva se acompafia con una induccién de la respuesta de IFN que dificulta la
expresion continua de rTF y, por lo tanto, la reprogramacion exitosa basada en ARN.

Ejemplo 2: Uso de E3, K3 y B18R en transferencia de genes basada en ARN

Como una prueba de concepto, IVT-ARNs no modificados que codifican las proteinas virales de escape E3, K3 y B18R
(virus vaccinia) se afiadieron a una mezcla de IVT-ARN no modificado (Luciferase/GFP), lipofectado en fibroblastos de
prepucio humanos (HFF) y traduccidon del gen reportero GFP e IFN-respuesta al ARN fue analizado. Ademas, la
supervivencia de las células después de las lipofecciones repetitivas se evalué mediante un Cell Proliferation Kit Il (Roche).

Los fibroblastos CCD1079Sk se sembraron en 6 pozos (100000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion al dia siguiente
usando 6 pl de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT. Las mezclas de IVT-ARN se componian de 0.8 ug de GFP con 0.2
Mg de cada B18R, E3 o K3 (como se indica en la Fig. 3A, B). La codificacion del IVT-ARN para Luc se us6 para llevar las
mezclas a 1.4 ug. Las lipofecciones se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante y las células se
recolectaron 48 h después de la transfeccion. El 20% de las células se usaron para el analisis de la expresion de GFP por
FACS (figura 3B), mientras que el resto de las células se sedimento, se aislé el ARN total y se cuantificé la expresion de
ARNmM de IFNb y OAS1 por gRT-PCR (Fig. 3A). Como se muestra en la Fig. 3A, IFNb y el gen de respuesta a IFN OAS 1
se inducen claramente por lipofeccion de IVT-ARN (Luc/GFP). Esta induccion puede reducirse en el caso de IFNb con
E3/K3 solo, pero solo la combinacion de las 3 proteinas de escape virico puede reducir significativamente la induccion de
IFNb y OAS1 por IVT-ARN 48 h después de la lipofeccion. Como se muestra en la Fig. 3B, la expresion del gen informador
GFP se potencia mediante la adicion de E3 y K3. B18R no tiene ninguin efecto en la traducciéon de GFP.

Los fibroblastos CCD1079Sk se sembraron en 6 pozos (100000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion los siguientes
cuatro dias consecutivos usando 6 pyl de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT. La mezcla de IVT-ARN estaba compuesta
por 0.8 ug de GFP con 0.2 ug de cada B18R, E3 o K3 (como se indica). La codificacion del IVT-ARN para Luc se uso para
llevar la mezcla a 1.4 pg de ARN IVT total. Como control, se usaron 1.4 ug de IVT ARN modificado (mod.) que codificaba
para Luc (0.6 pg) y GFP (0.8 pg). Estos ARN se componian de 100% de pseudouridina (psi) y 100% de 5-metilcitidina
(5mC) en lugar de uridina y citidina que muestran menos caracteristicas inmunoestimulantes. Las lipofecciones se
realizaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante. A 24 h después de la ultima lipofeccion, se analizé la viabilidad
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celular usando Cell Proliferation Kit Il (Roche) y se normalizé a las células simuladas transfectadas. Como se muestra en
la Fig. 3C, lipofeccion diaria de IVT-ARN no modificado (Luc/GFP, 4 veces) se acompaiia de una pérdida masiva en la
viabilidad celular. La combinacién de las 3 proteinas de escape viral es capaz de superar este obstaculo y mejora la
supervivencia de las células incluso mas que el uso de IVT-ARN modificado (100% psi'y 5mC).

Se concluye que la transferencia génica repetitiva basada en ARN es posible cuando se agrega la combinacion de E3,
K3 y B18R codificada por IVT-ARN. Se logré prueba de concepto.

Ejemplo 3: Uso de E3, K3 y B18R en transferencia génica basada en ARN para la reprogramacion

Después de llegar a la prueba del concepto de que la adicion de IVT-ARN que codifica E3, K3 y B 18R permite la
transferencia génica repetitiva basada en ARN, investigamos si esto también es valido para la transferencia de una mezcla
de reprogramacion. Para este objetivo se mezclaron 6 rTF (OCT4, SOX2, KLF4, cMYC, NANOG, LIN28, corto: OSKMNL)
en una relacion molar de 1:1:1:1:1:1 y se transfirieron mediante lipofeccion a HFF. Nuevamente, se analiz6 la
supervivencia de las células y la induccion de respuesta a IFN después de 4 lipofecciones diarias repetitivas.

Los fibroblastos CCD1079Sk se sembraron en 6 pozos (80000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion durante los
siguientes cuatro dias consecutivos usando 6 pl de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT. Las mezclas de IVT-ARN se
componian entonces de 0.8 ug de GFP no modificada u 0.8 uyg de OSKMNL (1:1:1:1:1:1) sin modificar o modificados y
con 0.2 ug de B18R, E3 y K3 no modificados o modificados. Si es necesario, se uso la codificacion del IVT-ARN para Luc
para sumar la mezcla a 1.4 pg de ARN IVT total. Los ARN modificados se componian de 100% psi y 100% 5mC en lugar
de uridina y citidina que presentan menos caracteristicas inmunoestimulantes. Las lipofecciones se realizaron de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. A 24 h después de la ultima lipofeccion, se analizé la viabilidad celular usando el Cell
Proliferation Kit Il (Roche) con normalizacion para simular células transfectadas (Fig. 4A) y mediante microscopia (Fig.
4B). Después de eso, se sedimentaron las células, se aislo el ARN total y se cuantifico la expresion de ARNm de IFNb y
OAS1 mediante gqRT-PCR (figura 4C). Como se espera, la viabilidad de las células transfectadas con IVT-ARN no
modificado (Luc/GFP u OSKMNL) se pierde cuando E3/K3/B18R (EKB) no estan presentes. En este conjunto de
experimentos, la viabilidad es comparable a la simulacién de células transfectadas cuando estan presentes EKB. Como
se observoé con el gen informador IVT-ARN (véase la Fig. 3), la supervivencia es incluso mayor en presencia de EKB que
con IVT-ARN modificado solo. Los efectos observados en la Fig. 4A se visualizan en la Fig. 4B mediante imagenes
representativas tomadas con un microscopio. Dado que las células transfectadas con IVT-ARN no modificado no
sobrevivieron a 4 lipofecciones diarias repetitivas en este conjunto de experimentos, la respuesta a IFN solo pudo
analizarse en las muestras restantes mediante gqRT-PCR. Como se puede ver en la Fig. 4C, la respuesta a IFN medida
por la induccion de IFNb y OAS1 esta casi disminuida en las muestras con EKB. La reduccion en la respuesta de IFN es
incluso menor que con el uso de IVT-ARN modificado.

Se concluye que la transferencia génica repetitiva basada en ARN con la reprogramacion de rTF es posible cuando se
agrega la combinacion de E3, K3 y B18R codificada por IVT-ARN. La supervivencia de las células y la reduccion de la
respuesta de IFN es alin mas pronunciada que con el IVT-ARN modificado.

Ejemplo 4: Traduccion de rTF después de lipofeccion repetitiva en presencia de E3, K3 y B18R

Ademas de la supervivencia de las células y la reduccion de la respuesta de IFN, también se abord6é como se traducen
las rTF después de 3 lipofecciones diarias en presencia de E3, K3 y B18R. Los niveles de expresion de rTF OCT4, SOX2
y NANOG transferidos se analizaron mediante tincion FACS intracelular.

Los fibroblastos CCD1079Sk se sembraron en 6 pozos (100000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion los siguientes
tres dias consecutivos usando 6 ul de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT. Las mezclas de IVT-ARN se componian de
0.2 ug de GFP con 0.6 ug de OCT4 o SOX2 o NANOG sin maodificar o modificado y 0.2 yg de cada B18R, E3 y K3 (EKB)
sin modificar o modificar. Los ARN modificados se componian de 100% psi y 100% 5mC en lugar de uridina y citidina que
presentan menos caracteristicas inmunoestimulantes. Las lipofecciones se realizaron de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. A 24 h después de la ultima lipofeccién, se controlé la expresion intracelular de OSN mediante analisis FACS
usando el kit de analisis de factores de transcripcion de células madre pluripotentes humanas (BD 560589). Los niveles
de expresion de NANOG, OCT4 y SOX2 fueron mayores en presencia de EKB cuando se aplicaron sin modificaciones;
cf. Fig. 5.

Se concluye que en presencia de EKB, el IVT-ARN no modificado conduce a expresiones mas altas de rTF que pueden
dar como resultado una reprogramacion mas eficiente.

Ejemplo 5: Reprogramacion de HFF usando rTF y microARN en presencia de EKB

La lipofeccion repetitiva de la mezcla de rTF se logré mediante la adicién de EKB a la mezcla de reprogramacion, lo que
condujo a una mejor supervivencia y una mayor reduccion de la respuesta de IFN después de lipofecciones diarias.
Ademas, se lograron niveles de expresién mas altos de rTF en presencia de EKB. En los siguientes experimentos, esta
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mezcla se usé para lipofecciones prolongadas para lograr la reprogramacion de los HFF. Para mejorar ain mas la
reprogramacion, también se afiadieron microARNs del grupo 302/367 a la mezcla de reprogramacion. Se cree que estos
miARN estan principalmente involucrados en el mantenimiento celular de la autorrenovacion y la pluripotencia, y podrian
llevar a la reprogramacion cuando se expresen mediante vectores lentivirales (Anokye-Danso et al., 2011).

Los fibroblastos HFF (System Bioscience) se sembraron en 6 pozos (100000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion
5 veces a la semana (de lunes a viernes) durante dos semanas usando 6 pyl de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT-
ARN (Fig. 6A). Las mezclas de IVT-ARN se componian de 0.8 ug de GFP no modificada o 0.8 uyg de OSKMNL (1:1:1:1:1:
1) sin modificar o modificados con 0.2 ug de cada B18R, E3 y K3 (EKB) sin maodificar. o modificado y 0.4 pug de una mezcla
de miARN compuesta por miARN 302a-d y 367 [0.4 uM cada uno]. Los ARN modificados se componian de 100% psi y
100% 5mC en lugar de uridina y citidina que presentan menores caracteristicas inmunoestimulantes. Las lipofecciones en
los medios de células madre (medios Nutristem, Stemgent) se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
El dia 6 y el dia 13, se sedimentaron las células, se aisl6 el ARN total y se cuantificé la expresion de ARNm del marcador
ES humano TERT, DPPA4, GDF3, LIN28 (endégeno) y REX1 mediante qRT-PCR. El crecimiento de la colonia se observo
mediante microscopia y para un analisis posterior, las colonias se tifieron para el marcador de superficie ES TRA-1-60
usando el anticuerpo StainAlive TRA-1-60 (Stemgent) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Como se muestra en la Fig. 6B, el analisis de los niveles de expresion de varios marcadores de pluripotencia revel6 que
en la muestra con OSKMNL no modificada, EKB no modificada y mezcla de miARN, todos los marcadores de pluripotencia
analizados se expresaron altamente en comparacion con OSMNL modificado, EKB modificado y miARN mezcla o mezcla
de miARN con EKB no modificado solo. El IVT-ARN no modificado destaca la modificacion con 5mC y Psi. A partir de
d10, se observo formacion de colonias en la muestra con OSKMNL no modificada, EKB no modificada y mezcla de miARN,;
cf. Fig. 6C. En otras muestras, como miARN solo, no se observé formacién de colonias. En la combinacion de OSKMNL
modificado con EKB modificado y aparecieron las colonias de miARN 1-3, que estaba muy por detras de la combinacion
de OSKMNL no modificada y mezcla de miARN en presencia de EKB. Como se muestra en la Fig. 6D, el Ribo-iPS logrado
mediante transfeccion repetitiva con OSMNL no modificado, EKB no modificado y mezcla de miARN podria tefirse
positivamente para TRA-1-60, un marcador de superficie para células madre embrionarias humanas.

Se concluye que la transferencia génica repetitiva basada en ARN con rTF codificada por IVT-ARN no modificado en
combinacién con EKB no modificada y una mezcla de miARN miARN maduros del clister 302/367 conduce a una
generacion altamente eficiente y robusta de células Ribo-iPS caracterizado por alta expresiéon de marcadores de
pluripotencia y marcador de superficie de células madre. El uso de IVT-ARN no modificado por lo tanto destaca el uso de
IVT-ARN modificado.

Ejemplo 6: Reprogramacion de HFF usando rTF y microARN en presencia de EKB (division 1:8)

En el primer conjunto de experimentos para la reprogramacion con rTF codificado por la mezcla de IVT-ARN no
modificado, EKB y de miARN, se dividieron 1:4 las células302/367. En los siguientes experimentos las células se dividieron
1:8 para evitar un crecimiento denso de las células.

Los fibroblastos HFF (System Bioscience) se sembraron en 6 pozos (100000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion
5 veces a la semana (de lunes a viernes) durante dos semanas usando 6 pl de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT-
ARN (Fig. 7A). Las mezclas de IVT-ARN se componian de 0.8 uyg OSKMNL (1:1:1:1:1:1) sin modificar o modificados con
0.2 ug de cada uno de B 18R, E3 y K3 (EKB) sin modificar o modificados y 0.4 ug de una mezcla de miARN compuesta
de miARN 302a-d y 367 [0.4 uM cada uno]. Los ARN modificados se componian de 100% psi y 100% 5mC en lugar de
uridina y citidina que presentan menos caracteristicas inmunoestimulantes. Las lipofecciones en los medios de células
madre (medio Nutristem, Stemgent) se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El dia 5 y el dia 12, se
sedimentaron las células, se aisld el ARN total y se cuantificd la expresion de ARNm del marcador ES humano TERT,
DPPA4, GDF3, LIN28 (enddégeno) y REX1 mediante qRT-PCR. El crecimiento de colonias se observd mediante
microscopia y para un analisis posterior, las colonias se tifieron para el marcador de superficie ES TRA-1-60 usando el
anticuerpo StainAlive TRA-1-60 (Stemgent) o para la actividad de fosfatasa alcalina (kit de tincion Vector Red) siguiendo
las instrucciones del fabricante

Como se muestra en la figura 7B, el analisis de los niveles de expresion de varios marcadores de pluripotencia reveld que
en la muestra con mezcla de OSKMNL no modificada, EKB no modificada y miARN, todos los marcadores de pluripotencia
analizados se expresaron altamente en comparacion con OSMNL modificado, EKB modificado y mezcla de miARN. De
nuevo, el IVT-ARN no modificado destaca la modificacion con 5mC y Psi. Ademas, desde d10 en la formacién de colonias
se observo en ambas muestras (OSKMNL no modificado o modificado). Estas colonias podrian tefiirse positivamente para
TRA-1-60, un marcador de superficie para células madre embrionarias humanas; cf. Fig. 7C. Como se muestra en la figura
7D, las colonias también mostraron alta actividad de fosfatasa alcalina, otro marcador de células madre. La eficacia
obviamente mayor de OSKMNL no modificado en comparacion con OSKMNL modificado se puede ver claramente en el
panel superior de la Fig. 7D.
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Se concluye que la transferencia génica repetitiva basada en ARN con la reprogramacion de rTF codificada por IVT-ARN
no modificado en combinacién con EKB no modificada y una mezcla de miARN de miARN maduros del conjunto 302/367
conduce a una generacion altamente eficiente y robusta de células Ribo-iPS caracterizadas por alta expresion de
marcadores de pluripotencia y marcador de superficie de células madre. El uso de IVT-ARN no modificado por lo tanto
destaca el uso de IVT-ARN modificado.

Ejemplo 7: Titulacién de EKB

Una posibilidad para mejorar ain mas la eficacia de la reprogramacion seria la adicion de mas rTF-IVT-ARN u otros
factores potenciadores codificados por IVT-ARN. Dado que el protocolo de lipofeccién se limita a una cierta cantidad de
IVT-ARN, investigamos si la cantidad de EKB puede reducirse cuando se agrega al coctel de reprogramacion. HFFs, por
lo tanto, se lipofecta con el 6 rTF y miARN combinados con diferentes cantidades de EKB que van desde 0.0001 yg a 0.2
Mg (cantidad utilizada en experimentos de reprogramacion) cada uno. La supervivencia de las células y la induccion de
respuesta a IFN se analizaron después de 4 lipofecciones repetitivas diarias.

Los fibroblastos HFF (System Bioscience) se sembraron en 6 pozos (100000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion
los siguientes cuatro dias consecutivos usando 6 pl de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT. Las mezclas de IVT-ARN
se componian, por lo tanto, de 0.8 ug de OSKMNL sin modificar (1:1:1:1:1:1) con cantidades variables de B18R, E3 y K3
no modificados, como se indica. La codificacion del IVT-ARN para Luc se uso para llevar la mezcla a 1.4 ug de ARN IVT
total. De acuerdo con los experimentos de reprogramacion, se afadieron 0.4 ug de una mezcla de miARN compuesta por
miARN 302a-d y 367 [0.4 uM cada uno] a las muestras. Como control, se usaron 1.4 ug de IVT ARN modificado (mod.)
que codificaba para Luc (0.6 pg) y OSKMNL (0.8 pg; 1:1:1:1:1:1). Estos ARN se componian de 100% psi y 5mC en lugar
de uridina y citidina que exhiben menos caracteristicas inmunoestimulantes. Las lipofecciones se realizaron de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. A 24 h después de la ultima lipofeccién, se analizé la viabilidad celular usando Cell
Proliferation Kit Il (Roche). Después de eso, las células se sedimentaron, se aislo el ARN total y la expresion de ARNm
de IFNb y OAS1 se cuantific6 mediante gqRT-PCR.

Como se muestra en la Fig. 8A, la viabilidad de los HFF después de lipofecciones repetitivas se mantuvo hasta una
reduccion de EKB a 0.025 ug de IVT-ARN de cada factor. El analisis de la respuesta de IFN midiendo los niveles de
expresion de IFNb y OAS1 reveld que nuevamente la respuesta de IFN a IVT-ARN se reduce claramente hasta una
cantidad de 0.025 pg de EKB; cf. Fig. 8B. Sin embargo, con la induccion residual de respuesta a IFN, recomendamos el
uso de 0.05 pg de EKB.

Se concluye que la cantidad de EKB se puede reducir a 0.025-0.05 ug de cada IVT-ARN.
Ejemplo 8: Efecto E3 y K3 solo

Hasta el momento, solo se usé la combinacion de E3 y K3. En este conjunto de experimentos, se analizé el efecto de E3
y K3 solo en la traducciéon del gen informador Luc y en la respuesta a IFN.

Los fibroblastos CCD1079SK se sometieron a electroporacion con IVT ARN que codifica Luc (1 ug), GFP (5 ug) y 3 ug de
E3 o K3 o ambos, como se indica. Las electroporaciones se realizaron en cubetas de separacién de 2 mm usando
parametros optimizados para los fibroblastos CCD1079Sk. 100.00 células/pozo se sembraron por duplicado en placas de
96 pozos. La actividad de la luciferasa se midid en los puntos de tiempo indicados en la Fig. 9A después de la
electroporacion usando el sistema de ensayo Bright Glo Luciferase (Promega). Se dan los valores medios de los
duplicados. Ademas, se sembraron 300000 células/pozo en placas de 6 pozos y 24 horas después de la electroporacion,
se sedimentaron las células, se aisld el ARN total y se analiz6 la expresion de ARNm de OAS1 e IFN-b mediante RT-PCR
y en caso de IFN-b cuantificado utilizando el kit Quanti Tect SYBR Green PCR.

Como se muestra en la Fig. 9A, la traduccion de Luc se mejord con E3 o K3 solo tanto como con los dos juntos. Como se
ve para la lipofeccion de IVT-ARN, IFNb y el gen de respuesta IFN OAS1 son claramente inducidos por la electroporacion
de IVT-ARN (Luc/GFP). Estas inducciones no se pueden reducir ni con E3 ni con K3 ni con la combinacién de ambas 24
horas después de la electroporacion; cf. Fig. 9B.

Estos experimentos indican que una proteina de escape viral intracelular (E3 o K3) codificada por IVT-ARN puede ser
suficiente para permitir la transferencia génica basada en ARN repetitiva como se ve con la combinacion EKB.

Ejemplo 9: Uso de inhibidores de interferdn virales para mejorar la expresion de ARN autorreplicante

El genoma de los alfavirus es un ARN de cadena sencilla de sentido positivo (ARNss(+)) que codifica dos marcos de
lectura abiertos (ORF) para poliproteinas grandes. EI ORF en el extremo 5' del genoma codifica las proteinas no
estructurales nsP1 a nsP4 (nsP1-4), que se traducen y procesan a una ARN-polimerasa dependiente de ARN (replicasa);
el ORF en el extremo 3' codifica las proteinas estructurales -capsides y glicoproteinas-. Ambos ORF estan separados por
el llamado promotor subgenémico (SGP), que gobierna la transcripcion del ORF estructural (Strauss and Strauss, 1994,
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Microbiol. Rev. 58.491-562). Cuando explotan como vectores de genes, las proteinas estructurales detras del SGP se
reemplazan por transgenes. Para empaquetar tales vectores en particulas virales, las proteinas estructurales deben
expresarse en trans desde construcciones auxiliares (Smerdou and Liljestrom, 1999, J. Virol. 73, 1092-1098; Ehrengruber
and Lundstrom, 2007, Proc. Natl. Acad. Sci. US A 96, 7041-7046).

Los alfavirus se replican en el citoplasma de células infectadas exclusivamente a nivel de ARN (para la revision del ciclo
de vida alfaviral (Jose et al., 2009, Future. Microbiol. 4, 837-856). Después de la infeccién, el genoma ARNss(+) actua
como ARNm para la traduccion del precursor de poliproteina nsP1234 que esta en etapas tempranas del ciclo de vida
viral procesado autoproteoliticamente a los fragmentos nsP123 y nsP4. Los fragmentos nsP123 y nsP4 forman el complejo
de replicasa de cadena (-) que transcribe (-) ARN trenzado a partir de la plantilla de ARN gendmico. En etapas posteriores,
la poliproteina nsP1234 se escinde completamente en las proteinas individuales (Shirako and Strauss, 1994, J. Virol. 68,
1874-1885) que se unen al complejo de replicasa de cadena (+) que sintetiza nuevos genomas (+) trenzados, asi como
transcripciones subgendmicas que codifican las proteinas estructurales o transgenes (Kim et al., 2004, Virology 323, 153-
163; Vasiljeva et al., 2003, J. Biol. Chem. 278, 41636-41645). El ARN subgendmico asi como el nuevo ARN genémico
tienen un limite (Cross and Gomatos, 1981, Virology 114, 542-554; Pettersson et al., 1980, Eur. J. Biochem. 105, 435-
443) y poliadeniladas (Sawicki and Gomatos, 1976, J. Virol. 20, 446-464) y por lo tanto reconocidas como ARNm después
de la infeccion de las células diana. Solo el nuevo ARN gendmico contiene una sefial de empaquetamiento que asegura
el empaquetamiento exclusivo del ARN gendmico en viriones en gemacion.

La belleza de los replicones alfaviral para vectorologia se fundamenta en la orientacion positiva del genoma de ARN
capsulado y poliadenilado. El replicon de ARN traducible se puede sintetizar facilmente in vitro, mediante lo cual se
consigue el encapsulado con analogo de proteccion afiadido a la reaccion de transcripcion in vitro y las colas de poli-A se
codifican como pistas de poli-T en las plantillas de plasmido (Ehrengruber and Lundstrom, 2007, Curr. Protoc. Neurosci.
Capitulo 4, Unit.). Los replicones transcritos in vitro (IVT) se transfectan mediante técnicas de transfeccion convencionales
e incluso cantidades bajas de replicones de IVT iniciales se multiplican rapidamente. En unas pocas horas después de la
transferencia (Bruton and Kennedy, 1975, J. Gen. Virol. 28, 111-127), los transgenes que se colocan cadena abajo del
SGP se transcriben a nimeros de copia muy altos de aproximadamente 40000 a 200000 copias de ARN subgendmico.
por célula (Tuomi et al., 1975, Nucleic Acids Res. 2, 555-565), por lo tanto, no es sorprendente que las proteinas
recombinantes se expresen fuertemente.

Dependiendo del propédsito especifico, los replicones de IVT pueden transfectarse directamente en células diana, o
envasarse en particulas alfavirales con vectores auxiliares que proporcionan genes estructurales en trans (Smerdou and
Liljestrom, 1999, J. Virol. 73, 1092-1098; Berglund et al., 1993, Biotechnology (N.Y.) 11, 916-920). La transferencia a la
piel o los musculos conduce a una expresion local alta y sostenida, paralela a una fuerte induccion de la respuesta inmune
humoral y celular (Johansson et al., 2012, PLoS. One. 7, €29732; Geall et al., 2012, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 109,
14604-14609). Considerados juntos, la facilidad de produccién y transferencia de replicon in vitro, altos niveles de
expresion y respuestas inmunes por replicones son ideales para la vacunacion contra enfermedades infecciosas o cancer
(discutido recientemente por (Ulmer et al., 2012, Vaccine 30, 4414-4418)).

A pesar de estos aspectos positivos generales, la transferencia génica basada en el replicon se enfrenta a las limitaciones
impuestas por un bloque efectivo de traduccion en las células huésped que causa la muerte celular. El bloqueo de la
traduccioén es provocado por dos mecanismos: primero, la proteina replicasa nsP2 interrumpe activamente la traduccion
del huésped degradando la ARN-polimerasa-Il (Akhrymuk et al., 2012, J. Virol. 86, 7180-7191) y el segundo, la respuesta
al interferén (IFN) media un cierre de la traduccion por activacion de proteina quinasa R (PKR) (Gorchakov et al., 2004,
J. Virol. 78, 8455-8467). La citotoxicidad relacionada con nsP2 se resolvié seleccionando mutantes no citotdxicos capaces
de replicacion persistente y expresion génica en células (Casales et al., 2008, Virology 376, 242-251; Lundstrom et al.,
2003, Mol. Ther. 7, 202-209). Sin embargo, la mayoria de estos estudios se realizaron en células BHK21 que son
altamente permisivas para la expresion de replicones que muy probablemente se relaciona con defectos en la respuesta
de IFN (Chinsangaram et al., 1999, J. Virol. 73, 9891-9898). En las células competentes de IFN, todavia se puede esperar
la activacion de PKR y la respuesta de IFN y esto limitaria la expresion estable de vectores no citotdxicos.

Ademas de inhibir la traduccidn, la respuesta a IFN también es un obstaculo para la replicacion de los alfavirus (Deuber
and Pavlovic, 2007, J. Gen. Virol. 88, 1952-1959). Especialmente PKR, que se activa mediante ARNds, bloquea la
replicacion (Barry et al., 2009, J. Gen. Virol. 90, 1382-1391). La PKR activada fosforila el factor de iniciacién eucariotico
2alfa (elF2alfa) que a partir de entonces ya no puede iniciar la traduccion del ARNm protegido (Pindel and Sadler, 2011,
J. Interferon Cytokine Res. 31, 59-70). De ese modo, las células inhiben la expresion de proteinas de muchos virus, y
como una consecuencia de la coevolucién del virus-huésped, muchos virus a cambio expresan proteinas inhibidoras de
PKR (Garcia et al., 2006, Microbiol. Mol. Biol. Rev. 70, 1032-1060). Los alfavirus, sin embargo, logran su ciclo de vida sin
inhibir la PKR, aunque activan fuertemente la PKR. Sus transcritos subgenémicos se traducen eficazmente a proteinas
estructurales en presencia de PKR activada, que depende de un motivo de ARN subgenémico 5'-terminal denominado
potenciador de la traduccion (TE) (Gorchakov et al., 2004, J. Virol. 78, 8455- 8467). La replicacion de los virus mutantes
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desprovistos del TE esta severamente afectada, pero se puede rescatar en trans mediante la expresion de E3L, un
inhibidor de PKR del virus Vaccinia (VacV) (Domingo-Gil et al., 2011, PLoS. One. 6, e16711)

Los vectores de replicones generalmente carecen del TE, porque el TE se extiende a la region codificante de la capside
y, por lo tanto, se elimina cuando las proteinas estructurales se reemplazan con transgenes. Por lo tanto, la expresion
transgénica se reprime mediante la activacion de PKR. La coexpresion de PKR dominante-negativa puede desreprimir la
expresion (Gorchakov et al., 2004, J. Virol. 78, 8455-8467), similar al rescate antes mencionado de la replicacion de virus
deficiente en TE por E3L. Por otro lado, la fusion de las secuencias TE a la parte N-terminal del transgén ORF permite la
expresion transgénica, con la desventaja de que un TE funcional comprende no solo el UTR subgendmico, sino también
los aminoacidos N-terminales de la proteina de la capside (34 Aa en SFV) (Sjoberg et al., 1994, Biotechnology (N.Y.) 12,
1127-1131). Siempre que las fusiones de capside-transgén sean aceptables, se puede usar dicho disefio de vector, de lo
contrario el TE deberia preceder a una autoescision 2A, realizada por ejemplo en pSFV-Helper-S del sistema de ARN de
dos auxiliares (Smerdou and Liljestrom, 1999, J. Virol. 73, 1092-1098).

Aqui demostramos que los replicones de expresion desprovistos de TE- pueden mejorarse inhibiendo la respuesta del
interferon (IFN) de las células transfectadas. Mejoramos la expresion del replicon mediante la coexpresion de proteinas
del virus Vaccinia (VacV), concretamente E3L, B18R y K3L (EKB). Mostramos por primera vez que EBK puede codificarse
en ARNm sintético y mejorar la expresion del replicon en trans mediante cotransfeccion simple. Encontramos que las
proteinas VacV cotransfectadas inhiben la respuesta a IFN y previenen la activacion de PKR y de ese modo aumentan la
traduccion de proteinas codificadas por replicdn. La expresion se incrementd en diferentes tipos de células de humanos
y ratones, pero en general, el aumento fue mas pronunciado en las células humanas que en las de raton. Hemos
confirmado el aumento de la expresion de ARN EBK in vivo por administracion en el musculo y el bazo. Cuando evaluamos
la contribuciéon de las diferentes proteinas individuales, encontramos que E3 actia como el principal potenciador de la
expresion, mientras que B18R es indispensable para bloquear completamente la respuesta de IFN.

Concluimos que la cotransferencia de inhibidores de IFN es una herramienta prometedora para mejorar la eficacia de los
vectores basados en replicones para la administracion de genes terapéuticos o la vacunacion. De este modo, se puede
reducir la cantidad total de ARN necesaria para tratar a los pacientes, lo que aumentaria la efectividad y la rentabilidad de
las vacunas de ARN.

9.1 Material y métodos:

Vectores y transcripcion in vitro de ARN: K. Lundstrédm (Lundstrom et al., 2001, Histochem.) Proporcioné amablemente
vectores replicones del virus del bosque Semliki (pSFV-gen-GFP) y los vectores mutantes no citotoxicos (pSFV4 (PD)).
Cell Biol. 115, 83-91; Ehrengruber et al., 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. US A 96, 7041-7046). Las colas de poli-A codificadas
con pSFV se alargaron desde 62 residuos de adenosina en el vector original a 120 residuos de adenosina, y se colocé un
sitio de restriccion Sapl inmediatamente a la baja del poli-A. Este disefio de poli-A se copid de vectores de ARNm sintéticos
optimizados y se describié para mejorar la traduccion (Holtkamp et al., 2006, Blood 108, 4009-4017). Se clonaron los
genes indicadores luciferasa y verde fluorescente proteina (GFP) 3' para el promotor subgenémico. Se clonaron pST1-
vectores que codifican la proteina fluorescente de infrarrojos (iRFP), luciferasa, E3L, B18R o K3L (EBK). La transcripcion
in vitro de vectores pSt1 y la purificacion de ARN se describieron previamente (Holtkamp et al., 2006, Blood 108, 4009-
4017; Kuhn et al., 2010, Gene Ther. 17, 961-971). Los vectores pSFV se transcribieron in vitro utilizando la ARN
polimerasa SP6 (Megascript Kit, Ambion). La calidad del ARN purificado se evalué mediante espectrofotometria y analisis
en el 2100 BioAnalyzer (Agilent, Santa Clara, EE. UU.).

Transferencia de ARN: el ARN se sometié a electroporacion en las diferentes células diana a temperatura ambiente con
un dispositivo de electroporacion de onda cuadrada (BTX ECM 830, Harvard Apparatus, Holliston, MA, Estados Unidos)
usando los siguientes ajustes: fibroblastos humanos CCD1079SK (550 V/cm; 3 pulsos de 12 ms); fibroblastos de prepucio
humano (HFF, 625 V/cm, 1 pulso de 24 ms); BJ fibroblastos (550 V/cm, 3 pulsos de 12 ms); RT101 (750 V/cm, 1 pulso de
12 ms); C2C12 (600 V/cm; 5 pulsos de 5 ms); BHK21 (750 V/cm, 1 pulso de 16 ms); 3T3-L1 (625 V/cm; 5 pulsos de 5
ms); célula del musculo esquelético humano (hRSKMC, 700 V/cm, 1 pulso de 10 ms). Para la electroporacion, el ARN se
resuspendid en un volumen final de 62,5 pyl/mm de tamafio de hueco de cubeta. Las interacciones entre pulsos
consecutivos fueron de 400 ms en todos los entornos. Las lipofecciones de ARN se realizaron usando Lipofectamine
RNAIMAX siguiendo las instrucciones del fabricante (Life Technologies, Darmstadt, Alemania). Las células se sembraron
a aproximadamente 20000 células/cm2 de area de crecimiento y se transfectaron con una cantidad total de 260 ng/cm?
de ARN y 1 pl/cm? de RNAIMAX. Se prepararon mezclas de diferentes especies de ARN (enumeradas en la tabla 2 y
tabla 3) en tubos Eppendorf libres de ARNasa y se mantuvieron en hielo hasta las transfecciones. Con la excepcién de
las células 3T3-L1, las células transfectadas se recogieron 24 h después de la transfeccion para medir las eficacias de
transfeccion (indicadas por expresion de iRFP) y la expresion de replicon o ARNm sintético (indicado por GFP) por FACS.
Las células 3T3-L1 se destruyeron rapidamente por expresion del replicon después de la electroporacion, por lo tanto, se
recogieron 8 h después de la electroporacion, pero 24 h después de la lipofeccion.

Células: Las células usadas en el estudio se enumeran en la tabla 1.
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Tabla 1. Lineas celulares y tipos de células utilizados en el estudio.

Linea celular Especies Comentarios

Tejido de origen

RT101 epidermis Raton ATCC #CRL-2002, transformado quimicamente
(Balb/C)
3T3-L1 Fibroblastos embrionarios | Raton ATCC #CL-173
C2C12 Mioblasto del mdusculo | Raton (C3H) | ATCC #1772,
esquelético

tal vez diferenciado a miotubos maduros

CCD1079SK | Fibroblastos de prepucio | humano ATCC #CRL-2097, alcanzar la senescencia después de 56
duplicaciones de poblacién

BJ Fibroblastos de prepucio | humano ATCC #CRL-2522, alcanzar la senescencia después de 72
duplicaciones de poblacién

HFF Fibroblastos de prepucio | humano System Biosciences # PC501A-1, mas de 30 duplicaciones
neonatal de poblacién
hSkMC Musculo humano PromoCell # C12530; se diferencia en sincitia multinucleada
BHK-21 Rifién hamster ATCC # CCL-10, linea celular productora de alfavirus
estandar
HUVEC Vena umbilical endotelial | humano PromoCell

Transferencia de ARN in vivo: Los replicones que codifican luciferasa se resuspendieron en PBS y se inyectaron en el
tibialis anterior de ratones. Se transfirid IVT ARN que codificaba EBK como se indica en la leyenda de las figuras. La
expresion de luciferasa in vivo se midié como se describe (Kuhn et al., 2010, Gene Ther. 17, 961-971).

Citometria de flujo: La expresion del ARN IVT que codifica iRFP o GFP se midi6 mediante citometria de flujo usando un
citdmetro de flujo FACS Canto Il (BD Bioscience, Heidelberg, Alemania) y los datos adquiridos se analizaron mediante el
correspondiente software Diva o el software FlowJo (Arbol Star Inc., Ashland, OR, Estados Unidos).

Ensayos de luciferasa: Para evaluar la expresion de la luciferasa de luciérnaga, se sembraron células sometidas a
electroporacion 1E4 en microplacas blancas de 96 pozos (Nunc, Langenselbold, Alemania). La lisis directa de las células
y la deteccion de la luciferasa se realizé con el sistema Bright-Glo Luciferase Assay System (Promega, Madison, WI,
Estados Unidos) De acuerdo con las instrucciones del fabricante. La bioluminiscencia se midié usando un lector de
luminiscencia para microplacas Infinite M200 (Tecan Group, Mannedorf, Suiza). Los datos se representaron en unidades
relativas de luciferasa [RLU], se usaron células negativas en luciferasa para sustraer la sefial de fondo.

Inmunotransferencia Western: La expresion de PKR vy la fosforilacion se detectaron mediante inmunotransferencia
Western de lisados celulares. Anticuerpos utilizados: Fosfo-PKR (ab32036, Abcam, Cambridge, Reino Unido), PKR
(ab45427; Abcam, Cambridge, Reino Unido). Anticuerpo secundario anti-conejo de cabra (sc-2004; Santa Cruz, Dallas,
TX, Estados Unidos).

9.2 La eficiencia de la expresion del replicén depende de la linea celular

Las células BHK21, RT101 y CCD1079Sk se sometieron a lipofeccion con una dilucion en serie de ARN de replicon que
codifica para GFP (2 yg a 0.02 ug como se indica en la Fig. 10). Una cantidad fija de 0.5 ug IVT ARN que codifica iRFP
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se cotransfectd para controlar el éxito de la lipofeccion. Para ajustar las cantidades de ARN total a 2.5 ug en todas las
muestras, se cotransfectaron cantidades variables de ARN codificante de luciferasa.

Mientras que las células BHK21 y las células RT101 son altamente permisivas y muestran altos niveles de expresion de
replicén en un amplio rango de cantidades de ARN del replicon transfectadas, la expresion del replicon esta gravemente
alterada en los fibroblastos humanos (CCD1079SK); cf. Fig. 10.

9.3. La expresion del IVT ARN cotransfectado se altera en células no permisivas

El mismo experimento que en la Fig. 10, que se muestra en la Fig. 11, son los niveles de expresion de iRFP en muestras
seleccionadas de la dilucion del replicén en serie.

La coexpresion de iRFP en células BHK21 y RT101 aumenta en correlacion inversa con la cantidad de replicén. Por el
contrario, la expresion de iRFP se ve afectada en células CCD1079Sk independientemente de la cantidad de replicon, lo
que indica una fuerte activacion de PKR incluso por cantidades muy bajas de replicon.

9.4 El IFN secretado bloquea el IVT ARN y la expresion del replicén y B18R libera este bloqueo

Se sometieron fibroblastos de prepucio humano (HFF) a electroporacion (EP) de la siguiente manera: sin ARN; 40 pug/ml
de ARN de replicon que codifica luciferasa o 40 pyg/ml de ARN replicén que codifica GFP y 40 ug/ml de IVT ARN que
codifica el virus Vaccinia soluble (VacV) receptor IFN - sefiuelo B18R. Después de la electroporacion, las células se
sembraron a 3.3E04 células/cm? y se suplementaron con 120 ul/cm? de medio. El dia siguiente, el sobrenadante (SN) de
las células se recogio y se transfirio a células HFF cultivadas en placas de 96 pozos el dia anterior (5000 células/pozo).
El sobrenadante de células sometidas a electroporacion con replicon se suplementé adicionalmente con 200 ng/ml de
B18R recombinante (rec. B18R). Las células se incubaron 6 h con el sobrenadante. A continuacion, las células se
sometieron a lipofeccion con (A) 0.25 ug de ARN IVT o (B) 0.25 pg de ARN replicon que codifica luciferasa por pozo
formulado con 1 pyl de ARNIMAX por pozo. El medio no se modificéd antes de la lipofeccion. Al dia siguiente, se midio la
expresion de luciferasa; cf. Fig. 12.

Los sobrenadantes de las células transfectadas con replicon inhibieron la expresion de luciferasa que codifica IVT ARN y
replicones. El B18R recombinante asi como el B18R secretado sobre la coelectroporacion contrarrestan esta inhibicion,
lo que demuestra que los IFN son el agente inhibidor en los sobrenadantes.

9.5 La electroporacion del IVT ARN bloquea la expresién del ARN del replicon transfectado posteriormente. Las proteinas
VacV liberan el bloque de expresion

Los fibroblastos de prepucio humanos (CCD1079SK) se sometieron a electroporacion (EP) como sigue: sin ARN (EP1);
80 pg/ml de luciferasa que codifica IVT ARN (EP2) o 80 pg/ml de IVT ARN que codifica las proteinas del virus Vaccinia
(VacV) E3, K3, B18R (EBK) (EP3). Después de la electroporacion, las células se sembraron a 2E05 células por pozo en
placas de 6 pozos. Al dia siguiente, las células se lipofectaron con una cantidad total de ARN de 2.5 ug: se cotransfectaron
0.75 pg de ARN replicon que codifica GFP con 1.25 ug de luciferasa o ARN que codifica EBK como se indica. La expresion
de GFP se midi6 mediante FACS 24 h después; cf. Fig. 13.

En células que se sometieron a electroporacion sin ARN, el nivel basal bajo de la expresion del replicon se reforzé
mediante EBK colipofectado. Las células que se sometieron a electroporaciéon con luciferasa que codifica IVT ARN
bloquearon la expresion del replicon, y la EBK colipofetada no pudo liberar este bloqueo. En células que se sometieron a
electroporacién con EBT que codifica IVT ARN, la expresién del replicon no se inhibié.

Estos datos muestran que la expresion del replicon esta alterada en las células que se encuentran en un estado antiviral
activo antes de que el ARN del replicon se transfecte.

9.6 Las proteinas VacV codificadas en el IVT ARN evitan la respuesta de IFN al ARN, pero tienen una accion limitada
sobre una respuesta de IFN establecida

Se sometieron fibroblastos de prepucio humano (CCD1079SK) a electroporacion primero y luego se sometieron a
lipofeccion como en la Fig. 13. Se aislé6 ARN de estas células y se analizé por qRT-PCR para marcadores de respuesta a
IFN; cf. Fig. 14. Los paneles (A) y (C) muestran la induccion de transcripcion de OAS1 e IFNB el dia después de la
electroporacion, lo que significa inmediatamente antes de la lipofeccién. Los paneles (B) y (D) muestran la induccion de
OAS1 e IFNB después de la electroporacion y la posterior lipofeccion.

(A) En el momento de la lipofeccién, OAS1 se induce solo en células sometidas a electroporacion con ARN que codifica
luciferasa. (B) EBK colipofectado inhibe la sobrerregulacién OAS1 inducida por replicon en células previamente no
sometidas a electroporacion (primer grupo de 3 columnas). Sin embargo, la colipofeccion de EBK no revierte la induccion
de OAS1 por la electroporacion previa de la luciferasa que codifica IVT ARN (segundo grupo de 3 columnas). Las células
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que fueron sometidas a electroporacion con replicén y EBK son resistentes a la induccion de la respuesta de IFN por
lipofeccion. En general, la sobrerregulacion de las transcripciones OAS1 se correlaciona muy bien con el bloqueo de la
expresion del replicon. (C) Los transcritos de IFNB se regulan positivamente en ambas muestras de ARN sometido a
electroporacion, aunque B18R redujo el nivel de induccion. (D) Las células que no fueron lipofectadas perdieron transcritos
de IFNP a partir de la electroporacion (columna 4). Las células ingenuas de IFN que se sometieron a electroporacion sin
ARN regulan al alza las transcripciones de IFNB cuando se lipofeccionan con ARN, a menos que el ARN codifique EBK.
La lipofeccion EBK no revierte la induccion de transcripciones de IFNB de la electroporacion previa (columna 6). Por el
contrario, la electroporacion de EBK evita la sobrerregulacion de IFNB por lipofeccion, muy probablemente gracias a B18R
secretado.

9.7 Las proteinas VacV reducen la respuesta de IFN al IVT ARN y replicones en células humanas

Se transfectaron fibroblastos de prepucio humano (HFF) y fibroblastos CCD1079SK (CCD) con (A) 0.75 ug de ARN IVT
o (B) 0.75 ug de replicén ARN que codifica GFP, junto con 0.5 pg de ARN IVT que codifica iRFP. Se cotransfectaron 1.25
Mg de proteinas de VacV que codifican el IVT ARN como se indica (véase la tabla 2), las mezclas de las proteinas de
VacV estaban en proporciones de 1:1. EI ARN IVT que codifica la luciferasa (Luc) sirvi6 como control positivo para la
induccion de respuesta a IFN y se us6 para normalizar los datos; cf. Fig. 15.

La induccion de IFNB en respuesta al IVT ARN fue inhibida por la combinacién EKB asi como por E3L y K3L, pero no por
B18R solo. El IFNS en respuesta al replicon ARN fue inhibido por todas las proteinas VacV, sin embargo, la combinacion
de las tres fue la mejor. La EKB anul6 la induccion de OAS1 y OAS2 en respuesta al IVT ARN asi como al replicon. B18R
solo inhibi6 la induccion de OAS 1/2 en respuesta al ARN del replicén, pero no al IVT ARN. K3L y E3L fueron menos
efectivos.

B18R es indispensable para inhibir por completo la respuesta de IFN. Solo la combinaciéon de EBK bloqued efectivamente
todos los genes de respuesta a IFN.

9.8 Las proteinas VacV potencian la expresion del ARN IVT y replicon ARN sometido a electroporacion en lineas celulares
de ratén y humano.

Los fibroblastos 3T3-L1 de raton, fibroblastos CCD1079SK humanos, mioblastos C2C12 de ratén y células HUVEC
humanas primarias se sometieron a electroporacion con (A) IVT ARN o (B) replicon ARN que codifica GFP, junto con IVT
ARN que codifica las proteinas VacV como se indica. iRFP que codifica el IVT ARN se cotransfecté a todas las muestras
para controlar el éxito de la electroporacion (consulte la tabla 2 para obtener detalles de las mezclas de transfeccion); cf.
Fig. 16.

Tabla 2. Mezclas de ARN IVT utilizadas para electroporaciones en los ejemplos 9.7, 9.8 y 9.12. Las mezclas de ARN se
ajustaron para igualar los volumenes finales con agua libre de ARNasa.

Muestra No. | iRFP [ug] | E3L [ug] | K3L [ug] | B18R [ug] | eGFP [ug] | GFP replicon [ug]

1 2,5 2,5 -
2 2,5 0,67 0,67 0,67 25 -
3 2,5 2 2,5 -
4 2,5 2 2,5 -
5 2,5 1 1 2,5 -
6 2,5 2 2,5 -
7 2,5 - 2,5
8 2,5 0,67 0,67 0,67 - 2,5
9 2,5 2 - 2,5
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Muestra No. | iRFP [ug] | E3L [ug] | K3L [ug] | B18R [ug] | eGFP [ug] | GFP replicon [ug]

10 2,5 2 - 2,5
11 2,5 1 1 - 25
12 2,5 2 - 25

(A) Se encontré un aumento moderado de la expresion de GFP basada en IVT ARN en fibroblastos de ratén y humanos
con EKB o E3 y/o K3, mientras que no hubo ningun efecto en células musculares de ratén y HUVEC humano.

(B) La expresion del replicon se incrementd en un grado mas alto que el IVT ARN en las 4 células probadas. La
cotransferencia de las proteinas VacV da como resultado un impulso de la expresion del replicdn, especialmente en
fibroblastos humanos, donde encontramos un aumento aproximadamente 3 veces mayor que en los fibroblastos de raton.
E3 fue el factor principal en fibroblastos humanos, K3 aumenta la expresiéon con menos fuerza.

9.9 Las proteinas VacV potencian la expresion del IVT ARN y el ARN del replicon lipofectado en células de raton y
humanas.

Los fibroblastos de ratén (3T3-L1) y humanos (CCD1079SK) y mioblastos de raton (C2C12) y humano (hSkMC) se
sometieron a lipofeccion con (A) IVT ARN o (B) replicon ARN que codifica GFP, junto con IVT ARN que codifica VacV
proteina como se indica (consulte la tabla 3 para mas detalles). Se cotransfecté iRFP que codifica IVT ARN a todas las
muestras para controlar el éxito de la lipofeccion (consulte la tabla 3 para obtener detalles de las mezclas de transfeccion);
cf. Fig. 17.

Tabla 3: Mezclas de IVT ARN usadas para transfecciones con liposomas (RNAIMAX) en los ejemplos 9.9 y 9.10. Con el
fin de mantener la relacion optima de ARN a ARNmMAX, se us6 el ARN de codificacion de la luciferasa para igualar las
cantidades totales de ARN.

Muestra No. | iRFP [ug] | E3L [ug] | K3L [ug] | B18R [ug] | eGFP [ug] | GFP replicén [ug] | Luciferasa [ug]

1 0,5 0,75 - 1,25
2 0,5 0,417 0,417 0,417 0,75 - -
3 0,5 1,25 0,75 - -
4 0,5 1,25 0,75 - )
5 0,5 0,625 0,625 0,75 - -
6 0,5 1,25 0,75 - -
7 0,5 - 0,75 1,25
8 0,5 0,417 0,417 0,417 - 0,75 -
9 0,5 1,25 - 0,75 -
10 0,5 1,25 - 0,75 -
11 0,5 0,625 0,625 - 0,75 -
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Muestra No. | iRFP [ug] | E3L [ug] | K3L [ug] | B18R [ug] | eGFP [ug] | GFP replicén [ug] | Luciferasa [ug]

12 0,5 1,25 - 0,75 -

(A) Se detectdé un aumento de la expresion del ARN IVT en todas las células, la GFP aumenté hasta 5 veces en presencia
de E3L cotransfectado solo o E3L en combinacion con K3L y B18R. K3L solo fue menos eficaz en células CCD1079Sk
humanas, pero aun aumento la expresion de ARN IVT mas de 2 veces. B18R solo no tuvo ningun efecto.

(B) La expresion del replicon se reforzé en fibroblastos humanos y mioblastos humanos mediante el ARN E3 IVT, K3L
tuvo pocos efectos. En las células de ratén, la expresion también se incrementd, pero mucho menos que en las células
humanas. Los resultados obtenidos con células CCD1079SK se confirmaron con otros fibroblastos humanos (células HFF
y BJ).

En general, los resultados de las Fig. 16 y 17 indican que la proteina VacV podria ayudar a superar la barrera de especies
entre las células humanas y de raton.

9.10 Las proteinas VacV potencian la expresion de la expresion del replicon en miotubos de ratén

Los miotubos derivados de C2C12 de ratédn se lipofectaron con replicon que codificaba GFP. Las proteinas iRFP o VacV
que codifican ARN IVT se cotransfectaron como se indica (ver la tabla 3 para mas detalles); cf. Fig. 18. En comparacion
con el replicén de GFP solo, las proteinas VacV aumentaron la expresion de GFP, con la excepcion de B18R en miotubos
maduros.

9.11 El exceso de VacV IVT ARN no mejora aun mas la expresion del replicon

Los mioblastos C2C12 de raton se sometieron a electroporacion con 3 ug de ARN de replicon que codifica luciferasa. Las
proteinas VacV que codifican IVT ARN se sometieron a coelectroporacion en diferentes relaciones p/p tal como se indica;
cf. Fig. 19. En el primer grupo de muestras E3, B18R y K3 (EBK) se mezclaron 1:1:1, en el segundo grupo se colipofectd
la misma cantidad de E3 que en el primer grupo, pero se omitieron K3 y B18R. La expresion de luciferasa se midié 6 h
después de la electroporacion y se normalizo6 a la expresion obtenida sin proteinas VacV (primera columna; "1:0").

La mezcla EBK y E3 solo aumenté la expresion del replicon de luciferasa, pero no hubo beneficio de usar un exceso
elevado de ARN EBK o E3.

9.12 Las proteinas VacV reducen la autofosforilacion de PKR y la fosforilaciéon del sustrato tras la transferencia del replicon
de ARN

Los fibroblastos CCD1079SK humanos se sometieron a coelectrporacion con replicon ARN que codificaba GFP, junto con
IVT ARN que codifica iRFP y la proteina VacV indicada (véase la tabla 2); cf. Fig. 20. Las células falsas sometidas a
electroporacion sirvieron como control negativo. IVT ARN solo y IVT ARN cosometido a electroporacién con EBK ARN
sirvieron como muestras de referencia para comparar la activaciéon de PKR mediada por ARN IVT a la activacion de PKR
mediada por replicon. Se utilizé un replicon no protegido como control para mostrar la contribucion de la replicacion a la
activacion de PKR.

La fosforilacion de PKR provocada por los replicones es mucho mas fuerte que por el IVT ARN. El replicon de ARN no
bloqueado conduce a una fuerza similar de autofosforilacion de PKR como ARN IVT no replicante. E3 y K3 reducen la
autofosforilacion de PKR, B18R no afecta la fosforilacion de PKR.

9.13 Las proteinas VacV permiten la replicacion eficiente de replicones mutantes no citotoxicos

Los vectores de PD parental y no citotoxicos (Lundstrom et al., 2003, Histochem. Cell Biol. 115, 83-91) se sometieron a
electroporacion en fibroblastos humanos junto con IVT NA que codifica E3, B18R y K3 (EBK) o no; cf. Fig. 21. (A) Se
midio la expresion de luciferasa en los puntos temporales indicados (B). La viabilidad de las células se evalu6 24 h después
de la electroporacion usando tincion de viabilidad XTT. La viabilidad se normalizé a muestras no transfectadas.

(A) La expresion de vectores PD no citotdxicos esta alterada en fibroblastos humanos a menos que se agregue EBK. La
adicion de EBK induce un aumento lento de la expresion de vectores PD, que alcanza después de 72 h un nivel, que es
comparable a la expresion del vector parental después de 24 h. (B) En presencia de EBK, las células transfectadas
mostraron puntuaciones de viabilidad muy altas.

9.14 Las proteinas VacV potencian la expresion del replicén in vivo
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Se coinyectaron 2 ug de ARN de replicon que codificaba luciferasa con IVT ARN que codificaba E3, K3 y B18R (EBK) en
diferentes relaciones p/p tal como se indica (de 1 a 6 veces mas EKB que el ARN replicén) en el tibialis anterior de ratones
Balb/C; cf. Fig. 22. El ARN se resuspendié en PBS.

Un exceso de 3 veces y 6 veces de ARN de EBK aumenta la expresion del replicon in vivo de una manera dependiente
de la dosis.

9.15 Las proteinas VacV aumentan la expresion del ARN IVT en el bazo

Se empaquetd 10 ug de ARN IVT que codifica la luciferasa con 30 ug de ARN GFP o 30 ug de ARN EBK en liposomas
que se dirigen al bazo. La expresion de luciferasa se controlo durante 4 dias; cf. Fig. 23.

EBK mejoro la expresion durante todo el curso del tiempo.
Ejemplo 10: NS34A e ICP34.5 potencian la expresion del replicén

Hemos demostrado que las proteinas del virus Vaccinia E3, B18R y K3 (EBK) aumentan la expresion del replicon,
especialmente la traduccion de transcritos subgenémicos. Probamos otros inhibidores de IFN: el virus de la hepatitis C
NS34A, que contrarresta la activacion de RIG-I y MDAS5, virus del herpes simple ICP34.5, que desfosforila activamente
elF2a.

Se cotransfectaron fibroblastos humanos con 1.5 ug de replicon ARN que codifica una fusion luciferasa-GFP y 1 ug de
ARNmM que codifica inhibidores de interferén, o iRFP como control. Al dia siguiente, la expresion transgénica se midié
mediante FACS; cf. Fig. 24.

(A) Porcentaje de células transfectadas determinadas por expresion de GFP. NS34A aumenta las tasas de transfeccion
en la misma medida que EBK, mientras que ICP34.5 aumenta mas potentemente las tasas de transfeccion. (B) Los
mismos datos que en A, expresados como las tasas de transfeccién multiplicadas en comparacién con la muestra sin
inhibidores. (C) Cambio de traduccion de GFP, expresado como intensidad media de fluorescencia (MFI). NS34A no
aumenta la traduccioén, mientras que ICP34.4 si lo hace. Esto es mas probable debido al hecho de que NS34A no inhibe
la PKR.

Ejemplo 11: NS34A inhibe e ICP34.5 reduce la respuesta de IFN al ARNm sintético

Hemos demostrado que las proteinas E3, B18R y K3 (EBK) del virus vaccinia inhiben por completo la respuesta a IFN
cuando se usan como una mezcla. E3 solo fue capaz de reducir la respuesta de IFN. Con respecto a la induccion de los
genes diana del IFNB (OAS1/2), hemos encontrado que se requiere B18R, y que E3 o K3 solo pueden prevenir
parcialmente la sobrerregulacion. Aqui, probamos otros inhibidores de IFN: el virus de la hepatitis C NS34A, que
contrarresta la activacion de RIG-1 y MDAS5, el virus del herpes simple ICP34.5, que desfosforila activamente elF2a.

Los fibroblastos humanos se transfectaron con 5 ug de mezclas sintéticas de ARNm para inducir o prevenir la respuesta
de IFN. Todas las mezclas contenian 2 ug de ARNm sintético que codificaba proteina fluorescente de infrarrojo (iRFP) y
3 ug de inhibidores de IFN (como se indica en la Fig. 25) o luciferasa como control. Al dia siguiente, las células se
recolectaron y se sometieron a lisis para extraer ARN para qRT-PCR. La induccién de IFNB y OAS 1/2 se normalizé a la
expresion de la linea base en células no transfectadas; cf. Fig. 25.

(A) Induccion transcripcional de IF(. Las proteinas del virus vaccinia EKB inhibieron IFNB y E3 redujeron la induccién de
IFNB como hemos observado anteriormente. NS34A también anuld la induccion de IFNB similar a EBK, e ICP34.5 redujo
la induccion de IFN similar a E3. (B, C). La induccion transcripcional de genes diana de IFNB OAS 1/2. EBK bloque¢ la
induccion OAS 1/2, mientras que E3 solo podria evitar parcialmente la sobrerregulacion OAS1/2. Esto fue observado
antes. Similar a E3, ICP34.5 no puede prevenir la induccién OAS 1/2, pero NS34A redujo en gran medida la induccién de
ambos marcadores.

Por lo tanto, NS34A es un potente inhibidor de IFN, y ICP34.5 es un potente inhibidor de PKR cuando esta codificado en
ARNm sintético. Ambos son capaces de mejorar la expresion y transferencia del gen de ARNm sintético o replicon.

Ejemplo 12: Lipofecciéon minima requerida para la generacion de Ribo-iPS

Una alta eficiencia del protocolo de reprogramacion con IVT-ARN no modificado en combinacion con EKB no modificado
y una mezcla de miARN de miARN maduros del cluster 302/367 conduce a la pregunta de cuantas lipofecciones diarias
son minimamente necesarias para la reprogramacion exitosa.

Se sembraron fibroblastos de HFF (System Bioscience) en 6 pozos (100000 células/pozo) y se sometieron a lipofeccion
de 1 a 6 veces como se describieron en el esquema utilizando 6 ul de RNAIMAX (Invitrogen) y 1.4 ug de IVT-ARN; cf. Fig.
26 (A). Las mezclas de IVT-ARN se componian de 0.8 uyg de OSKMNL sin modificar (1:1:1:1:1:1) con 0.2 pyg de cada
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B18R, E3 y K3 (EKB) y 0.4 ug de una mezcla de miARN compuesta de miARN 302a-d y 367 [0.4 uM cada uno). Las
lipofecciones en los medios de células madre (medios Nutristem, Stemgent) se realizaron de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Desde el dia 9 en adelante, se observé la formacion de colonias y se tomaron imagenes representativas
en d11 mediante microscopia (B). Para un analisis posterior, las colonias se tifieron para el marcador de superficie ES
TRA-1-60 usando el anticuerpo StainAlive TRA-1-60 (Stemgent) (C) y las células se sedimentaron después, se aislo el
ARN total y la expresion de ARNm de la ES humana. el marcador OCT4 (endégeno), NANOG (enddgeno), LIN28
(enddgeno), TERT y REX1 se cuantificé mediante gRT-PCR (D).

(B) Se hizo obvio que se requerian 3 transfecciones diarias para obtener algunas colonias, pero eran suficientes 4
transfecciones diarias para la induccion robusta de la formacion de colonias. Las colonias se hicieron visibles desde d9
en adelante y crecieron completamente en d11, donde se pudieron tefiir como positivas para TRA-1-60 (C). El analisis de
los niveles de expresion de varios marcadores de pluripotencia reveld que, en consonancia con la formacién de colonias,
la induccién de genes marcadores ES se puede lograr con 3 o mas lipofecciones. No obstante, se logré una induccion
robusta de la expresion del marcador ES con 4 o mas lipofecciones. Debe mencionarse que la expresion de los genes del
marcador ES no fue potenciada por mas de cuatro lipofecciones (D).

El protocolo de reprogramacion que usa IVT-ARN no modificado en combinacion con EKB no modificado y una mezcla
de miARN de miARNs maduros del conglomerado 302/367 se puede acortar a cuatro lipofecciones diarias que conducen
a una induccion robusta de generacion de Ribo-iPS con inducciones altas de genes ES-marcadores humanos y del
marcador de superficie ES TRA-1-60. La cantidad minima de lipofecciones diarias requeridas para la formaciéon de
colonias Ribo-iPS podria determinarse a 3.
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Phe

240

Pro

Glu

Gln

Asp



gtgcggggga
ggggccagea
tcegtgteca
gaggcgcegg
atctgtaagt
ggggtcgcge
gggttccgga
ggtctggaat
cggccaaaag
ggaggtctag
ttctgecaga
agtgcacagg
ctgctccegg
<210> 8
<211> 209

<212> PRT

agatgtagca
gccgeccgac
accagcagrt
aggacgcggc
ggttcaacgr
tcgaccecece
gcttgaagga
ccatccgtgt
gaaagagcat
atcatcatgce
gcatcageea
gaaagccaac

aggcacagaa

<213> Homo sapiens

<400> 8

gcttcttete

caggggcccyg
tgcaggtggc
€cgggcggcy
gcgcatgggg
agtogatgtc
gggtgaggca
caccggacct
gcagaagcgc
caaggaatgc
tatggtagcc
ctactttcga

ttgagccaca

ES 2676470 T3

Ccgaaccaacc
gggccacggg
tgcgccaagg
gacgagcctc
tteggettcce
tttgtgcacc
gtggagttca
gotggagtat
agatcaaaag
aagctgcecac
tcatgtccgc
gaggaagaag
atgggtgggg

60

ctttgecttc
ctcagccgac
cggcagaaga
agctgetgea
tgtccatgac
agagtaagct
cctttaagaa
tctgtattgg
gagacaggtg
cccageccaa
tgaaggccca
aagaaatcca

gctattcttt

ggacttctcc
gaccatgggc
ggcgcccgag
cggtgcggge
cgeeegegec
gcacatggaa
gtcagccaag
gagtgagagg
ctacaactgt
gaagtgccac
gcagggccct
cagccctacc

tgctatcagg

60
120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
720
780



Met

Ala

Asp

val

Ala

Met

Phe

Gly

Met

Leu

145

Cys

LysS

Glu

Asn

Gly

Glu

Glu

Arg

50

Leu

Glu

Lys

Gly

Gln

130

ASp

Ala

Glu

<210>9

<211> 2639

<212> ADN

ser

Pro

35

Met

Asp

Gly

Lys

val

115

Lys

Phe

Gin

Glu
195

val

Ala

20

GIn

Gly

Pro

Phe

Ser

100

Phe

Arg

His

cys

GIn
180

Glu

<213> Homo sapiens

<400> 9

ser

Pro

Leu

Phe

Pro

Arg

85

Ala

Cys

Arg

Ala

GIn
165

Gly

Glu

Asn

Glu

Leu

Gly

va’l

70

sSer

Lys

Ile

ser

Lys

ser

Pro

Ile

Gln

Glu

His

Phe

Asp

Leu

Gly

Gly

Lys

Glu

Ile

Ser

His

ES 2676470 T3

Ala

Gly

40

Leu

val

Lys

Leu

Ser

120

Gly

Cys

ser

Ala

Ser
200

Phe

Pro

25

Ala

Ser

Phe

Glu

Glu

105

ASp

Lys

His

Gln
185

Pro

Ala

10

Glu

Gly

Met

val

Gly

90

Ser

Arg

Arg

Leu

Met
170

Gly

Thr

61

Gly

ASD

Ile

Thr

His

75

Glu

Ile

Arg

Cys

Pro

155

val

Lys

Leu

Gly

Ala

Cys

Ala

60

GIn

Ala

Arg

Pro

TYr

140

Pro

Ala

Pro

Leu

Cys

Ala

Lys

Arg

Ser

val

val

125

Asn

GIn

Ser

The

Pro
205

Ala

Arg

30

Trp

Ala

LysS

Glu

Thr

110

Gly

Cys

Pro

Cys

Tyr
190

Glu

Phe

Gly

Leu

Phe

95

Gly

Lys

Gly

Lys

Pro
175

Phe

Ala

Ala

Ala

Asn

val

His

Thr

Pro

ser

Gly

Lys

Leu

Arg

GIn



tcgaggegac
accggaccta
acttttgtat
aagaaggatc
ctttggggtt
taatgaggca
tctecacgtt
cgaataaccyg
gcogeeocta
gtgcggettg
acgatctcct
tggccgeeac
gccctgocag
€gggcgtggce
ctccgacggc
tggccgaget
cgccaggtgg
gcgagtacgg
cggtggtggt
aggcggtctc
cggctgcaca
gtcttgagga
tccateccca
tccogecget
agccaaagag

acgcgggcetg

cgcgacagtg
cttactcgee
acaaaggaac
tcggcecaatt
caggtgccce
gceacctggce
cgegtetgge
ctggcgggag
tgacctygceyg
cggcggtrage
ggacctggac
cgtgtccrey
cgcgeectec
gcecgggeggce
tcecttcaac
cctgeggeca
cgggctgatg
cagcccgteg
ggcgeectac
ttcgtgcace
cgactteecc
agtgctgagce
cceggggecc
ccattaccaa
gggaagacga
cggcaaaacc

grtgggggacyg
ttgctgattg
tttttaaaaa
tgggottttg
agctgetteg
gagtctgaca
ccggcgggaa
gagctctece
gcggegaccg
aacctggege
tttattctet
tcagegtcag
acctrgcaget
acgggcggag
ctggcggaca
gaattggacc
ggcaagttcg
gtcatcageg
aacggegoge
cacttgggcg

ctggggcggc
agcagggact
aattacccat
gagctcatge
tcgtggecee

tacacaaaga

ES 2676470 T3

ctgctgagtg
tctatttttg
agacgcttcc
ggutttggct
ggctgccgag
tggctgtcag
gggagaagac
acatgaagcg
tggccacaga
ccctaccteg
ccaattcget
dadddddddd
tcacctatcc
gcctectcta
tcaacgacgt
cggtgtacat
tgctgaaggc
tcagcaaagg
cgccgegeac
ctggacceee
agctccccag
gtcaccctgc
ccttcctygec
cacccggttc
ggaaaaggac

gttceccatet

62

gaagagagcg
cgtttacaac
aagttatatt
tCgttrettc
gaccttctgy
cgacgcgetg
actgcgtcaa
acttcececea
cctggagagce
gagagagacc
gacccatcct
gtcgtcgeceg
gatccgggec
tggcagggag
gagcceccteg
tccgecgeag
gtcgctgagce
cagccctgac
gtgccccaag
tctcagcaat
caggactacc
cctgecgett
cgatcagatg
ctgcatgeca
cgccacceac

caaggcacac

cageccggec
ttttctaaga
taatccaaag
tcrtegttga
gcccccacat
ctcccatctt
gcaggtgccc
gtgcttcceg
ggcggagecg
gaggagttca
ccggagtcag
tcgagcageg
gggaacgacc
tcegeteece
ggcggctrcg
cagccgcage
gccectggea
ggcagccacc
atcaagcagg
ggccaccgge
ccgaccctyg
cctecegget
cagccgeaag
gaggagccca
acttgtgatt

ctgcgaaccc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



acacaggtga
cagatgaact
aatgcgaccg
aaatcccaga
tcacactgtc
gttcccaact
aaaatcaaag
acttgaatat
ggtataaatt
tgatgcaata
tatgatgtta
tgatggtgct
actgctgcat
aagtcaggta
actgtggttt
agaacaaatg
gcaaacgtct
gtattttgca
<210> 10

<211> 470

<212> PRT

gaaaccttac
gaccaggcac
agcattttce
cagtggatat
ttcccgatga
gagtcatctt
aacagatggg
tcctggactt
atatccgtga
taagcataaa
gaagaagagg
tggtgagtct
actttgacaa
atatacctgg
cagatgtgca
tgtttttcta
attttgtata

tactcaaggt

<213> Homo sapiens

<400> 10

Met Ala
1
Gly Pro

Asn Arg

val ser

Ala

Trp

Gly
20

Arg

35

Leu Pro
50

Leu Glu
65

Pro Leu

Gly

Ser

Pro

Arg

Gly

Arg

Asp
5

ATg
Glu
Pro

Gly

cactgtgact
taccgtaaac
aggtcggacc
gacccacact
gggaaggagc
gtgagtggat
gtctgtgact
acaaaatgcc
gttgggggag
agatcacctt
aagaaattca
tggttctaaa
ggaaaatcta
ttracttctt
ataatttgta
tatagttect
tttgtaaact

gagaattaag

Ala Leu

Glu Lys

Glu Leu

Tyr Asp

55

Ala
70

Gly

Glu Thr

ES 2676470 T3

gggacggaig
acacggggca
acctegecett
gccagaagag
ccagccagaa
aatcaggaaa
ggatcttcta
aagggggtga
ggaagaccag
gtattctctt
ggtacagaaa
ggtaccaaac
tatttgtctt
tagcattttt
caatggttta
tgccttaata
acaaagtaaa

ttttaaataa

Leu Pro

Ser

tggatggaaa
ccgceegttc
acacatgaag
aattcagtat
agcactacaa
aatgaggaat
tcattccaat
ctggaagttg
aattcccttg
taccttctaa
acatgtttaa
aaggaagcca
ccgatcaaca
atgcagacag
ttcccaagta
aatatgtaat
atgaacattt

acctataata

Phe

10

Thr Leu

25

ser His

40

Leu Ala

Ala

Ala

Glu Glu

Arg

Met

Ala

Cys

Phe

Gln

Lys

Ala

Gly

75

Asn

90

63

Ser

Ala

Arg

Thr

60

Gly

Asp

ttcgeecget
cagtgecaaa
aggcattttt
ttrttacttt
tcatggtcaa
ccaaaagaca
tctaaatccg
tggatatcag
aattgtgtat
aagccattat
atagcctaaa
aagttttcaa
tttatgacct
tctgttatge
tgccttaage
ataaatttaa
tgtggagttt
ttttatctg

Thr Phe

Ala
30

Gly

Leu Pro

45

val Ala

Asn

Ser

Leu Leu

Ala

15

Pro

Pro

The

Leu

Asp
95

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2639

Ser

Asn

val

ASp

Ala

80

Leu



ASp

Ser

Ile

145

Asn

Glu

Pro

ser

225

val

Tyr

val

His

Arg

305

Cys

Pro

Pro

Glu

Phe

Thr

ser

130

Arg

Leu

lLeu

Leu

GIn

210

Leu

ser

Asn

Ser

Arg

290

Thr

His

Asn

Leu

Pro

Ile

val

115

Gly

Ala

Leu

Ala

Leu

195

Pro

Ser

Lys

Gly

Sser

275

Pro

Thr

Pro

Tyr

His

355

Lys

Leu

100

Ser

Pro

Gly

Tyr

Asp

Af'g

Pro

Ala

Gly

Gly

Cys

Ala

Pro

Ala

Pro

340

Tyr

Pro

ser
Ser
Ala

Asn

Pro
Gly
Pro
Ser
245
Pro
Thr
Ala
Thr
Leu
325
Ser

Gln

Lys

Asn

Ser

sSer

ASp

Arg

Asn

Glu

Gly

N GY

Pro

Pro

His

His

Leu

310

Pro

Phe

Glu

Arg

Ser

Ala

Ala

135

Pro

Glu

Asp

Leu

Gly

Ser

AsSp

ATgQ

Leu

Leu

Leu

Leu

Gly

Leu

Ser

120

Pro

Gly

Ser

val

Leu

Glu

Gly

Thr

Leu

Pro

Pro

Met

360

Arg

ES 2676470 T3

Thr

105

Ala

Ser

val

Ala

Ser

185

Pro

Met

Tyr

Ser

Cys

Ala

Pro

Glu

Pro

Arg

His Pro

Ser Ser

Thr Cys

Ala Pro

155
Pro Pro
170
Pro Ser
val Tyr
Gly Lys
Gly Ser

235
His Pro

250

Pro Lys

Gly Pro

Leu Gly

Glu val

315

Gly Phe

Gln Met

Pro Gly

ser Trp

64

Pro

ser

Ser

140

Gly

Pro

Gly

Ile

Phe

220

Pro

va)

Ile

Pro

300

Leu

His

GlIn

Ser

Pro

Glu

sSer

125

Phe

Gly

Thr

Gly

Pro

205

val

Ser

val

Lys

Leu

285

Gln

Ser

Pro

Pro

Cys

365

Arg

Ser

110

Ser

Thr

Thr

Ala

Phe

190

Pro

Leu

val

val

Gln

Ser

Leu

Ser

His

Met

Lys

val

Pro

Tyr

Gly

Pro

175

val

GlIn

LysS

Glu

Asn

Pro

Arg

Pro

335

val

Pro

Arg

Ala

Ser

Pro

Ala

Gln

Ala

Ser

240

Pro

Ala

Gly

ser

Asp

Gly

Pro

Glu

Thr



370

Ala Thr
385

Ser Ser

Tyr His

Glu Leu

Cys Gln
450

His Met
465

<210> 11
<211> 2377

<212> ADN

His

Cys

Thr

435

LYyS

Lys

Thr

Leu

Arg

Cys

Arg

<213> Homo sapiens

<400> 11

Cys

LyS

405

Trp

His

Asp

His

390

Ala

ASp

Tyr

Arg

Phe
470

375

Tyr

His

Gly

Arg

ES 2676470 T3

Ala

Leu

Cys

Gly Cys
Arg Thr

410
Gly Trp

His Thr

ser Arg

65

LysS

Gly

Ser

380

LyS

Thr

Phe

Thr

Ala

Arg

His

Tyr

Glu

Arg

Pro

Leu

ser

Phe

Ala

Leu



accceccgage
tcctgecteg
gatcgegcetg
agcgagaggc
gctgcgctge
cccageecte
tttgcccata
cgactcteece
aggacccgct
tagtggaaaa
actatgacct
tctaccagcea
agaaattcga
cgcectecta
ggagcttcte
tgaaccagag
aggactgtat

cctaccaggce

tgtgetgetc
agaagggcag
agtataaaag
agagggagcg
gggcgtcctg
ccgetgatec
gcagcgggceg
gacgcgggga
tctctgaaag
ccagcagcect
cgactacgac
gcagcagcag
gctgctgecce
cgttgcggtc
cacggccgac
tttcatctge
gtggagcgyc

tgecgegcaaa

gcggeegeea
ggcttctcag
ccgotttteg
agcgagygcgygc
ggaagggaga
cccagccage
ggcactttgc
ggctattctg
gctetecttg
ccecgegacga
tcggtgcage
agcgagetgce
acceccgeecc
acacccttct
cagctggaga
gacccggacg
ttctcggecg

gacagcggca

ES 2676470 T3

ccgceggygcec
aggcttggcyg
gggctttatc
cggctaggat
tccggagcga
ggtccgcaac
actggaactt
cccatttggg
cagctgctta
tgccccteaa
cgtatttcta
agececeggc
tgtccectag
ccettegagy
tggtgaccga
acgagacctt
ccgeccaagcet

gcccgaacgece

66

ccggeegtec
ggaaaaagaa
taactcgctg
ggaagagcdyg
atagggggct
ccrrgecgea
acaacacccg
gacacttccce
gacgctggat
cgttagcttc
ctgcgacgag
gcccagegag
ccgecgetec
agacaacgac
gctgctgaga
catcaaaaac
cgtctcagag

cgcccgagygc

ctggctecce
cggagggagg
tagtaattcc
ggcgagcaga
tcgectctygg
tccacgaaac

agcaaggacy

cgcegetgec.

TrTtLtcyggy
accaacagga
gaggagaact
gatatctgga
gggctctget
ggcggtgacy
ggagacatgg
atcatcatcc
aagctggect

cacagcgtet

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080



gctccacctc
ccteggtygt
aagactccag
cgcagggcag
actctgagga
aggctcctgg
ctcacagccc
cgccteectce
gagtcctgag
aggagaatgr
aacggagett
ccaaggtagt
aaaagctcat
ttgaacagct
gaaatgtcct
caaccttggc
gactrtggge
tgtatttaag
tgccattaaa
ctagtatata
attttgcrtt

aatatatcat
<210> 12
<211> 454

<212> PRT

cagcttgtac
cttecectac
cgccttctcet
ccecgagece
ggaacaagaa
caaaaggtca
actggtccte
cactcggaag
acagatcagc
caagaggcga
ttttgcectg
tatccttaaa
ttctgaagag
acggaactct
gagcaatcac
tgagtcttga
ataaaagaac
aatrgtreet
tgtaaataac
gtacctagta
ttaaagttga

tgagccaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 12

ctgcaggatc
cctetcaacy
ccgtcctegg
ctggtgctcc
gatgaggaag
gagtctggat
aagaggtgec
gactatcctg
aacaaccgaa
acacacaacg
cgtgaccaga
daagccacag
gacttgttgc
tgtgcgtaag
ctatgaactt
gactgaaaga
ttttttatge
daaaaatrttt
tttaataaaa
ttataggtac
tttttttcta

ddddaddadad

ES 2676470 T3

tgagcgcege
acagcagctce
attctctget
atgaggagac
aaatcgatgt
caccttectgce
acgtctccac
ctgccaagag
aatgcaccag
tcttggageg
tcceggagtt
catacatcct
ggaaacgacyg
gaaaagtaag
gtttcaaatg
tttagccata
ttaccatctt
aagatttaca
cgtttatagc
tataaaccct
ttgtttttag

dddadad

67

cgectcagag
gcccaagrec
ctcctcgacyg
accgcccace
TgTTICTYTy
tggaggccac
acatcagcac
ggtcaagttg
ccccaggtce
ccagaggagg
ggaaaacaat
gtccgtccaa
agaacagttg
gaaaacgatt
catgatcaaa
atgtaaactyg
ttrettttet
caatgtttct
agttacacag
aattttrttt

aaaaaataaa

tgcatcgacce
tgcgectcge
gagtccteec
accagcagcg
gaaaagaggc
agcaaacctc
aactacgcag
gacagtgtca
tcggacaccg
aacgagctaa
gaaaaggccc
gcagaggagc
aaacacaaac
cCcttctraaca
tgcaacctea
cctcaaattyg
ttaacagatt
ctgtaaatat
aatttcaatc
atttaagtac

ataactggca

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2377



Met

Pro

Ser

GIn

Trp

AsSp

Leu

val

Gln

50

LYsS

Phe

Asn

Gln

35

Gln

Lys

Phe Arg

val Ser

20

Pro Tyr

Gln Ser

Phe Glu

val

Phe

Phe

Glu

Leu

val

Thr

Tyr

ES 2676470 T3

Glu

AsSn

Pro

Asn G1ln GIn

10

Arg Asn Tyr
25
Asp Glu Glu

Pro Pro Ala

Thr Pro Pro

68

Pro

Asp

Glu

Pro

60

Leu

Pro

Leu

Asn

45

Ser

ser

Ala

Asp

30

Phe

Glu

Pro

Thr Met
15

Tyr Asp
Tyr Gln

Asp Ile

ser Arg



65

Arg

Leu

Gln

Ser

Ile

145

Ser

Pro

Leu

val

Ser

225

Ser

Glu

Asp

Pro
305

Gin

Ala

Ser

Arg

Leu

Phe

130

Gln

Glu

Ash

Gln

Phe

210

Gln

Thr

Glu

Glu

His

Lys

Gly

Gly

Glu

115

Ile

Asp

Lys

Pro

Asp

Glu

Thr

Glu

275

Arg

His

Asn

Arg

Leu

Asp

Met

Cys

cys

Leu

Ala

180

Leu

Tyr

Ser

Ser

Pro

260

Glu

ser

Ser

Tyr

val
340

Cys

85

Asn

val

Asp

MetT

Ala

165

Arg

Ser

Pro

Ser

Ser

245

Pro

Glu

Pro

Ala

325

LYys

70

Ser

Asp

Thr

Pro

Trp

ser

Gly

Ala

Leu

Ala

230

Pro

Thr

ASp

Ser

Leu

310

Ala

Leu

Pro

Gly

Glu

Tyr

His

Ala

Asn

215

Phe

Gin

Thr

val

Gly

val

Pro

ASp

Ser

Gly

Leu

120

Asp

Gly

GlIn

Ser

Ala

200

AsSp

Ser

Gly

Ser

val

280

Ser

Leu

Pro

ser

ES 2676470 T3

Glu

Phe

Ala

val

185

ser

Ser

Pro

ser

ser

265

Ser

Pro

Lys

Ser

val
345

val

90

Gly

Gly

Thr

ser

Ala

170

Cys

Glu

ser

ser

Pro

250

Asp

val

sSer

Arg

Thr

330

Arg

75

Ala

ser

Gly

Phe

Ala

155

Arg

Ser

cys

Ser

Ser

235

Glu

Ser

Glu

Ala

315

Arg

val

69

val

Phe

Asp

Ile

140

Ala

Lys

Thr

ITe

Pro

220

Asp

Pro

Glu

Lys

Lys

Leu

Thr

Ser

Met

125

Lys

Ala

Asp

Ser

205

LYyS

Ser

Leu

Glu

Arg

Gly

val

Asp

Arg

Pro

Thr

110

val

Asn

Lys

Ser

Ser

190

Pro

ser

Leu

val

Glu

270

Gln

His

Ser

Tyr

GIn
350

Phe

95

Ala

ASnh

Ile

Leu

ser

Cys

Leu

Leu

255

Gln

Ala

ser

Thr

Pro

335

Ile

80

ser

ASD

Gln

Ile

val

160

ser

Tyr

val

Ala

Ser

240

His

Glu

Pra

Lys

His

320

Ala

ser



ASn

val

Leu

385

Asn

Tyr

Asp

Leu

ASn

AsSN

Ile

Leu

Arg
450

<210> 13

<211> 2930

<212> ADN

Arg

Arg

Arg

Glu

Leu

Leu

435

ASD

Lys

Arg

Ser

Lys

ser

420

Arg

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 13

Cys

Thr

Phe

Ala

405

val

Lys

Cys

Thr

His

Phe

390

Pro

Gln

Arg

Ala

Ser

Asn

375

Lys

Ala

Arg

ES 2676470 T3

Pro

360

val

Leu

val

Glu

Glu
440

Arg

Leu

Arg

val

Glu

425

Gln

ser

Glu

Asp

Ile

410

Gln

Leu

70

Ser

Arg

GIn

395

Leu

Lys

Lys

ASp

Gln

380

Ile

LyS

Leu

His

Thr

365

Arg

Pro

Lys

Ile

Glu

Arg

Glu

Ala

Ser

430

Leu

Glu

Asn

Leu

Thr

415

Glu

Glu

Asn

Glu

Glu

400

Ala

Glu

Gln



agcagacgag
ggaaaacgaa
€99cggcggc
gctccacact
tcgaggcatce
tcttcgetgg
Ttctctttta
tgacctcaaa
agaatcaaca
ggatacggga
atacataccy
ctccacatga
gtgaaggtag
ttaataagga
gattatccat
ctgtaaatta

gcaaaatggg

ggctrgtgeg
actgagaacc
ggcggcgcag
tggtagaacc
gaggtecatc
tatcactecgt
ccagtttctg
actttagcag
tccacactte
agaagaaatg
tcagaageag
taggaggtrtt
atcaaagaag
aaagaaggca
ggggaatrrac
tgaacagtgt

acdgaaagaad

4agagggggcc
agctetecceg
tttgctcata
acaggcacga
ccaataaaaa
ctgtctgaac
gagcaaattc
ttcttecate
cgtgattatc
gctggtgatc
ggagtagtac
acatttcaag
gaagcaaaaa
gttagtcctt
ataggcetta

gcatcggogg
tatagtattg

ES 2676470 T3

gggcggctge
aagccgeggg
ctttgtgact
caagcataga
tcaggagacc
cagcggttgce
agtttgectt
tgactcaggt
tgcgtgcatt
tttcagcagg
ttaaatatca
ttataataga
atgccgeagce
tattattgac
tcaatagaat
tgcatgggcc

gtacaggttc

71

agggaaggcg
tctceggecy
tgcggtcaca
aacatcctaa
ctggctatca
atttttttaa
cctggatttg
ttgcttctet
ttggacaaag
tttctteatg
agaactgect
tggaagagaa
caaattagct
aacaacgaat
tgcccagaag
agaaggattt

tactaaacag

gagtccaagg
acggagycgy
gtggcattca
acaatcttca
tagaccttag
gccttetttt
taaattgtaa
ggcggtctte
cttccaacca
gaggaactta
aattcaggac
tttccagaag
gttgagatac
tcttcagaag
aaaagactaa
cattataaat

gaagcaaaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
8B40
900
960

1020



aattggccge
actacctgtc
ccagcacact
taaattctaa
atcaaaggaa
caaagtatac
caggtggatt
ttaaacgtgt
ttgatcatgt
agaccagtga
caaggtcaaa
aacaatggat
ttgaacaaat
ttaagccaag
ttgtaacatc
tgagcccaga
ggctaattct
tcacagacct
tacagaaatt
ccttgactgt
ctgaaaaagt
gaatatcaat
ctaatctttc
ttracttttet
ctgttgceca
ggttcaagtg
cacccaacta
tctcaaactc
agggatgagc
aaatttrcrt
ccgettttag

tggagaaata
<210> 14
<211> 551

<212> PRT

taaacttgca
ctctggttct
cgcttctgaa
cagtgacagt
ggcaaaaaga
tgtggacaag
tggccaagtt
taaatataat
aaatattgtt
tgattctctt
gactaagtgc
tgaaaaaaga
aacaaaaqgg
taatatattc
tctgaaaaat
acagatttct
tgctgaactt
acgggatggc
actctcaaag
gtggaagaaa
atcctgcttce
agatatttac
tgcagaaaca
cctggctcat
ggctggagtg
attctcctge
atttttgtgt
ctgacctcaa
caccgegecce
tttatactat
gccaaaaaaa

tggtactcat

<213> Homo sapiens

<400> 14

tatcttcaga
tttgctacta
tfcatcatctg
ttaaacagtt
tetttggeac
aggtttggca
ttcaaagcaa
aacgagaagg
cactacaatg
gagagcagtg
cttttcatcce
dagaggcgaga
gtggattata
ttagtagata
gatggaaagc
tcgcaagact
cttcatgtat
atcatctcag
aaacctgagg
agcccagaga
tgatatgcag
cttttatttt
gaaaggtttt
ctctttattc
caatgacaca
ctcagcctec
ttttaataaa
gtaatccacc
agcctcatct
taatgaatca
tgtaagatcg

taddaadaaa

ES 2676470 T3

tattatcaga
cgtgtgagtc
aaggtgactt
ctregtrget
ccagatttga
tggattttaa
aacacagaat
cggagcgtga
gctgttggga
attatgatcc
aaatggaatt
aactagacaa
tacattcaaa
caaaacaagt
gaacaaggag
atggaaagga
gtgacactgc
atatatttga
atcgacctaa
aaaatgaacg
ttttccttaa
aatgtttecct
cttctttttg
tttttttttt
gtcttggctc
tgagtagctg
gacagggttt
tgccteggec
ctttgttcta
atcaattcat
ttctectgect

aaaaaaagtg

agaaacctca
ccaaagcaac
ctcagcagat
tatgaatggt
ccttcetgac
agaaatagaa
tgacggaaag
agtaaaagca
tggatttgat
tgagaacagc
ctgtgataaa
agttttggct
aaaattaatt
aaagattgga
taagggaact
agtggacctc
ttttgaaaca
taaaaaagaa
cacatctgaa
acacacatgt
attatctaaa
ttaatttttt
cttcaaaaac
tttaaagaca
actgcaactt
gattacaggc
caccatgttg
tcccaaagtyg
aagatggaaa
atctatttat
cacatagctt

atgtacaacc

72

gtgaaatctg
tetttagtga
acatcagaga
ctcagaaata
atgaaagaaa
ttaattggct
acttacgtta
ttggcaaaac
tatgatcctg
aaaaatagtt
gggaccttgg
ttggaactct
catagagatc
gactttggac
ttgcgataca
tacgetttgg
tcaaagtitt
aaaactcttc
atactaagga
tagagccectt
atctgctagg
actattttta
attcttacat
gagtctcgcet
ctgectetty
atgtgeeace
gccaggctgg
ctgggattac
aaccaccccc
taaatttcta

acaagccage

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

. 1620

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2930



met

Tyr

Ser

Gly

ASn

65

Ala

Ser

Arg

Glu

Leu

Leu

Ser

sSer

225

Arg

Tyr

Ala

Arg

Gly

Arg

50

Ala

val

Met

Leu

Tyr

ser

val

aAla

210

Ser

Ser

Thr

Gly

G1n

Pro

35

Glu

Ala

Ser

Gly

Thr

115

Phe

Gly

Leu

Ser

Thr

195

Asp

Leu

Leu

val

Phe

Ala

Pro

Asn

100

val

His

Ser

Gln

Gly

ser

Thr

Leu

Ala

Asp

Leu

Gln

His

Pro

Lys

Ley

85

Tyr

ASN

Tyr

Thr

Ile

165

ser

Thr

Ser

Met

Pro

245

Lys

ser

Gly

ASp

Glu

Leu

70

Leu

Tle

Tyr

Lys

Leu

Phe

Leu

Glu

Asn

230

Arg

Arg

Ala
val
Arg
Gly
55

Ala
Leu
Gly
Glu
Cys
GlIn
ser
Ala
Ala
Ile
215
Gly
Phe

Phe

ES 2676470 T3

Gly

val

Arg

40

Glu

val

Thr

Leu

GIn

120

Lys

Glu

Glu

Thr

Ser

200

ASn

Leu

Asp

Gly

Phe

Leu

25

Phe

Gly

Glu

Thr

Ile

105

Cys

Met

Ala

Glu

Ser

Arg

Leu

Met

Phe

10

Lys

Thr

Arg

Ile

Thre

90

Asn

Ala

Gly

LyS

Thr

170

Cys

Ser

ASN

Asn

Pro

250

Asp

73

Met

Tyr

Phe

Ser

Leu

75

Asn

Arg

Ser

Gln

Gln

sSer

Glu

ser

Ser

Asn

235

AsSp

Phe

Glu

Gln

Gln

Lys

60

Ash

ser

Ile

Gly

Lys

Leu

val

sSer

ser

220

Gln

Met

Lys

Glu

Glu

val

45

Lys

Lys

Ser

Ala

val

125

Glu

Ala

Lys

GIn

Glu

205

Ser

Arg

Lys

Glu

Leuv

Leu

30

Ile

Glu

Glu

Glu

GIn

110

His

TYyr

Ala

Ser

Ser

190

Gly

Leu

Lys

Glu

Ile

ASN
15

Pro

Ala

Lys

Gly

95

Lys

Gly

Ser

Lys

ASp

As5N

Asp

Asn

Ala

Thr

255

Glu

Thr

AsSN

Asp

Lys

Lys

80

Leu

Lys

Pro

Ile

Leu

160

Tyr

Ser

Phe

ser

Lys

Leu



Ile

Asp

Ala

305

val

Ser

Asn

Cys

Lys

385

Pro

Phe

Lys

Tyr

465

Leu

Asp

Thr

Thr

Gly
Gly
Glu
His
ASD
Ser
ASp
370
Leu
val
Ser
Gly
Gly
4

Gly
Leu
Leu

Leu

ser
530

Ser

275

LysS

Arg

Tyr

ASp

ser

355

Lys

Asp

ASp

Asn

Leu

435

Thr

Lys

His

Arg

Leu
515

260

Gly

Thr

6lu

Asn

Ser

340

Arg

Gly

Lys

Tyr

Ile

420

val

Leu

Glu

val

200

GIn

Ile

Gly

Tyr

val

Gly

Leu

Ser

Thr

val

Ile

405

Phe

Thr

Arg

val

Lys

Leu

Phe

val

Lys

Cys

Glu

Lys

Leu

Leu

390

His

Leu

ser

Tyr

Asp

Ile

Leu

Arg

Gly

Ile

295

Ala

Trp

Ser

Thr

Glu

375

Ala

ser

val

Leu

Met

455

Leu

Thr

Ile

Leu

Thr
535

GIn

280

Lys

Leu

Asp

Ser

Lys

GlIn

Leu

LyS

Asp

LyS

Ser

TYr

Ala

Ser

ES 2676470 T3

265

val

Arg

Ala

Gly

Trp

Glu

Lys

Thr

425

Asn

Pro

Ala

Phe

Lys

Thr

Phe Lys
val Lys
Lys Leu
315
Phe Asp
330
Tyr Asp
Leu Phe

Ile Glu

Leu Phe
395

Leu Ile

410

Lys Gln

Asp Gly

Glu Gin

Leu Gly

Glu Thr

490

Ile Phe

Lys Pro

val Trp

74

Ala

ASp

Tyr

Pro

Ile

His

val

Lys

Ile

460

Leu

Ser

Asp

Glu

AsSp

Glu

Gln

365

Arg

Gln

Arg

Ile

Lys

Lys

270

His

Asn

val

Pro

Asn

350

Met

Arg

Ile

ASp

Ile

430

Thr

Ser

Leu

Phe

Lys

510

Arg

s5er

Arg

Glu

AsSn

Glu

335

Ser

Glu

Gly

Thr

Leu

415

Gly

Arg

Gln

Ala

Phe

495

Glu

Pro

Pro

Ile

Lys

Ile

320

Thr

LysS

Phe

Glu

Asp

Ser

ASD

Glu

480

Thr

Lys

Asn

Glu



Lys Asn Glu Arg His Thr Cys

545
<210> 15
<211> 1758

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15

atggcgecgt
ggaccaccac
gtctgtatet
attatcagtg
cttgaattct
gatggcacag
aaatctttca
ctttgtgece
attgcaaata
ccatacaagg
tatcagtacc
gcagataaag
acagatgreyg
acaaatggag
tggaattcta
attttcaact
tactatagcc
atggaagtgt
acatattttg
ttacgggtta
gatgtgccat
tttccageaa
aaagttgcaa
ttgcatgaag
tcaaaaacag
gcaagaagtg
aacactgtct
aagaagaaac

gaaaaaaatc

ccacgecget
atttracaga
ttagtaagga
tcactaacaa
cacccaaaaa
ctgggatacc
tccagaaaaa
graatgttaa
aattgcattt
tggctgtcta
ccaactttgce
ttacaatget
acaagacagg
aaagtgctgt
gttctactga
tgaaatgtga
ctcatggaca
gogatgtgaa
cttggtgcec
ataatggata
caaatgcaga
aaacaataac
cagcttatag
aggaaccacc
ctcttaaaaa
acaagagrcc
ctcagtcaat
tgaaagcaat

agttggagaa

550

cttgacagtc
aagcacagtyg
tgggaccttg
gggactactg
tactgtccty
caacctacaa
aatgcaaaat
caatgaagte
gcCaaaaaatt
tgttccagga
tggacctcat
gtggaataaa
agcttcctac
agtgcaatta
gtrttgtget
tcctgtattt
tatattagta
aaactacaaa
ggatggtgag
caaaatttgg
attatggcag
traccaagea
acccecaget
tcagaatatg
tcaaaggaag
agatttggca
ttctggggac
cgaacaactyg

aattcagaaa

ES 2676470 T3

cgaggatcag
ttrccaaggg
tttgcctggg
cactcctteg
gcaacgtgge
ctttatgatg
tggtgtecat
cacttcttty
aatgattttg
agtaaaggtg
gcagctttag
aaagctactg
tatggagaac
ccaaaaaatg
gtatatggtt
gactttggaa
ttagctggat
cttatttcta
catattttaa
cattatactg
gtttcttgge
gttccaagtyg
ttaagaaata
aaaccacaat
catgaagcta
cctactecctyg
cctgagatag
aaagaacaag

gaaacagccc

75

aaggactgta
aatcrgggaa
gcaatggaga
acctcctgaa
agccttacac
tgaaaactgg
cctggtcaga
aaaacaacaa
tattatcacc
caccttcatt
ctaataaaag
ctgtgttggt
aaactctaca
gccccattta
ttatgectge
ctggtecteg
Ttggaaatct
aaccggtggce
cagctacatg
gctctatcert
agccattttt
aagtacccaa
aaccaatcac
caggaaacga
agaaagctge
ceccacagag
acaaaaaaat
cagcaactgy

ttctccagga

catggtgaat
gaattgcaaa
aaaagtaaat
ggcagtttgce
tacttctaaa
gacatgtttg
agatgaaact
ttttaacaca
tggaccccaa
tgttagatta
tttctttaag
aatagctagc
ctacattgca
tgatgtagtt
caaagcgaca
taatgcagec
gaggggacaa
ttctgattet
tgctcccagg
gcacaagtat
ggatggaata
tgaggaacct
caattccaaa
taagccatta
aaagcaggaa
cacaccacga
caagaaccta
aaaacagcta

gctggaagat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1149
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



ttggaattgg gtatttaa
<210> 16

<211> 585

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

ES 2676470 T3

76

1758



Met

Tyr

Arg

Thr

Thr

65

Leu

Thr

Asp

GIn

Ash

145

Ile

Pro

Gly

Pro

Thr
225

Ala

Met

Glu

Leu

50

Asn

Thr

val

Asn

130

val

Ala

Gly

Ala

His

210

Met

Pro

val

Ser

35

Phe

Lys

Phe

ser

Lys

Trp

Asn

Ash

Pro

Pro

195

Ala

Leu

ser

Asn

20

Gly

Ala

Gly

Ser

Cys

Asn

Lys

Gln

180

Ser

Ala

Trp

Thr

Gly

Lys

Trp

Leu

Pro

85

Asp

Gly

Pro

Glu

Leu

165

Pro

Phe

Leu

Asn

Pro

Pro

Asn

Gly

Leu

70

LyS

Gly

Thr

Ser

val

150

His

Tyr

val

Ala

230

Leu

Pro

Cys

Asn

55

His

Asn

Thr

Cys

Trp

His

Leu

Lys

Arg

Asn

215

Lys

ES 2676470 T3

Leu

His

Ser

Thr

Ala

Leu

120

Ser

Phe

Gln

val

Leu

200

Lys

Ala

Thr

Phe

25

val

Glu

Phe

val

Gly

LYS

Glu

Phe

Lys

Ala

185

Tyr

Ser

Thr

val

10

Thr

Cys

Lys

Asp

Leu

90

Ile

ser

Asp

Glu

Ile

170

val

Gln

Phe

Ala

77

Arg

Glu

Ile

val

Leu

75

Ala

Pro

Phe

Glu

Asn

155

Asn

Tyr

Tyr

Phe

val
235

Ser

Phe

Asn

60

Leu

Thr

Asn

Ile

Thr

140

Asn

Asp

val

Pro

Ser

Thr

Ser

45

Ile

Lys

Trp

Leu

GlIn

125

Leu

Asn

Phe

Pro

Asn

205

Ala

val

Glu

val

30

Lys

Ile

Ala

Gln

Gln

110

LysS

Cys

Phe

val

Gly

Phe

Asp

Ile

Gly

15

Phe

ASp

ser

val

Pro

95

Leu

LyS

Ala

Asn

Leu

175

Ser

Ala

Lys

Ala

Leu

Pro

Gly

val

Cys

80

Tyr

Tyr

Met

Arg

Thr

160

ser

Lys

Gly

val

Ser
240



Thr

His

Asn

Cys

Tyr

Leu

Ser

Gly

ASn

385

ASp

Leu

Ser

Pro

Glu

465

Ser

Ala

ASp

TYr

Gly

Ala

290

Cys

Tyr

Arg

Lys

Glu

370

Gly

val

Asp

Glu

Ala

450

Pro

Lys

Lys

val

Ile

Pro

275

val

ASp

Ser

Gly

Pro

355

Tyr

Pro

Gly

val

435

Leu

Pro

Thr

Gln

Asp

Ala

260

Ile

Tyr

Pro

Pro

GlIn

340

val

Lys

Ser

Ile

420

Pro

Arg

Gln

Ala

Glu
500

Tyr

Gly

val

His

325

Met

Ala

Leu

Ile

Asn

405

Phe

Asn

Asn

Asn

Leu

485

Ala

Thr

AsSn

Asp

Phe

Phe

310

Gly

Glu

Ser

Thr

Pro

Glu

Lys

Met

470

Lys

Arg

Gly

Gly

val

Met

295

ASp

His

val

Asp

Ala

375

His

Glu

Ala

Glu

Pro

455

Lys

Asn

Ser

ES 2676470 T3

Ala

Glu

val

280

Pro

Phe

Ile

Trp

Ser

360

Thr

Tyr

Leu

Lys

Pro

440

Ile

Pro

GIn

Asp

Ser

ser

265

Trp

Ala

Gly

Leu

345

Thr

Cys

Thr

Trp

Thr

425

Lys

Thr

Gln

Arg

Tyr

250

Ala

Asnh

Lys

Thr

val

330

val

TYr

Ala

Gly

Gln

410

Ile

val

Asn

Ser

Lys

490

Ser

78

Tyr

val

Ser

Ala

Gly

Leu

Lys

Phe

Pro

Ser

395

val

Thr

Ala

ser

Gly

His

Pro

Gly

val

Ser

Thr

300

Pro

Ala

Asn

Ala

380

Ile

Ser

TYyr

Thr

LyS

Asn

Glu

Asp

Glu

GlIn

Ser

285

Ile

Arg

Gly

Tyr

365

Leu

Leu

Trp

GIn

Ala

445

Leu

Asp

Ala

Leu

Gln

Leu

270

Thr

Phe

Asn

Phe

Lys

350

Cys

Arg

His

Gln

Ala

430

TYyr

His

Lys

LYyS

Ala
510

Thr

255

Pro

Glu

Asn

Ala

Pro

val

Lys

Pro

415

val

Arg

Glu

Pro

Leu

Lys

Phe

Leu

Ala

320

Asn

Ile

Asp

Asn

Tyr

400

Phe

Pro

Pro

Glu

Leu

480

Ala

Thr



Pro Ala Pro
515

Gly Asp Pro
530

Lys Ala Tle
545

Glu Lys Asn

Glu Leu Glu

<210> 17
<211> 1203

<212> ADN

GIn

Glu

Glu

GIn

<213> Homo sapiens

<400> 17

ser

Ile

Gln

Leu

565

Leu

Thr

AsSp

Leu

550

Glu

Glu

Pro

LysS

Lys

Leu

ES 2676470 T3

Lys

Glu

Ile

Gly

Asn Thr val

ITe Lys Asn

Gln Ala Ala
555

Gln Lys Glu
570

Ile
585

79

Ser Gln
525

Leu Lys
540

Thr Gly

Thr Ala

Ser

Lys

Lys

Leu

Ile

Lys

Gln

Leu
575

Ser

Leu

Leu

560

Gln



atgatggatc
ttgccagaca
ctgaaggaaa
ggtggctect
ttccteagte
gaaattagga
gtccaggctc
ctcggggagg
ggcggctata
cagaaagagg
cgceccacca
aagaagcttg
gagcgaggga
ttagtcataa
cccattattg
ccggeggacce
caagaggctg
agctcctgga
aggtatcaga
agcacactcc
tga

<210> 18
<211> 400

<212> PRT

tcagaaatac
cgtgtttccg
ggtgecttecg
caggcaaggg
ctctcaccac
gacagctgga
cacgctgggg
gggtggagtt
aacctaaccc
gcgagttctce
agctcaagag
dgaagctgece
gcatgaaaac
actaccagca
aaaagtacct
ctacaggaaa
aggcctgget
ttctgectgge
aatatggtta

aggcagcatc

<213> Homo sapiens

<400> 18

cccagccaaa
catgcaaatc
aggtagctcce
caccacceec
ttttcaggat
agcctgteaa
caaccccegt
cgatgtgctg
ccaaatctat
cacctgettc
cctcatecgc
acctcagtat
acatttcaac
actcigeatc
gagaaggcag
cttgggtggt
gaattaccca
tgaaagcaac
cattggaaca

caccccacag

ES 2676470 T3

tctctggaca
aaccatgecca
taccctgtgt
agaggccgat
cagttaaatc
agagagagag
gcgctcaget
cctgcectttg
gtcaagctca
acagaactac
ctagtcaagc
gccctggage
acagcccagg
tactggacaa
ctcacgaaac
ggagacccaa
tgctttaaga
agtgcagacg
catgagtacc

gcagaagagg

80

agttcattga
ttgacatcat
gtgtgtccaa
ctgacgctga
gccggggaga
cattttcegt
tcgtactgag
atgccctggg
tcgaggagtg
agagagactt
actggtacca
tcctgacggt
gatttcggac
agtattatga
ccaggcctgt
agggtrggag
attgggatgg
atgagaccga
ctcatttcte

actggacctg

agactatctc
ctgtgggttc
ggtggtaaag
cctggttgtce
gttcatccag
gaagtttgag
ttcgctecag
tcagttgact
caccgaccty
cctgaagcag
aaattgtaag
ctatgcttgg
ggtcttggaa
ctttaaaaac
gatcctggac
gcagctggea
gtcccecagty
cgatcccagg
tcatagaccc

caccatcctc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1203



Met

Glu

Ala

Ser

Gly

65

Phe

Glu

Arg

Pro

val

145

Gly

Cys

Leu

Ile

Lys

Glu

Met

Asp

Ile

Ser

50

Lys

Leu

Phe

Ala

Gly

Thr

GIn

Arg

210

Leu

Arg

Asp

Tyr

ASp

35

Tyr

Gly

Ser

Ile

Phe

115

Ala

Phe

Tyr

Asp

Pro

Gly

Leu

Leu

20

Pro

Thr

Pro

Gln

100

ser

Leu

ASp

Lys

Leu

180

Asp

val

Pro

Ser

Arg

Leu

Ile

val

Thr

Leu

85

Glu

val

Ser

val

Pro

165

Gln

Phe

Lys

Gln

Met

Asn

Pro

Cys

Cys

lLeu

70

Thr

Ile

Lys

Phe

Leu

150

Asn

Lys

Leu

His

Tyr

230

Lys

Thr

ASD

Gly

val

55

Arg

Thr

Arg

Phe

val

135

Pro

Pro

Glu

Lys

Thr

ES 2676470 T3

Pro

Thr

Phe

40

Ser

Gly

Phe

Arg

Glu

120

Leu

Ala

Gln

Gly

Gln

200

TYr

Leu

His

Ala Lys
10

Cys Phe
Leu Lys
Lys val
Arg Ser
Gln Asp

90

Gln Leu
105

val G1n
Ser Ser
Phe Asp
Ile Tyr

170
Glu phe
185
Arg Pro
GIn Asn

Glu Leu

Phe Asn

81

Ser

Arg

Glu

val

Asp

75

Gln

Glu

Ala

Leu

Ala

val

Ser

Thr

Cys

Leu

235

Thr

Leu

Met

Arg

Leu

Ala

Pro

Gln

140

Leu

Lys

Thr

Lys

Ala

Asp

Gln

Cys

Gly

Asp

Asn

Cys

Arg

Leu

Gly

Leu

Cys

Leu

205

Lys

val

Gln

Lys

Ile

30

Phe

Gly

Leu

Arg

Gln

110

Trp

Gly

Gln

Ile

Phe

190

LYS

Lys

Tyr

Gly

Phe

15

AsSn

Arg

ser

val

Arg

95

Arg

Gly

Glu

Leu

Ser

Leu

Ala

Phe

Ile

His

Gly

Ser

val

80

Gly

Glu

Asn

Gly

Thr

160

Giu

Glu

Leu

Gly

Trp

Arg



Thr

Thr

Arg

Thr

305

Gln

Gly

ASp

Gly

Ala
385

val

Lys

Gln

290

Gly

Glu

Ser

Asp

Thr

370

Ala

<210> 19

<211> 2160

<212> ADN

Leu

TYTr

275

Leu

Asn

Ala

Pro

His

ser

Glu

260

Tyr

Thr

Leu

Glu

val

340

Thr

Glu

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 19

245

Leu

ASp

Lys

Gly

Ala

325

Ser

ASp

Tyr

Pro

val

Phe

Pro

Trp

ser

ASp

Pro

Gln
390

Ile

LYS

Arg

Gly

Leu

Trp

Pro

His

375

Ala

ES 2676470 T3

Asn

AsSn

280

Pro

Asp

Asn

Glu

Tyr

265

Pro

val

Pro

Tyr

Leu

345

Arg

Ser

Glu

250

GIn

Ile

Ile

Lys

Pro

330

Leu

Tyr

His

Asp

82

GIn

Ile

Leu

Cys

Ala

G1n

Arg

Leu

Glu

300

Trp

Phe

Glu

Lys

Pro

380

Thr

Arg

LYS

Ser

Tyr

Ser

cys

Ile
270
Tyr
Ala
GIn
Asn
Asn
350
Gly

Thr

Thr

255

Tyr

Leu

Asp

Leu

Trp

Ser

Tyr

Leu

Ile

Trp

Arg

Pro

Ala

320

Asp

Ala

Ie

Gin

Leu
400



atgggaaatg
caggaatacc
atctgtgacg
ggctcctatg
ttcagtgact
actggggata
Cagaagtccc
gaggtgctgg
cgagagctca
ttcactgaac
ctcttgataa

tctccgtatg

aactttgaca
ctgtgratet
ctgcaccagc
gtgagtggag
tcteecaace
ttcacgaccce
tgcttectag
tgcttcegac
acagctetga
tacacctecce
gccttitgga
gcteccaggg
gatgtgcttc
gaggtttatg
tctacetgtt
gatttaattc
gggtcrttge
agtggagtgc
caatatcagc
aggaagttte
cccacaggtg
aaggaatggt
aaagtgccga

gagatgttct

gggagtccca
tgaagcccta
tcctgeagga
gacggaaaac
taaaacaatt
agctgaagtt
ttgatgggtt
ccgecttcaa
aaagatcctt
tccageagaa
agcactggca
ccctggagcet
ttgctgaagg
attggatggt
tccaatcage
ataaaatatg
tggataatga
caggccacct
agcagattga
aatcaacagc
agactggctc
daaaaaacga
gggagaagga
tgctgagctt
ctgcctttaa
cagggctcat
tcacagicct
gcctggtgaa
ccccaaagta
cggattttga
agctctgeat
tactgagcca
acgtgggtgyg
tatcctctcec
caatrgcagac

catccagaag

gctgtecteg
cgaagaatgt
acccgaacag
agrcttaaga
ccaggatcag
ctgtctgttc
caccatccag
cgctctgage
ggataagaca
gttttttgac
tcaacagtgce
gcttacggty
cgtcagaacc
caactacaac
gaggecagta
ctggcaatyg
gtracctgca
tctggataag
cagtgctgtt
caagatccag
tgatgccgat
gcggeacaaa
ggaggagctt
ctctctgaaa
tgcactgggt
tgatctgtat
gcagcgaaac
gcactggtac
tgccttggag
cactgcagaa
cttctggaag
gttgcagaaa
daggggaccgt
ctgcttcaag
accaggaagt

ccatagaatc

ES 2676470 T3

gtgcctgcte
cagacactga
ttccececectgg
ggcaactcceg
aagagaagcc
acgaagtggt
gtgttcacaa
ttaaatgata
aatgccagtc
aaccgtcctg
cagaaaaaaa
tatgcetggg
gtactggagc
tttgaagatg
atcttggatc
CcTgaaaaaag
ccatcttgga
ttcatcaagg
aacatcatcc
attgtccgygg
ctcgtegtgt
atcgtcaagg
gaagtcagct
tccaaagtcece
cagctgagtt
aaatcctcgg
ttcatteget
aaagagtgtyg
ctgctcacca
ggtttccgga
grcaattaca
accaggcctg
tggtgttggce
gatgggactyg
tgtggagcta

ctgaataata

83

agaagctggg
tcgacgagat
tgcagggagt
atggtaccct
aacgtgacat
tgaaaaacaa
aaaatcagag
atcccagecce
ctggtgagtt
gaaaactaaa
tcaaggattt
aacaggggtg
tgatcaaatg
agaccatcag
cagttgaccc
aagctcaaac
atgrretgec
agtttctcca
gtacattcct
gaggatcaac
tccataactc
aaatccatga
ttgagectece
tcaacgaaag
ctggctccac
acctceceggg
cccggeccac
aaaggaaact
tctatgectyg
cagtcctgga
actttgaaga
tgatctigga
atcttctggce
gaaacccaat
ggatccatcc

attctaaaag

ttggtttatc
ggtgaacacc
ggccataggt
tgtectette
cectegataaa
tttcgagatc
aatctctttce
ctggatctat
tgcagtctge
ggatttgatc
accctcgetg
cagaaaagac
ccaggagaag
gaacatcctg
aaccaataat
ctggttgact
tgcaccactc
gcccaacaaa
taaagaaaac
cgccaaaggce
acttaaaagc
acagctgaaa
caagtggaag
tgtcagettt
acccagecce
aggagagttt
caaactaaag
gaagccaaag
ggagcagggayg
gctggtcaca
tgagaccgtg
cccagecgaa
aaaagaagca
accaccttgg
tattgtcaat

aaacttctag

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

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160



ES 2676470 T3

<210> 20

<211>719

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 20

Met Gly Asn Gly Glu Ser GIn Leu Ser Ser Val Pro Ala GIn Lys Leu
1 5 10 15

Gly Trp Phe §8e Gln Glu Tyr Leu Lys Pro Tyr Glu Glu Cys Gln Thr
25 30

Leu ITe Asp Glu Met val Asn Thr Ile Cys Asp val Leu GIn Glu Pro
35 40 45

Glu GIn pPhe Pro Leu val Gln Gly val Ala Ile Gly Gly Ser Tyr Gly

84



Arg

65

Phe

Ile

Trp

Ile

Ala

145

Arg

Phe

Pro

Gln

Leu

225

Asn

Cys

Asp

Pro

50

Lys

Ser

Leu

Leu

Gin

130

Phe

Glu

Ala

Gly

Cys

Glu

Phe

Gln

Glu

val

280

Ile

Pro

Thr

Asp

Asp

LysS

vail

Asn

Leu

val

Leu

Asp

Glu

Thr

275

Ile

Cys

Asn

val

Leu

Lys

Asn

Phe

Ala

Lys

Cys

Leu

Lys

Leu

Ile

Leu

Trp

Leu

Leu

Lys

85

Thr

Asn

Thr

Leu

Arg

165

Phe

Lys

Lys

Thr

Ala

245

Leu

Arg

Asp

Gln

Asp
325

Arg

70

Gln

Gly

Phe

LYS

Ser

150

ser

Thr

Asp

Ile

val

230

Glu

Cys

ASn

Pro

Trp

Asn

55

Gly

Phe

Asp

Glu

Asn

135

Leu

Leu

Giu

Leu

Lys

Tyr

Gly

Ile
val
295

Leu

Glu

Ash

Gln

Lys

Ile

120

Gln

Asn

ASpP

Leu

Ile

200

Asp

Ala

val

TYr

Leu

280

Asp

Lys

Leu

ES 2676470 T3

ser

Asp

Leu

105

Gln

Arg

Asp

Lys

Gln

Leu

Leu

Trp

Arg

Pro

Lys

Pro

Asp Gly
75

Gln Lys
90

Lys Phe
Lys Ser
Ile ser
Asn Pro

155

Thr Asn

170

GIn Lys

Leu Ile

Pro Ser

Glu G1n

Thr val

Met val

His G1n

Thr Asn

Glu Ala

315

Ala Pro
330

85

60

Thr

Arg

Cys

Leu

Phe

140

Ser

Ala

Phe

Lys

Leu

220

Gly

Leu

AsSn

Leu

Asn

300

GlIn

Ser

Leu

Ser

Leu

Asp

125

Glu

Pro

ser

Phe

His

205

Ser

Cys

Glu

Tyr

GIn

285

val

Thr

Trp

val

Gln

Phe

110

Gly

val

Trp

Pro

AsSp

190

Trp

Pro

Arg

Leu

Asn

270

Ser

ser

Trp

Asn

Leu

Arg

95

Thr

Phe

Leu

Ile

His

Tyr

Lys

™~ H
w —
WD

Phe

Ala

Gly

Leu

val
335

Phe

80

Asp

Lys

Thr

Ala

YR

160

Glu

Arg

Gln

Ala

Asp

240

Lys

Glu

Arg

Asp

Thr

320

Leu



Pro

Lys

Ala

ser

385

Thr

Ser

Lys

Glu

Leu

465

Asp

Thr

Ser

Arg

Leu

545

Gly

Trp

Arg

Ala

Glu

val

370

Thr

Ala

Leu

Glu

Leu

450

Ser

val

Pro

AsSp

Asn

530

val

Ser

Glu

Thr

Pro

Phe

355

Asn

ala

Leu

Lys

Ile

435

Glu

Phe

Leu

Ser

Leu

515

Phe

Lys

Leu

Gln

val
595

Leu

340

Leu

Ile

Lys

LYS

Ser

420

His

val

Ser

Pro

Pro

500

Pro

Ile

Pro

Phe

Gln

Ile

Thr
405

Tyr

Glu

Ser

Leu

Ala

485

Glu

Gly

Arg

Trp

Pro

565

Ser

Glu

Thr

Pro

Arg

GIn

390

Gly

Thr

Gin

Phe

Lys

Phe

val

Gly

ser

Tyr

Lys

Gly

Leu

Thr

ASn

Thr

375

Ile

ser

Ser

Leu

Glu

455

Ser

Asn

Tyr

Glu

Arg

Lys

Tyr

val

val

ES 2676470 T3

Fro

val

Asp

Gln

Lys

Pro

Lys

Ala

Ala

Phe

520

Pro

Glu

Ala

Pro

Thr
600

Gly

Cys

Leu

Arg

Ala

Pro

val

Leu

Thr

cys

Leu

ASp

585

Gln

His

Phe

Lys

Gly

Asp

Asn

Phe

Lys

Leu

Gly

Leu

Thr

Lys

Glu

Glu

570

Phe

Tyr

86

Leu

Leu

Glu

Gly

Leu

Glu

Trp

Trp

Asn

475

Glin

Ile

Cys

Leu

Ar

55

Leu

Asp

Gln

Leu

Glu

Asn

380

Ser

val

Arg

Arg

Lys

Glu

Leu

AsSD

Phe

LyS

LysS

Leu

Thr

Gln

ASp

GIn

365

Cys

Thr

val

His

Glu

445

Ala

Ser

ser

Leu

Thr

525

Asp

Leu

Thr

Ala

Leu
605

Phe

Ala

Phe

Lys

Lys

Pro

val

Sear

Tyr

510

val

Leu

Lys

Ile

Glu

590

cys

Phe

AsSp

Arg

Lys

His

415

Ile

Glu

Arg

Ser

Gly

Lys

Leu

ITe

Pro

TYyr

575

Gly

Ile

Ile

Ser

Gln

Gly

400

Asn

vai

Glu

val

Phe

480

ser

Ser

Gln

Arg

Phe

Phe



Trp
Leu

625

Pro

Thr

Gly

ser
705

Lys

Ser

Thr

Lys

Gly

Ser

690

Arg

<210> 21

<211> 2226

<212> ADN

val

Gln

Gly

Glu

AsSnh

675

Cys

Ser

Asn
Leu
ASp
Ala
660
Pro

Gly

His

<213> Homo sapiens

<400> 21

Tyr

G1n

val

645

Lys

Ile

Arg

ASn

Lys

Gly

Glu

Pro

Arg

Ile
710

Phe

615

Thr

Gly

Trp

Pro

Ile

695

Leu

ES 2676470 T3

Glu

Arg

Gly

Leu

Trp

His

Ash

ASp

Pro

ASp

Ser

665

LYsS

Pro

Asn

Glu

val

val

Ile

Asn

87

Thr

Ile

635

Trp

Pro

Pro

val

Ser
715

val
620

Leu

Cys

Cys

Thr

ASN

700

Lys

Arg

Asp

Trp

Phe

Met

685

Glu

Arg

LyS

Pro

His

Lys

670

Gln

Met

Asn

Phe

Ala

Leu

655

Asp

Thr

Phe

Phe

Leu

Glu

640 .

Leu

Gly

Pro

Ser



atggagagca
gctgcagtgg
gtccagcaat
acacctctge
catggtgcty
attgcgggga
tgtgattttt
ctaaaattec
caagagcggce
gtagaggtct
atgggcagaa
attacgcatc
actccecctga
caagagcaca
gttgaactca
tgtggggatc
ctctctecatg

gggatcataa
dagacaatca
tgctggaagg
ataacgcagt
accctgttct
gcgtgaaget
atggcttcac
tttataagag
tgaggaaagg
tgaagattct
atgccttgat
tgctgctgga
tcctggcagt
tagagattaa
aactgaagaa
ttgttatgac

gagccaaaga

caacccccag
cttgctgatt
tggagccaat
acaaatgagc
gaggaagaag
gctgaaactt
agccttcatg
aggagcaaat
aggggecaca
ccttgatgag
ccatgetete
ccatggygget
ggagaagaag
tgacacagac
aatcgcegag
agcgaggcgg
agattttcac

ES 2676470 T3

gagggaccca
aaagctgtte
gttaatttcc
agggaggaca
aatggggcecea
ttcctttcta
gaagccgcetg
gtgaatttga
gctctecatgg
atgggggcag
ctgagctctyg
gatgtcaatg
cacttgggtt
agtgatggca
ttgctgtgca
aattatgacc

cctcetgetg

88

cgtccteocag
aaaacgaaga
aggaagagga
ttgtggaact
cgccttttat
aaggagcaga
tgtatggtaa
ggcgaaagac
acgctgctga
atgtaaacgc
acgatagtga
tgaggggaga
tggtgcagag
aaacagcact
aacgtggagc
attccecrtgt

aagactggaa

cggtagaagg
tgttgacctg
agggggctgg
tctgcttcgt
cctegcageg
tgtcaatgag
ggtcaaagcc
aaaggaggat
aaaaggacac
ctgtgacaat
tgtggaggct
aagagggaag
gctrtetggag
gctgcttgcet
cagtacagat
gaaggttctt

gcctcagagce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



tcacactggy
ctcaagttct
crggggrict
gcacagcggg
tatgggagtg
ctggaagecgt
gcccgaaatg
tacacccacce
ctggcagatt
ctagaggacc
garctgaaag
gacctcattc
ctgggtcatc
aatgaatccyg
gggccttctg
atgaaaaaaa
gatctgctaa
atgaaattaa
atctatgtct
agtccaaaca
tgctga

<210> 22

<211> 741

<212> PRT

gggcagcecct
ttattgatga
atgagaagca
aagrcrcttg
agagccacag
gtttggatgt
tcctgtcatc
dggatctgea
ttgataagag
ttggacggct
Ctcaaagtaa
atcgtectctt
ccttettttg
acatcaaaac
aacattccaa
tgaataagtt
agttcatccg
aaattggaga
acacaaaact

agcectcagty

<213> Homo sapiens

<400> 22

gaaggatctc
aaaatacaaa
agaagtagct
tctgcaaage
gggccacttyg
gcacagaggg
tatatttaag
accacaaaac
catcaagtgg
ggtcctctat
tgaagaggtyg
ccatcctggg
gacttgggag
acgaaaatct
aagttttgac
ttatgaaaaa
gaatttggga
ccetteccty
acagaacaca

tgatggagct

ES 2676470 T3

cacagaatat
attgctgata
gtgaagacgt
agccgagaga
tttgtgtgtg
gaagatgtgg
gctgttcaag
atcttaatag
getggagate
gtggtaaaga
gttcaacttt
gaacatgtga
agccgctata
gaaagtgaga
aagtrggacga
agaggcaatt
gaacacattg
tattttcaga
gaatatagaa

ggtggggeca

89

accgccctat
cttcagaagg
tctgtgaggg
acagtcactt
tcaccctctyg
aaaatgagga
aactacactt
attcraagaa
cacaggaagt
agggaagcat
ctccagatga
gggactgtct
ggacgcttcg
tcctcagact
ctaagattaa
tctaccagaa
atgaagaaaa
agacatttcc

agcatttccc

gtgggttgge

gattggcaaa
aggcatctac
cagcccacgt
ggtgacattc
tgagcagact
agatgaattt
gtcctgtgga
agctgcteac
caagagagat
ctcatttgag
ggaaactaag
gagtgacctyg
gaatgtggga
actgcaacct
tgaatgtgtt
cactgtgggt
gcataaaaag
agatctggtg
ccaaacccac

cagcectggg

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2226



Met

ser

val

Ala

Asn
65

Glu

Gly

Gln

AsSn

50

Ala

Ser

Arg

Asn

35

val

val

Arg Asp
5

Arg Ala

20

Glu Asp

Asn Phe

GIn Met

His

Ala

val

Gln

Ser
70

AsSn

val

AsSp

Glu

35

Arg

ES 2676470 T3

Asn

Glu

Leu

40

Glu

Glu

Pro GIn
10

Asp Asn
25
val GIn

Glu Gly

Asp Ile

90

Glu

His

Gln

Gly

val
75

Gly

Leu

Leu

Trp
60

Pro

Leu

Leu

45

Thr

Leu

Thr

Ile

30

Glu

Pro

Leu

Ser
15

LysS
Gly

Leu

Leu

Ser

Ala

Gly

His

Arg
80



His

Ile

Ser

Phe

145

Gln

Glu

Ala

Ala

Leu

225

Thr

Arg

Gly

Ala

val

305

Leu

Lys

Gly

Leu

Lys

Met

130

Lys

Glu

Lys

Asp

L.eu

210

Leu

Pro

Leu

LYyS

Glu

290

Met

ser

Pro

Ala

Ala

Gly

Glu

Arg

Arg

Gly

val

195

Leu

Asp

Leu

Leu

Thr

275

Leu

Thr

His

Gln

Asp

Ala

100

Ala

Gly

Leu

His

180

Asnh

Ser

His

Ile

Glu

260

Leu

Ala

Gly

Ser
340

Pra

85

Asp

Ala

Ala

Ala

Ser

Leu

245

Gln

Leu

Cys

Arg

Atla

325

Ser

val

Ala

val

val

Asnh

150

Lys

Glu

Cys

Asp

Ala

230

Ala

Glu

Leu

Lys

Arg

Lys

His

Leu

Gly

Asn

Tyr

135

val

Gly

val

Asp

ASp

215

Asp

val

His

Leu

Arg

295

Asn

Glu

Trp

ES 2676470 T3

Arg

Ser

Glu

120

Gly

Asn

Gly

Leu

Asn

200

Ser

val

Glu

Ile

Ala

280

Gly

Tyr

Asp

Gly

Lys

val

105

Cys

Lys

Leu

Ala

Lys

Met

ASp

Asn

Lys

Glu

265

val

Ala

ASp

Phe

Ala
345

Lys

90

Lys

ASp

val

Arg

Thr

170

ITle

Gly

val

val

Lys
250

Glu

ser

His
330

Ala

91

AsSn

Leu

Phe

Lys

Leu

Arg

Asnh

Leu

Thr

Ser

315

Pro

Leu

Gly

Leu

Tyr

Ala

140

Lys

Leu

Leu

Asn

Ala

220

Gly

Leu

ASp

Lys

Asp

300

Leu

Pro

Lys

Ala

LyS

Leu

Thr

Met

Asp

Ala

205

Ile

Glu

Gly

Thr

Leu

285

Cys

val

Ala

Asp

Thr

Leu

110

Phe

Lys

Lys

Asp

Glu

190

Leu

Thr

Arg

Leu

Asp

Lys

Gly

LyS

Glu

Leu
350

Pro

95

Phe

Thr

Phe

Glu

Ala

175

Met

Ile

His

Gly

val

255

Ser

Lys

ASp

val

ASp

His

Phe

Leu

Ala

Leu

Asp

Ala

Gly

His

L.eu

Lys

240

Gln

Asp

Ile

Leu

Leu

320

Trp

Arg



Ile

Tyr

Glu

385

Ala

Leu

cys

Arg

Leu

465

Tyr

Lys

ASp

Leu

Glin

545

Asp

Leu

Tyr

Lys

His

Tyr

Lys

Lys

GIn

val

val

Ser

Thr

Ala

Pro

Tyr

530

Ser

Leu

Ser

Arg

Ser

610

Ser

Gln

Arg

Thr

Thr

435

Glu

ser

His

Ala

AsSn

ASD

Thr

595

Glu

Lys

Pro

Glu

Glu

Phe

420

Leu

Asp

Ile

Gln

His

500

Glu

val

Glu

His

Leu

580

Leu

Ser

Ser

Met

Asp

val

val

405

Tyr

Cys

val

Phe

Asp

Leu

val

Lys

Glu

Arg

565

Leu

Arg

Glu

Phe

Ile

Thr

Ala

390

Ser

Gly

Glu

Glu

Lys

470

Leu

Lys

Lys

val

550

Leu

Gly

Asn

Ile

AsSp

Gly

Ser

375

val

Cys

Ser

G1n

AsSn

455

Ala

Gln

Asp

Arg

535

val

Phe

His

val

Leu

615

Lys

Lys

Glu

Lys

Leu

Glu

Thr

440

val

Pro

Phe

520

Ser

Gln

His

Pro

Gly

Arg

Trp

ES 2676470 T3

Leu

Gly

Thr

Gln

Ser

425

Leu

Glu

Gln

Gln

Asp

505

Leu

Ile

Leu

Pro

FPhe

585

Asn

Leu

Thr

Lys

Gly

Phe

Ser

410

His

Giu

Asp

Glu

Asn

490

Lys

Glu

ser

ser

Glu

Leu

Thr

92

Phe

ITe

395

Ser

Arg

Ala

Glu

Leu

475

Ile

Ser

Asp

Phe

Pro

555

Glu

Trp

ser

GIn

Lys

Phe

TYr

Glu

Arg

Gly

Cys

Phe

460

His

Leu

Ile

Leu

Glu

540

ASp

His

Thr

Asp

Pro

620

Ile

Ile

365

Leu

Gly

Glu

His

Leu

445

Ala

Leu

Ile

Lys

Gly

ASp

Glu

val

Trp

Ile

605

Gly

Asn

ASp

Gly

Ser

Asn

Leu

430

Asp

Arg

Ser

Asp

Trp

510

Arg

Leu

Glu

Arg

Glu

590

Lys

Pro

Glu

Glu

Phe

Pro

Ser

415

Phe

val

Asnh

Cys

Ser

495

Ala

Leu

Lys

Thr

Asp

575

ser

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

Arg

His

val

His

val

Gly

Lys

Gly

val

Ala

Lys

560

Cys

Arg

Arg

Glu

val



625

Met

Asn

Ile

Ser

Thr

705

ser

Ala

Lys

Thr

ASD

Leu

690

LYys

Pro

Ser

<210> 23

<211> 1056

<212> ADN

<213> virus vaccinia

<400> 23

Lys

val

Glu

675

Tyr

Leu

Asn

Pro

Met

Gly

660

Glu

Phe

Gln

Lys

Gly

Asn
645

Asp

Lys

GIn

Asn

Pro

725

Cys

630

Lys

Leu

Lys

Thr
710

Gln

Phe

Leu

LysS

Thr

695

Glu

Cys

ES 2676470 T3

Tyr

Lys

Lys

Phe

Tyr

AsSp

Glu

Phe

665

Met

Pro

Arg

Gly

LyS

650

Ile

Lys

Asp

Lys

Ala
730

93

635

Arg

Arg

Leu

Leu

His

715

Gly

Gly

Asn

Lys

val

700

Phe

Gly

ASh

Leu

Ile

685

Ile

Pro

Ala

Phe

Gly

Gly

Tyr

Gln

ser

Tyr

655

Glu

ASp

val

Thr

640

G1In

His

Pro

Tyr

His

720

Leu



atgacgatga
agttacgcca
ctaccagcta
gatatagccg
ttatcgcaca
cgacaggttt
aaattcagta
ggtatagtta
ggtactcatg
aataatataa
caaacgggaa
tgttacgttc
atacttacgg
aacgtaacga
attgacgatg
gatgtatact
aatgttactg
gaaaaaaccc
<210> 24

<211> 351

<212> PRT

aaatgatggt
tagacatcga
aagactctaa
ctctaggaga
gatataaaga
ctaataaacg
accgtaggta
gatctcatat
ataagtatygg
ctrggtataa
aggaattaat
attacgacga
ttataccgtc
taggagaacc
tactgattga
ctgttttaac

aagaatatat

ttacaactac

<213> virus vaccinia

<400> 24

acatatatat
aaatgaaatc
atggttgaat
gcecatteage
ctatgtgott
tgttaaacat
trtgtgcacc
tagaaaacct
catagactta
agataataag
tattcataat
cgttagaatc
acaagaccac
tgccaatata
atgggaaaat
tagtagaggc
aggtaataca

agtagtattg

ES 2676470 T3

ttcgtatcat
acagaattct
ccagcatgta
gcaaagtgtc
aaatgggaaa
ggtgatttat
gtaactacaa
ccttcatgeca
tactgtggaa
gaaattaata
ccagagttag
aagaatgata
aggtttaaac
acatgcactyg
ccatccggat

ggtattaccyg
tataaatgtc

gagtaa

94

tattgttatt
tcaataaaat
tgttcggagg
ctcctattga
ggctagaaaa
ggatagccaa
agaatggtga
ttccaaaaac
ttctttacgc
tcgacgacat
aagatagcgg
tcgtagtatc
taatactaga
ctgtgtcaac
ggcttatagg
aggcgacctt

gtggacacaa

gctattecac
gagagatact
cacaatgaat
agacagtctt
aaatagacqgg
ctatacatct
ctgtgttcag
atatgaacta
aaaacattat
taagtattca
aagatacgac
aagatgtaaa
tccaaaaatce
gtcattattg
attcgatttt

gtactttgaa

ctattatttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1056



Met

Leu

Phe

Leu

Leu

65

Leu

Lys

Leu

Cys

Ser

145

Gly

Ala

Asn

His

Tyr

Thr

Leu

Phe

Asn

50

Gly

Ser

Asn

Trp

Thr

130

Thr

Lys

Ile

Asn

210

ASp

Met

Phe

Asn

35

Pro

Glu

His

Arg

Ile

115

val

Ile

His

His

Asp

LYysS

His

20

Lys

Ala

Pro

Arg

Thr

Arg

AsSp

Tyr

180

Asp

Glu

val

Met

Ser

Met

Cys

Phe

Tyr

85

Arg

Asn

Thr

Lys

Lys

Asn

Ile

Leu

Arg

Met

Tyr

Arg

Met

ser

70

Lys

GlIn

Tyr

Lys

Pro

150

Tyr

ASn

Lys

Glu

Ile

val

Ala

ASp

Phe

55

Ala

ASp

va’

Thr

AsSn

135

Pro

Gly

Ile

TYr

215

Lys

ES 2676470 T3

His

Ile

Thr

40

Gly

LysS

Tyr

Ser

ser

120

Gly

Ser

Ile

Thr

Ser

200

Ser

Asn

Ile Tyr
10

Asp Ile
25

Leu Pro
Gly Thr
Cys Pro
val val

90
Asn Lys
105
Lys Phe
Asp Cys
Cys Ile
Asp Leu

170
Trp Tyr
GIn Thr

Gly Arg

Asp Ile

95

Phe

Glu

Ala

Met

Pro

75

Lys

Arg

ser

val

Pro

155

Tyr

Lys

Gly

Tyr

val

val

Asn

Lys

Asn

60

Ile

Trp

val

AsSn

Gln

140

Lys

Cys

Asp

Lys

Asp

val

Ser

Glu

Asp

45

Asp

Glu

Glu

Lys

Arg

Gly

Thr

Asn
Glu
205

Cys

Ser

Leu

Ile

30

Ser

Ile

ASp

Arg

His

110

Arg

Ile

Tyr

Ile

LYyS

Leu

Tyr

Arg

Leu

15

Thr

LYS

Ala

ser

Leu

95

Gly

Tyr

val

Giu

Leu

175

Glu

Ile

val

Cys

Leu

Glu

Trp

Ala

Leu

30

Glu

Asp

Leu

Arg

Leu

160

Tyr

Ile

Ile

His

LysS



10

225

Ile Leu

Pro

AsSp

Thr Ala

Thr

Lys

val

val

Ile

230

Pro Ser

245

Ile
260

Ser

275

Glu Asn

290

val
305

Leu

Asn val

Asn Tyr

<210> 25
<211> 573

<212> ADN

Pro

Thr

Thr

TYr

Ser

Ser

Glu

Asn

Thr

Gly

Arg

Glu

val Thr

Ser Leu

Trp Leu

295

Gly

Tyr Ile

325

Phe
340

<213> virus vaccinia

<400> 25
atgtctaaaa
accattggaa
cgagaagtta
gatattcctc
gctgacgtca
tttgatgatg
gttattaatg
gggcctagta
aaggcagatg
aaacttcttg
<210> 26
<211>190

<212> PRT

tctatatcga
tcgaaggage
ataaagctct
crcgttggrt
taatagatga
ttattcecggce
agtactgcca
actctectac
gaaaatctaa

gttacgtcat

<213> virus vaccinia

Glu

Lys Thr

cgagcgttect
tactgctgca
gtacgatctt
tatgacaacg
tgtatcccge
taaaaaaatt
aattactagg
attttatgcc
acgagatgct

cattagattc

ES 2676470 T3

Gln Asp

His

235

Arg

250

Gly

Leu Ile

280

Ile Gly

Thr

Ile

Gly Asn

AsSp

Phe

Glu

Thr

Pro

Asp

Asp

Phe

val

Phe

Lys Leu

Ile
270

Asn

Leu Ile

285

Asp val

300

Ala
315

Tyr

330

Thr
345

Leu

aacgcagaga
caactaacta
caacgtagtg
gaggcggata
gaaaaatcaa
attgattgga
agagattggt
tgtgtagaca
aaaaataatg

tga

96

Thr

Thr

ttgtgtgtga
gacaacttaa
ctatggtgta
agccggatgce
tgagagagga
aaggtgctaa
cttttcgtat
tcgacggaag

cagctaaatt

Thr

Lys

val

Leu Tyr

Cys Arg

val Leu

350

ggctattaaa
tatggagaag
cagcteegac
tgatgctatg
tcataagtct
ccetgteace
tgaatcagtg
agtattcgat

ggcagtagat

Thr

Glu

Tyr

Phe

Gly

Glu

240

Leu

Cys

Trp

Ser

Glu
320

His

60
120
180
240
300
360
420
480
540
573



<400> 26

Met
1

Glu

Thr

Asp

Arg

65

Ala

Asp

Trp

Thr

Ser

145

Lys

Leu

Ser

Ala

Arg

Leu

50

Trp

Asp

His

LYys

Ala

Ala

<210> 27

<211> 267

<212> ADN

<213> virus vaccinia

<400> 27

Lys

Ile

GIn

35

Gln

Phe

val

LysS

Arg

Thr

Asp

val

Ile

Lys

Leu

Arg

Met

Ile

ser

100

Ala

Asp

Phe

Gly

Tyr
5
Thr
Asn
Ser
Thr
Ile
85
Phe
ASn

Trp

Tyr

Ile

Ile

MetT

Ala

Thr

70

Asp

Asp

Pro

Ser

Ala

150

Ser

Leu

Asp

Gly

Glu

Met

55

Glu

ASp

Asp

val

Phe

135

Cys

Lys

Leu

ES 2676470 T3

Glu

Ile

Ala

val

val

Thr

120

Arg

val

Arg

Gly

Arg

Glu

Arg

Tyr

Asp

Ser

Ile

105

val

Asp

Asp

Tyr
185

ser
10

Gly

Glu

Ser

Lys

Arg

90

Pro

Ile

Glu

Ile

Ala

170

val

97

Asn

Ala

val

Ser

Pro

75

Glu

Ala

Asn

Ser

Asp

Lys

Ile

Ala

Thr

AsSn

Asp

60

ASp

Lys

Lys

Glu

val

140

Gly

AsSn

Ile

Glu

Ala

LYyS

ASp

Ala

Ser

LYS

Tyr

125

Gly

Arg

Asn

Arg

Ile

Ala

30

Ala

Ile

Asp

Met

Ile

110

Cys

Pro

val

Phe
190

val
15

Gln

Leu

Pro

Ala

Arg

95

Ile

Gln

Ser

Phe

Ala
175

Cys

Leu

Tyr

Pro

Met

80

Glu

Asp

Asn

ASp
160

Lys



10

atgcttgcat ttigttattc gttgcccaat
gagaaggatt atgctctata tatttatctt
gcagagagtg ttaagatgca tatggataga

aaaactgtaa aagttaaagt gattagagtt

tacaaaagga tgtgtagaca tcaataa

<210> 28
<211> 88

<212> PRT

<213> virus vaccinia

<400> 28
Met Leu
1

Gly Arg

Tyr Pro

Asp Arg
50

val Lys
65

Tyr Lys

<210> 29
<211> 685

<212> PRT

Ala Phe Cys

val Tyr Glu
20

His Phe Glu
35
Tyr val Glu

val Ile Arg

Arg Met Cys

<213> virus hepatitis C

<400> 29

Tyr

Lys

Ala

Tyr

val

70

Arg

ser

Asp

Ile

Arg

55

AsSp

His

ES 2676470 T3

gcgggtgatg taataaaggg cagagtatac
Tttgactatc ctcactttga agctatcttg
tatgttgaat atagggataa actggtaggg

gattatacaa aaggatatat agatgtcaat

Leu Pro Asn Ala Gly Asp val
10

TYr §1a Leu Tyr Ile Tyr Leu

Leu Ala Glu Ser val Lys Met
40 45

Asp Lys Leu val Gly Lys Thr
60
Tyr Thr Lys Gly Tyr Ile Asp

75

Gln

98

Ile
15

Phe

His

val

val

60
120
180
240
267

Lys

Asp

Met

Lys

Asn

80



Ala

Ile

val

Asn

Ala

65

ASp

Cys

val

Pro

Cys
145

Pro

Ile

Gin

Gly

50

Ser

Leu

Thr

Ile

Arg

Pro

Ile

Thr

Ile

35

val

Pro

val

Cys

Pro

115

Pro

Ala

Thr

Ser

20

val

Cys

Lys

Gly

Ile

Gly

Ala

Leu

Ser

Trp

Gly

Trp

BS

Ser

Arg

Ser

His

Tyr

Thr

Thr

Thr

Pro

70

Pro

Ser

Arg

Tyr

Ala
150

Ala

Gly

Ala

val

55

val

Ala

Asp

Arg

Leu

135

val

ES 2676470 T3

Gln

Arg

Thr

40

Tyr

Ile

Pro

Leu

Lys

Gly

GIn Thr
10

ASp LYyS

25

GIn Thr

His Gly

Gln Met

GIn Gly

90

Tyr Leu

Asp ser

Gly Ser

Leu Phe

99

Arg

AsSn

Phe

Ala

Tyr

75

Ser

val

Arg

sSer

Gly

GIn

Leu

Gly

60

Thr

Arg

Thr

Gly

Leu

val

Ala

45

Thr

Asn

Ser

Arg

Ser

125

Gly

Ala

Leu

Glu

30

Thr

Arg

val

Leu

His

110

Leu

Pro

val

Gly

15

Gly

Cys

Thr

ASp

Thr

95

Ala

Leu

Leu

Cys

Cys

Glu

Ile

Ile

Gln

80

Pro

Asp

Ser

Leu

Thr
160



Arg

Thr

val

Gly

val

225

Tyr

Arg

Phe

Cys

Thr

305

Ala

Glu

Ala

Pro

Gly

Gly

Thr

Leu

Met

Thr

Leu

Thr

Glu

Ser
370
Ile

Thr

Phe

val

Met

Gln

195

Ser

val

Ser

Ala

275

Leu

Ala

val

Pro

355

Lys

Asn

sSer

Thr

Ala

Arg

Ser

Thr

Leu

Lys

Thr

260

ASp

Cys

ASp

Thr

Ala

340

Leu

Lys

Ala

Gly

Phe

Lys

Asn

Ala

245

Thr

Gly

G1n

Pro

325

Leu

Glu

Lys

val

ASD

AsSp

Ala

Pro

GIn

val

Pro

230

His

Gly

Gly

Ser

Ala

310

Pro

ser

val

Cys

Ala

390

val

Phe

val

val

val

Pro

215

ser

Gly

Ser

Cys

Thr

295

Glu

Gly

Thr

Asp

Tyr

val

Asp

ES 2676470 T3

Asp

Phe

Ala

200

Ala

val

val

Pro

Ser

280

Asp

Thr

ser

Thr

Tyr

val

Ser

Phe

Thr

185

His

Ala

Ala

Asp

Ile

265

Gly

Ala

Ala

val

Leu

Arg

val

val
425

Ile

170

ASp

Leu

TYyr

Ala

Pro

250

Thr

Gly

Thr

Gly

Thr

330

Glu

Gly

Ala

Gly

ser

410

Ile

100

Pro

Asn

His

Ala

Thr

235

Asn

Tyr

Ala

Ser

Ala

315

val

Ile

Arg

Ala

Leu

395

Thr

Asp

val

Ser

Ala

Ala

220

Leu

Ser

Tvr

Ile

300

Arg

Ser

Pro

His

ASp

Cys

Glu

Ser

Pro

205

Gln

Gly

Arg

Thr

285

Leu

Leu

His

Phe

Leu

365

Leu

val

Ala

Ash

Asn

Pro

190

Thr

Gly

Phe

Thr

Tyr

270

Tle

Gly

val
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para expresar ARN en una célula, que comprende los pasos de (i) evitar el acoplamiento del receptor
de IFN por IFN extracelular proporcionando virus vaccinia B18R a la célula en forma de ARN que codifica B18R, vy (ii)
inhibir sefalizacion de IFN intracelular proporcionando virus vaccinia E3 a la célula en la forma o ARN que codifica E3 y
proporcionando virus vaccinia K3 a la célula en forma de ARN que codifica K3.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde el ARN que se va a expresar en la célula se ha introducido en la célula.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde el ARN que se va a expresar en la célula ha sido introducido
repetidamente en la célula.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el ARN que se va a expresar en la célula ha sido
introducido en la célula mediante electroporacion o lipofeccion.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el ARN que se va a expresar en la célula es ARN
transcrito in vitro.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el ARN expresado en la célula no esta modificado
por pseudouridina y/o 5-metilcitidina.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la célula es una célula que tiene una funcién de
barrera, preferiblemente un fibroblasto, un queratinocito, una célula epitelial o una célula endotelial.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde la célula endotelial es una célula endotelial del corazén, una célula endotelial
del pulmén o una célula endotelial de la vena umbilical.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la célula es una célula humana.

10. Un método para proporcionar células que tienen caracteristicas de células madre que comprende las etapas de (i)
proporcionar una poblacion celular que comprende células somaticas, (ii) evitar el acoplamiento del receptor de IFN de
las células somaticas por IFN extracelular proporcionando virus vaccinia B18R a las células somaticas en forma de ARN
que codifica B18R, (iii) inhibir la sefalizacion intracelular de IFN en las células somaticas proporcionando virus vaccinia
E3 a las células somaticas en forma de ARN que codifica E3 y proporcionando virus vaccinia K3 a las células somaticas
en forma de ARN que codifica K3, (iv) introducir ARN capaz de expresar uno o mas factores que permiten la
reprogramacion de las células somaticas a células que tienen caracteristicas de células madre en las células somaticas,
y (v) permitir el desarrollo de células que tienen caracteristicas de células madre.

11. El método de la reivindicacion 10, que comprende ademas introducir en las células somaticas miARN que potencia la
reprogramacion de las células somaticas que tienen caracteristicas de células madre.

12. El método de la reivindicacion 10 u 11, en donde uno o mas factores comprenden OCT4 y SOX2.
13. El método de la reivindicacién 12, en donde uno o mas factores comprenden ademas KLF4 y/o c-MYC.
14. El método de la reivindicacion 12 o 13, donde el uno o mas factores comprenden ademas NANOG y/o LIN28.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en donde uno o mas factores comprenden OCT4, SOX2,
KLF4 y c-MYC.

16. El método de la reivindicacion 15, en donde uno o mas factores comprenden ademas LIN28 y opcionalmente NANOG.

17. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en donde uno o mas factores comprenden OCT4, SOX2,
NANOG y LIN28.

18. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 17, que comprende ademas la etapa de cultivar las células
somaticas en presencia de al menos un inhibidor de la histona de acetilasa, preferiblemente acido valproico.

19. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 18, en donde la etapa (v) comprende cultivar las células
somaticas en condiciones de cultivo de células madre embrionarias.

20. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 19, en donde las caracteristicas de células madre
comprenden una morfologia de células madre embrionarias, en donde las células que tienen caracteristicas de células
madre tienen preferiblemente cariotipos normales, expresan actividad de telomerasa, expresan marcadores de superficie
celular que son caracteristicos de células madre embrionarias y/o expresan genes que son caracteristicos de las células
madre embrionarias.
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21. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 20, en donde las células que tienen caracteristicas de células
madre exhiben un estado pluripotente.

22. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 21, en donde las células que tienen caracteristicas de células
madre tienen el potencial de desarrollo para diferenciarse en derivados avanzados de las tres capas germinales primarias.

23. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 22, en donde las células somaticas son fibroblastos,
preferiblemente fibroblastos de pulmén, fibroblastos de prepucio o fibroblastos dérmicos.

24. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 23, en donde las células somaticas son células humanas.

25. Un método para proporcionar tipos de células diferenciadas que comprende las etapas de (i) proporcionar células que
tienen caracteristicas de células madre usando el método de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 24, y (ii) cultivar
las células que tienen caracteristicas de células madre en condiciones que inducen diferenciacién parcial o completa
directa a un tipo de célula diferenciada.

26. Una composicion que comprende (i) un agente Util para evitar el acoplamiento del receptor de IFN por IFN extracelular,
siendo dicho agente acido nucleico que codifica el virus de vacuna B18R y (ii) un agente util para inhibir la sefializacion
de IFN intracelular, siendo dicho agente acido nucleico que codifica E3 y un acido nucleico que codifica K3, en donde el
acido nucleico es ARN.

27. Un kit que comprende la composicion de la reivindicacion 26.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 7
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Figura 8
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Figura9
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Figura 11
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Figura 13
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Figura 16
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Figura 24
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Figura 26
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